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Determinacéo de vitamina A em pescado:
adaptacao de metodologia

Vitamin A determination in fish: methodology adaptation

Nilson G. LANKHE*
Glénio MAGAGNIN?
Eliana B. FURLONG"
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Lankhe, N. G.; Magagnin, G. e Furlong, E. B.- Determinacao de vitamina A em pescado: adaptacao de
metodologiaRev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 151 - 158, 2003.

RESUMO. O objetivo deste trabalho foi extrair e determinar a vitamina A em musculo de pescado através

de um método simples e confiavel. A metodologia adaptada consistiu em determinar
espectrofotometricamente palmitato de retinila extraido de lipidios de musculo de pescado pelo método
de Bligh e Dyer (1959). No extrato lipidico aplicou-se uma técnica de limpeza empregando cromatografia

de particdo em minicoluna de alumina neutra, para separar a vitamina sem o emprego da saponificacéo,
seguida de quantificagdo espectrofotométrica a 325 nm pela técnica de adi¢cdes sucessivas. Para avaliacéo
do potencial do método foram avaliados os coeficientes de variagdo (4 a 7%) e a recuperagdo média
(90,7%). Estes dados de recuperacao sdo promissores quando comparados a valores obtidos quando se
empregou o método colorimétrico de Carr Price as amostras, contendo concentragfes conhecidas de
padréo, eliminando interferentes pelo método oficial (57%) e pelo proposto (75%). O método adaptado foi
aplicado em amostia nhatura industrializada (enlatada) e processada termicamente (assada), mantendo
suas caracteristicas de repetibilidade e recuperagéo, a excegdo de quando aplicado as amostras de pescado
enlatado. A aplicagdo do método a amostras in natura de en¢hmwatpnus saltatrixe de tainha

(Mugil brasiliensi$, porgao comestivel, resultou em niveis de 303 ER/100g (CV=5%) e 214 ER/100g (CV=

7%) de vitamina A. Em enchova assada foi encontrado 255 ER/100g (CV= 4%) de vitamina A.

PALAVRAS-CHAVE. palmitato de retinila, vitamina A, pescado.

Mestre em Engenharia de Alimentos pela Fundacé@o Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS, Brasil.
’Estudante de graduagdo em Engenharia de Alimentos da Fundagdo Universidade Federal do Rio Grande, RS, Brasil.
3Departamento de Quimica, Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande, RS, Brasil.

‘Endereco para correspondéncia - Rua Engenheiro Alfredo Huch, 475 - 96201-900 Rio Grande, RS, Brasil

f: 053 2338645 fax: 053 2329716 - email: dgmebf@super.furg.br
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Lankhe, N. G.; Magagnin, G. e Furlong, E. B.- Determinacéo de vitamina A em pescado: adaptacao de metodologia
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 151 - 158, 2003.

INTRODUCAO antimonio, que gera residuos toxicos apds as determifEgdes
Na tentativa de diminuir estes problemas o método adaptado
Os pescados séo ricos em proteina, e algumas espéprmesurou efetivar a extracdo e determinacdo do palmitato de
também em acidos graxos do tipo dmega trés e vitaminmasinila, uma das principais formas da vitamina presente nos
lipossoluveis que contribuem para o valor nutriciétial musculos, sem saponificagdo e empregando a absortividade
A vitamina A, retinol, € um alcool diterpénico formadodeste na regido do ultra violeta a 3254m
por um anel trimetilcicloexenil e uma cadeia lateral de isoprenos,
que se acumula nos depdsitos de gordura, estando presente no MATERIAL E METODOS
figado de peixes e de outros animais, na gordura do leite e na
gema do ovo. O dleo de figado de numerosas familias HeAmostras
elasmobranquios é rico em vitamin® &4 As amostras de enchovedmatomus saltatr)xforam
Segundo Sikorski, a carne de peixes magros podeoletadas diretamente de barcos pesqueiros no porto da cidade
atingir concentracdes de vitamina A de até 100 U1/100g enquadtm Rio Grande, RS, tomando um minimo de 0,8% da captura
que em peixes gordos até 4500 UI/100g de carngara compor a amostra bruta. Foi aleatoriamente tomado 1% da
predominantemente como ésteres de acidos graxos. Em pea@®stra bruta para constituir a amostra de laboratério
de agua doce e anadromos predomina a forma de vitamina(Agroximadamente 10 kg de pescado fresco). As amostras foram
que possui 40% da atividade do trans retitidl evisceradas e colocadas em recipientes fechados sob atmosfera
A presenca destes ésteres de retinol em pescados chdmaitrogénio e congeladas até o momento das determinacdes.
atencdo por suas quantidades excederem em muito as As amostras de tainha/i(gil brasiliensis)foram
necessidades hiolégicas e por permanecerem em nivadguiridas no mercado publico da cidade do Rio Grande, RS,
constantes mesmo que variem os teores de gorduras durargmarés diferentes periodos do ano 2000, abril, agosto e outubro.
ciclo de vida dos peixésNo entanto, informacdes sobre aEstas foram evisceradas e fileteadas no entreposto pesqueiro
composicao quimica dos pescados mais consumidos na Amédiaacidade do Rio Grande, RS, levadas ao laboratério e
Latina sdo escassas, principalmente no que se refere homogeneizadas antes da tomada das amostras analiticas, para
nutrientes tracos, como as vitamitfas a determinacgdo sem congelamento prévio.

Parte desta situacao se deve a dificuldade oferecida O atum enlatado foi adquirido no comércio local e o lote
pelos métodos oficiais que sendo acessiveis sdo mufddbformado por uma Unica marca, produzida por uma fabrica
susceptiveis aos efeitos operacionais. Além disso uma medotwal. Apdés a homogeneizacdo foram tomadas as amostras
vitamina pode aparecer nos alimentos em diferentes fornamliticas.
quimicas apresentando atividades vitaminicas distintas que As enchovas assadas foram adquiridas numa festa
podem ser determinadas para uma melhor avaliacao do vadopular da regido, onde o pescado foi eviscerado, colocado em
nutricionalP+'2 Os métodos que permitem distinguir agspetos fincados perpendicularmente no fogo, conforme o
diferentes formas quimicas exigem instrumentacdwbito regional.
cromatografica nem sempre disponivel na maioria dos
laboratérios de paises em desenvolvimento, onde2oDeterminagdo de umidade e lipidios totais
conhecimento dos nutrientes dos alimentos é fundamental para O contelido de agua presente foi determinado em todas
definir politicas de desenvolvimento so&ial as amostras de pescado pelo método de secagem em estufa a

O objetivo deste trabalho foi extrair e determinar 400 — 110C, até atingir peso constante, de acordo com AOAC
vitamina A em musculo de pescado e para tal foi adaptado nM935.29. Lipidios totais foram determinados pelo método
método. Desta forma poder-se-ia disponibilizar um procedimergravimétrico de Bligh e Dyét.
menos susceptivel aos erros inerentes do manuseio analitico
de amostras contendo as diferentes formas de vitamina A.eterminagdo de palmitato de retinila em por¢éo comestivel
acessivel a laboratorios que ndo disponham de condigfes pierRescado
empregar rotineiramente técnicas mais sofisticadas de separacdo Os pescados frescos eviscerados foram homogeneizados
e quantificacdo. Para demonstrar o potencial do métodm liquidificador, bem como os outros tipos de amostras. Destes
proposto foram avaliados os niveis de recuperacdohamogeneizados foram pesados exatamente 5 g de amostra,
repetibilidade, os resultados obtidos foram comparados contransferidos para um gral e macerados com 10 ml de metanol e
método recomendado pela AOAC e os valores encontradosl de cloroférmio. Posteriormente foram acrescentados 5ml
nas amostras de diferentes tipos de pescado com os registra@odoroférmio e 5ml de agua, macerando a cada acréscimo de
em bibliografia especifi€& solvente. O conteldo do gral foi transferido quantitativamente

O método oficial de Carr Price, indicado pela AOAGara um tubo de centrifuga separando suas fases com forca de
possui dois pontos criticos: a necessidade de saponifica¢Zs00 G por 10 minutos.
que expde a vitamina A a temperatura elevada, e a instabilidade A camada inferior, cloroférmica, foi transferida para um
do complexo colorido formado pelo retinol e o tricloreto dérasco ambar previamente tarado, e o solvente evaporado sob
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atmosfera de nitrogénio. linearidade da relacéo concentragéo e absorbancias em valores
O residuo seco foi dissolvido com hexano, eluido panenores que 072 Para estimar o limite de detec¢éo na amostra
uma coluna cromatografica contendo celite (aproximadameriéé empregado o procedimento recomendado por Horwitz et
10g) e o eluato coletado num baldo volumétrico de 25ral’, determinando a absorbéancia de solu¢des de amostras
completando o volume com hexano, preparando assim udiidas que resultavam em valores entre 0,15 e 0,2. Estes foram
solucéo de concentracdo expressa em g de dOleo. convertidos nas respectivas concentracdes na curva padrédo
Foi preparada uma coluna de vidro com 12 cm die adi¢cdes sucessivas. Considerou-se o limite de deteccéo a
comprimento contendo aproximadamente 9g de Oxido dencentracdo correspondente ao dobro do valor do desvio
aluminio (alumina) neutro com atividade | (particulas entre 63@adrédo de 6 determinacgdes.
20QuM) e sulfato de sodio anidro (0,1g) na parte superior. Os
adsorventes foram tratados primeiramente com &lconlComparagdo com outro método de determinacéo de vitamina A
isopropilico a 50% em hexano, seguido de 10ml de hexano. Para estudo de comparacgdo dos niveis de vitamina A
Seca a coluna cromatografica foram eluidos 5ml dibtidos pelos métodos de Carr Price (AOAC, n° 974.29) e pelo
solucéo amostra com o triplo deste volume de hexano em tpésposto foram usadas amostras de enchova, provenientes da
porcdes iguais, o eluato foi coletado em frasco &mbar e evaporatesma coleta. Foi avaliada a recuperacao pelos dois métodos,
sob atmosfera de nitrogénio. O eluato foi reconstituido com 5enpregando os mesmos niveis de palmitato de retinila descritos
de hexano com agitacéo em banho ultra sénico e sua absorbameidem 5. O palmitato de retinila foi adicionado de duas formas
lida em 325nm. diferentes, ao extrato e diretamente nas amostras de musculo
A quantificacdo final de palmitato de retinila, nahhomogeneizadas. Os experimentos foram realizados em
diferentes amostras estudadas, foi realizada usando a téctipéicatas.
de adicdes sucessivas. Neste caso foram adicionados a 5 ml de
solugé@o de extrato purificado, 5 ml de solu¢do padrao @ Aplicabilidade do método proposto
palmitato de retinila contendo 13; 18; 23 qu82 Os solventes Para avaliar a aplicabilidade do método proposto foram
dessas misturas foram evaporados sob atmosfera de nitrogémiosadas amostras homogeneizadas de musculos de enchovas
e as novas solugdes reconstituidas com 5ml de hexano. A pgRomatomus saltatrjxe de tainhasMugil brasiliensi$ “in
das concentracdes de padréo adicionadas e absorbancias hdasra”, de atum enlatado e de enchova processada
em 325nm foram determinados os parametros da curva de adigiimicamente (assada). Todas as determinacdes foram realizadas

empregada para a quantificagéo. em triplicatas em dois periodos diferentes.
A curva padrdo foi preparada a partir de uma solucao
estoque contendo 0,0264g de palmitato de retinila (Sigma RESULTADOS E DISCUSSAO

Chemical Corporation) em 50 ml de hexano. A partir desta foram
preparadas solugdes de concentragdes que variaram entrel 20emétodo, quanto a extragao dos lipidios

15umol/L cujas absorbéancias foram lidas a 325 nm. Os experimentos foram realizados na auséncia de luz
procurando prevenir a decomposicdo da vitamina A, sob a
4. Repetibilidade forma de palmitato de retinila. As determinac¢des de umidade e

ApGs o estabelecimento do procedimento de extracdmpidios totais foram Uteis para informar o desempenho do
limpeza e clarificacao do extrato vitaminico, a repetibilidade fonétodo de extracdo utilizado e a integridade da composi¢éo
testada empregando o procedimento em seis aliquotas de pglganica do pescado no que diz respeito as quantidades desses
de enchovas provenientes do mesmo lote e os coeficientesdmponentes, pois segundo Ogawa e Masoma dos teores
variacao foram calculadogais experimentos foram realizadosle umidade e lipidios em pescado in natura esta ao redor de
em trés periodos diferentes durante o desenvolvimento 8@ em relagdo a massa.

trabalho. No método proposto a extragdo dos lipidios foi realizada
segundo o método de Bligh e Djje&r que é uma vantagem pois
5. Recuperacéo as amostras nao foram submetidas a temperaturas superiores a

A exatiddo do método foi testada pela recuperacéo &0°C, foram extraidos os lipidios apolares e os pél#&dsbela
trés niveis diferentes, foram eles 67, 100 i3tk palmitato de 1 apresenta os resultados médios da umidade (U) e dos lipidios
retinila adicionados respectivamente a 10 g de massa de amdstiais (LT) determinados por métodos gravimétricos em
de enchova homogeneizada. Os testes foram realizadosmasculos das amostras de enchovas e tainhas, coletados
duplicata seguindo o procedimento de determina¢édo darante o desenvolvimento do trabalho (2000-2001).

vitamina A, descrito no item 3. Os resultados expressos na Tabela 1 concordam com
Ogawa e Mai¥® no que diz respeito a soma dos teores de
6. Limite de deteccao umidade e lipidios. Os niveis de lipidios encontrados nas

O limite de deteccdao foi determinado diluindo solugdesnchovas esta conforme Contreras-GuZm@ois segundo o
de palmitato de retinila padréo (a partir dé A.) e avaliando a autor, “a enchova apresenta de 9,6 a 16% de gordura, estando
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ela localizada na parte ventral e a soma U + LT permanecendo  No caso do experimento realizado com a solucédo de
relativamente constante”. amostras com ou sem o procedimento de limpeza, a informacao

Os coeficientes de variagao para os LT foram baixos pgreestada pelo resultado € que o método de particdo usado
as enchovas, 14,5% a 16,1%, o que decorre de os espécimamveu mais de 80% das substancias que interferem na
de pescado coletados na mesma amostragem, possuddsorbancia do palmitato de retinila, existente no 6leo de
tamanhos similares e possivelmente ndo apresentavanthova, e que o eluato hexanico possivelmente contenha este
influéncia das variagdes préprias do ciclo de¥ida composto absorvendo em 325nm com menos interferentes.

As tainhas néo apresentaram essa regularidade, sendo  Os mesmos experimentos realizados para avaliagdo da
seus LT de 1,7% até 11,1%, pois as amostras foram tomadagemoc&o de interferentes na tainha sugeriram a necessidade de

diferentes locais de captura e épocas do ano. se adequar o volume de solvente usado para eluir a forma
vitaminica a ser determinada. Considerando esta observacéo ao
2. Verificacé@o da etapa de remocéao de interferentes trabalhar com amostras de tainhas e as processadas termicamente

Aplicando-se o procedimento de remocédo dfi duplicada a fase estacionaria e a remocéo de interferentes
interferentes do método proposto em solugdes hexanicas dbtda apresentava valores médios de remoc¢éo de 80%
olegs extraidos de musculos de enchovas e d? tainhas foﬁ%@ela 1 Umidade e lipidios totais em musculos de enchovas
obtidos eluatos com espectros de absor¢cdo que for%nfainhas
comparados com o espectro do palmitato de retinila padrag i . .
submetido as mesmas condicdes. Espécies Umidade CV LT CV  Umidade + LT

A observacéo dos espectros da Figura 1 ilustra o que levou

a considerar o procedimento de particdo em colunas de alumina (%) (%) (%)
proposto (item 3) como satisfatério. Observa-se no palmitato de

retinila uma banda larga de absorcdo entre 320 e 330nm, serfggchova 63,3 1,0 152 39 78,5
possivel observar o mesmo comportamento no espectro do eXtra[Ioainha 72.3 56 65 453 78.8

hexanico purificado do 6leo de enchova, embora ambos difiram
nas regiées de comprimentos de onda menores que 300 nm.
Tendo em vista que a espectroscopia de ultravioletd/ = lipidios totais e CV = coeficiente de variagéo
visivel ndo € conclusiva, principalmente na regido de maior  Estas observacdes nortearam a quantificacdo das
absorcdo do composto em estudo, foram adotados outamsostras usando a técnica das adigGes sucessivas, pois desta
procedimentos que corroborassem com esta observacdo. forma seria minimizado o efeito dos interferentes, ainda presentes
Um deles consistiu em submeter uma solugéo de padems a limpeza realizada, nos resultados finais de quantificacdo
puro e solucdes de extratos lipidicos de enchova e tainha putegalmitato de retinila.
e respectivamente acrescidos com palmitato de retinila, em
concentraces conhecidas, ao procedimento de limpez&epetibilidade
adotado. Os resultados médios de seis repeticbes mostraram Considerando-se que se trata da quantificagdo de tragos
que 99% (CV = 2%) do palmitato de retinila foram eluidogossuidores de instabilidade quimica (o palmitato de retinila
quando estava puro. Nos extratos hexanicos de amostrasseifine fotoxidacédo e isomerizacdes) e o uso de um solvente com
que se adicionou padréo foi observado um aumento whatabilidade fisica (volatilidade), podem ser considerados como
absorcéo, esperado em funcéo dos niveis adicionadossd¢isfatérios coeficientes de variacdo até 280%Nas
padrdo, que em média corresponderam a 95% (CV=3%). determinacdes realizadas esses coeficientes foram, inclusive,
A remocéo dos interferentes dos extratos hexanicosidéeriores a 10%, como pode ser observado na Tabela 2.
enchova foi estimada a partir da quantificacéo de retinol sg@hela 2 Repetibilidade do método proposto em diferentes
passa-los pelas colunas cromatograficas de limpeza. Bgiostras
observ:alda uma diferenca na absorcao que correspondeu a TR sira ER/1I00g CV(%) )
remocao média de 81% (CV =5%), dos interferentes.
A observacdo de todos estes dados indicaram que a

eluicéo do palmitato de retinila (PR) pela coluna cromatografiCgncnova (Pomatonus saltatrix) 303 4.6
do método proposto é praticamente de 100%. Tal resultado
poderia estar mascarado pela volatilidade do solvente, 0 qg@inha (Mugil brasieliensis) 255 7.4
concentraria a solugéo ou pela instabilidade da vitamina A que
facilmente sofre oxidacao, dimerizagdo e isomerizagao, o queRhchova assada em braseiro 214 3,9
diminuiria!®. No entanto, ambos os efeitos podem ocorrer
simultaneamente e se compensarem, conforme indicam @sum enlatado 378 4,0
resultados.

ER/100g = equivalente de retinol CV = coeficiente de variagdo
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4. Recuperacao 6. Aplicabilidade do método proposto

Os procedimentos de recuperacéo foram realizados de O método proposto e avaliado foi aplicado nas amostras
acordo com o descrito no item 5 de material e métodos emencionadas no item material e métodos e os resultados médios
amostras de enchovas. Estas foram escolhidas por terem dielgeis determinagfes estdo na Tabela 3. Nesta os valores sédo
amostradas num sistema mais homogéneo, ou seja num Uejeressos como equivalentes de retinol por grama de 6leo e por
barco pesqueiro onde possivelmente foram capturadasld®g de amostra, pelo fato de que os niveis podem diferir
cardumes que se encontravam proximos e tomando espécinmsideravelmente em pescados que apresentem contelddos
de tamanhos semelhantes para comporem a amostra analitibBerentes de dleo. Este tipo de apresentagao também possibilita

A média obtida foi de 91%, com coeficiente de variagague se faga uma estimativa da porcentagem de equivalentes de
(CV) de 4% entre os diferentes niveis de adi¢do, quandorsénol de uma espécie a partir do seu contetdo de lipidios
considera as seis determinacdes. Novamente vale ressaltartgtas, sempre lembrando que estes podem ser influenciados
por se tratar de determinacBes em quantidades tracos egtes/aridveis bidticas e abibticas=
valores podem ser considerados bons para os niveis de adi¢do Sikorskit®* mostrou que nas espécies gordas como o
abrangendo a faixa de linearidade do método (2larides/ arenque, por exemplo, foram encontradas de 333,3 a 15000 Ul de
L)71 Os resultados aparecem na Tabela 3. vitamina A em 100g de carne. A enchova é uma espécie gorda e

segundo Contreras-Guzntgmodem ser encontrados de 30 a

Tabela 3.Recuperacao de palmitato de retinila em amostras de enchoatara

Amostra Mg PR/g am. K g PR/g adicionado M g PR/g recup. % recuperacao
Enchova a 2,9 - 2,7 -
Enchova b 3,3 - 3,0 -
Enchova a spl 9,6 6,7 6,1 90
Enchova b spl 10 6,7 6,2 93
Enchova a sp2 12,9 10,01 9,3 93
Enchova b sp2 13,3 10,01 8,4 84
Enchova a sp3 16,2 13,34 11,6 87
Enchova b sp3 16,6 13,34 12,4 93

a, b = duplicata sp = solugéo padrdo 1,2,3 = niveis adicionados

resultados médios de 6 determinagdes

5. Limite de Detecgéo 1350 ER em 100g de carne. Para Ludorf e Meyaréleos da

Considerando-se que o limite de deteccio dependeP@4¢a0 comestivel dos pescados gordos contém escassas
absortividade do analito e do equipamento empregado, adoRfifcentagens de vitaminas lipossoluveis, mas proporcionam,
se a comparagéo da linearidade de concentragdes de sollR/Bd§MOSs absolgtos, notaveis quantldad,es de vitaminas para a
que apresentaram absorbancias inferiores a 0,2 com as obfiif&: Por ser muito elevado o seu contetido em gordura.
em valores superiores a este. Os resultados mostraram que a OS valores encontrados nas amostras estudadas
curva padrdo usando valores entre 2imbles/L apresentaram @Parecem na Tabela 4. _ o
um coeficiente de correlagéo de 0,9951 e declividade 0,0504 EM amostra de pescado industrializada (enlatado de atum),
comparada a 0,9917 e 0,0505, respectivamente, das cuR/esultado de ER pareceu elevado, principalmente se comparado

obtidas com maiores concentragdes. Tal resultado permfR" 0S disponiveis na literatura, em que o percentual de vitamina
empregar o método a amostras com menores niveis atum em conserva varia de 6,5 a 25 ER/0Bg0 tornou
concentracéo de palmitato de retinila a observagéo do espectro de absor¢do desse eluato, o qual se

A estimativa mostrou que a menor quantidade glcontra na Figura 2, importante para outras discussoes.

palmitato de retinila presente na amostra para ser detectada 'NC €SPectro acima foi percebido que entre 290-350nm
deveria estar em torno depd/g de amostra. existem dois picos de absor¢éo, um ao redor de 300nm e o outro,
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Tabela 4. Equivalentes de retinol (ER) por grama de 6leo e 100g de musculo em péscedosae processados

Tipo de amostra ER/g de 6leo ER/100g de amostra (porcéo comestivel)
Enchova in natura 21 (CV=4%) 303 (CV =5%)

Enchova assada 15 (CV= 8%) 255 (CV = 7%)

Tainha in natura 24 (CV=9%) 214 (CV = 4%)

Atum enlatado - 378 (CV = 4%)

CV= coeficiente de variagao
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i L/ [ 1___ )
L] 1 .- . .
0 e ) 250 1] k] - 1] &0
Wi elerg® inm) L
= Essium 32,1 . Exsiw 32341 B
AL gl LR
T Figura 2. Espectro de absorgdo do eluato hexanico da amostra de atum
18- industrializado removidos os interferentes pelo método proposto.
de 6leo (de 17 a 19%), pareceu coerente uma vez que 0 mesmo
i:"‘" e sofreu pequeno acréscimo em termos quantitativos pois a massa
I —., total diminuiu pela perda de agua devido ao processamento,
og . . - ocasionando um aumento no percentual lipidico.
= ﬂ - = i Comparacdes com dados de literatura mostraram que o0s
. valores determinados encontram-se nas faixas esperadas, porém

e RIMJTLEMINEN  tondo em vista o fato que especificamente determinacdes nas
Figural. Espectros de absorcdo de solucdes hexanicas de palmitato dgpacies em que se realizou o estudo ndo estdo disponiveis,
retinila (1) e de 6leo extraido de muasculo de enchova ap6s a remogaoggnsiderou_se mais adequado comparar os resultados obtidos

interferentes(2
de 315 @) | te devid das f com metodologia adaptada em um lote de amostras de enchova
€ nm, esse provaveimente devido a uma das ormascgfh os obtidos nas mesmas pelo método de Cart.Price

vitamina A ou um produto de sua degradacdo, enquanto o O resultado médio de trés repetices com o método de

§egundo, P"de”? Sero dqtocoferol,Aant.|OX|d,ar.1te CUIO USO oy price foi de 8,5 ER/g de dleo extraido de musculo do pescado,
industrial & permitido e cuja absorb&ncia maxima, de acor Bm um CV de 13%. Enquanto que usando o método proposto

com Parrish et al € 298dAlém disso os valores daso resultado médio foi de 19,1 ER/g desse 6leo com um CV de

absorbancias, encontradas d'urant'e 0 registro plo espeglr(;/g, ou seja, 2,25 vezes superior ao obtido pelo método oficial.
destas amostras, estavam muito acima do que foi encontrado O teste de recuperacio, empregando extratos hexanicos

para outras empregando as mesmas massas analiticas. urificados com o procedimento proposto, mostrou uma

Logo, a forma de vitamina A existente no atum e cuperacdo média de 75% (CV = 13%) para 0s mesmos niveis

conserva podoe nao ser todo tr,an,s palmltato ,de ret'mlla, € portatﬂ@opalmitato de retinila da Tabela 3. Quando o método oficial foi
néo teria 100% de atividade bioldgica. Isso é explicavel uma \8Ztado adicionando os padrdes nas amostras de masculo de

que, o processo de industriali;agéo pode promov&ﬁchovaarecupera(;é\o média foi de 57% (CV = 16%).
isomerizacGes e oxidagdes na vitamina A, além de acrescentar o .a<o o menor valor era esperado se considerarmos a

substancias ao proddto Tais resultados mostram que para

determinacdes d Imitato de retinil ras d étabilidade do complexo colorido do analito com o tricloreto
eterminacoes de paimitato de retiniia ém amostras deé pPesCgliQyntimanio, demonstrado pela recuperacdo apés a limpeza
processada com outras fontes de lipidios sera necessério re

d ~ di ~ 68'extratos pelo método proposto e o efeito da temperatura de
ﬁ\t:rgéarlgr?teess no procedimento proposto para remogao gﬁonificagéo, demonstrado quando se adicionou padrdes as

: o . ostras, antes de extragéo e eliminag&o de interferentes pelo
Em enchova assada foi verificada a necessidade

S . ~ ) Btodo oficial. Estas observagbes indicam o que vem sendo
utilizacdo de uma coluna com dimensdes duplicadas parg a

%o dos interf o itad cionado, que o método oficial pode subestimar os niveis
remogao dos interferentes. O resultado, quanto ao percenﬁ@galmitato de retinila presentes em amostras de pescado. As
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diferencas observadas entre os resultados dos dois métodos A comparagdo com o método oficial, Carr Price,
mostraram que n&o seria necessario recorrer a testes estatisticosostrou que a eliminagéo das etapas de saponificagcéo e de

de significancia. derivacgédo colorimétrica resultavam numa diferenca superior
a 20%, nas etapas de extragdo e quantificacdo, nos niveis de
CONCLUSOES recuperacdo e em valores quantificados cerca de 2,5 vezes
superiores de palmitato de retinila.
A remocdo de interferentes, no método alternativo A determinacéo de palmitato de retinila pelo método

proposto, foi realizada por uma técnica cromatografica de proposto mostrou que as amostras de enchova possuiam
particdo em coluna, que substituiu a saponificacéo, valores de 19 a 21 ER/g de 6leo (280 a 334 ER/100g de
rotineiramente utilizada para esse fim, e mostrou-se capaz demusculo) quandm natura e de 15 a 20 ER/g de 6leo (255 a
atingir esse objetivo, sendo isso demonstrado pelos 374 ER/100g de enchova) quando assada, enquanto que o
experimentos nos quais 80% dos interferentes da determinacaonudsculo cru de tainha apresentava de 22 a 25 ER/g de 6leo
foram removidos quando o método foi testado em pescado “in(170 a 213 ER/100g de musculo). Para o atum enlatado os
natura”. resultados néo foram considerados confiaveis.

O indicativo de exatiddo do método foi demonstrado A simplicidade do método adaptado, os seus
pela recuperacao média dos trés niveis de adicdo 91%; a precisdadicadores de preciséo e exatiddo mostram que o objetivo
indicada pela repetibilidade caracterizou-se por coeficientes dede disponibilizar procedimento confiavel para possibilitar o
variacao inferiores a 10% e pela possibilidade de detectar até Inelhor conhecimento dos alimentos consumidos pela
lg de palmitato de retinila/ grama de amostra. populacéo foi atingido com as adaptacdes realizadas.

RIALA6/951

Lankhe, N. G.; Magagnin, G. e Furlong, E. B - Vitamin A determination in fish: methodology adaptation
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 151 - 158 ,2003.

ABSTRACT. The aim of this study was the extraction and determination of Vitamin A in fish muscle by

a simple and reliable method. The adapted methodology consisted of spectrophotometric determination
of retinil palmitate in fish muscle, by using Bligh and Dymethod. To cleaned up the fish muscle
extactact it was used a neutral alumina minicolumn and the determination of vitamin A was at 325 nm. The
coeficient of variation ranged from 4 to 7% and recovery was 91%. It was higher when compared to the
obtained on Carr Price’s colorimetric method, 57 and 75%. The methodology was applied to determine
vitamin A in fish samples “in natura”, industrialized and heat processed (bakathtaining their
characteristics of accuracy and precision, exception when sample was canned tuna. Edible parts of bluefish
(Pomatonus saltatrix) and mullet (Mugil brasiliensishaturaresulted in 303 RE/100g (VC=5%) and 214
RE/100g (VC=7%) respectively. In the processed products — baked bluefish 255 ER/100g (VC=4).

KEY WORDS. retinil palmitate, vitamin A, fish
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RESUMO. Os dados de laboratério devem ser reais e confiaveis, pois orientam os sistemas de controle de
patégenos aplicaveis em toda a cadeia de producao de alimentos, especialmente para os de incidéncia e
severidade consideraveis. Dentre as bactérias patogénicas de maior interesse a salde publica estdo as do
génerdSalmonellaque podem estar presentes nos alimentos em baixos nimeros ou em estado fisioldgico
de “stress”, dificultando seu isolamento. Diversos laboratérios de pesquisa tém se preocupado com a
validagdo de métodos analiticos para seu isolamento e detec¢do, avaliando a eficiéncia dos meios de
enriguecimento e de isolamento seletivo. Com este propdsito, foi desenvolvido e avaliado o desempenho
de uma mistura d8almonellaTyphimurium e microrganismos competidores/interferenkesofi,

P.mirabilis, P.aeruginosaC.freundiie S.aureuy mantidos sob congelamento a (-)18°C por 30 dias, a fim

de referendar e validar a metodologia usada para o isolamento de salmonelas a partir de alimentos. Os
resultados diarios foram satisfatorios quanto a recuperag@®@ygédoimurium utilizada como controle e
demonstraram que é possivel o preparo prévio da mistura controle. Os testes ecométricos, de seletividade
e produtividade e de recuperagéo demonstraram a adequacidade geral dos meios de cultura e temperaturas
usados nas diferentes etapas analiticas. Observou-se que o caldo Rappaport-Vassiliadis modificado
apresentou melhor desempenho, por inibir a formagéo dengseifnento invasogeProteusnos meios

sélidos usados.

PALAVRAS-CHAVE. Salmonellaspp., controle de qualidade, alimentos, metodologia de isolamento.

1 Secdo de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz — S&o Paulo, S.P.
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INTRODUCAO auséncia de controles bioldgicos pertinentes. A utilizagédo de
controles positivos (cepas padréo Simonelly, controles
A validacdo das metodologias analiticas para megativos (teste de esterilidade e controles bioldgicos com
isolamento de patdégenos em alimentos tem implicacfestros microrganismos ndo-salmonela) e testes de recuperacao
importantes na sadde publica e do consumidor. Seu isolamed®,salmonela sdo necessarios nos laboratérios de rotina
paraidentificar as vias de transmiss@o ao homem e contaminagidgndstica e de pesquisas controles de qualidade dos meios
do meio ambiente é importante, pois pode permitir a ado¢éodkecultura e dos métodos ja estéo descritos e sdo indispensaveis
medidas de controle. Entretanto, para que o dado cientifico paaa referendar os resultados analii€oEntretanto, esses
monitorizacé@o de sua presenca sejam confiaveis, podendo seteimandam atividades laboriosas, como por exemplo a
de base real para as atividades de controle, o método analitiecessidade diaria de preparacdo das cepas para as provas de
deve ser comprovadamente efetivo e eficaz. Este diferencial@ouperacéo que acompanham a andlise de amostras.
que determina a confiabilidade do resultado e a sua O objetivo deste trabalho é apresentar modelo de
adequacidade para indicar onde uma medida de controlea@idac@o de meios de cultura e temperatura de incubacéo para
aplicavel em cada um dos elos da cadeia produtiva do alimeatisolamento d€almonellsspp. em alimentos, utilizando uma
e garantindo a seguranca (inocuidade) do alimento frente ggpa deS.Typhimurium e uma mistura de microrganismos
microrganismo em questéo competidores e interferentds.¢oli, P.mirabilis, P.aeruginosa
Dentre os agentes de agravo a sau&ajmonellaspp. C.freundiie S.aureu} mantidos sob congelamento a (-)18°C
tem importancia e interesse consideraveis. Mundialmente, € am presenca de crioprotetor, no Laboratério de Microbiologia
dos principais agentes responsaveis por doenc¢as de origdimentar no Instituto Adolfo Lutz Central e propistematica
alimenta?®!3 E um dos principais a ser controlado pelode conservagéo de cepas controle necessarias para as atividades
sistemas de gestdo da seguranca dos alimentos: aplicacaalda®ntrole analitico.
Boas Praticas, do SistemaAlgilise de Perigos e Pontos Criticos

de Controle- APPCC, estabelecimento de parametros e MATERIAL E METODOS
procedimentos de normatizacdo por 6rgdos publicos e
interessados, entre outros. 1. Cepas e seu preparo

As salmonelas pertencem a Familia Enterobacteriaceae  As cepas d&almonellarhyphimurium Thomasville 1B,
e sdo encontradas no trato intestinal do homem e de outEssherichia colATCC 25922 Citrobacter freundiATCC 8090,
animais de sangue quente. Estdo amplamente distribuidas®saudomonas aeruginodaCC 27853 Proteus mirabilisIAL
natureza, podendo contaminar produtos alimenti€ios 1022,Staphylococcus aureus\L 1606 cedidas pela Secéo de

Entretanto, o isolamento desta bactéria a partir dglecdo de Culturas Bacterianas do IAL, liofilizadas, foram
alimentos tem interferéncias, tais como sua distribuica@eativadas em caldo infuséo de cérebro e coragdo (BHI - Brain
heterogénea entre unidades de um mesmo lote ou partideHeart Infusion Broth), incubado a 35°C/18h. Em seguida foi
alimentos, nimeros baixos de células vidveis na amostraalizado um subcultivo das mesmas utilizando este mesmo
diversidade e numeros proporcionalmente elevados oeio.
microbiota competidora presente, além do “stress” fisioldgico
(injaria fisica}. 2. Teste ecométrico

A andlise laboratorial para a detecgdo desta bactéria €  Os meios de cultura seletivos diferenciais foram testados
um processo de importancia no contexto de saude publica godep método ecométrico, segundo Mo¥sBls meios usados
garantia do controle de produtos. As legislacdes e as condigdepresente trabalho foram: &gaimonella-Shigellé5S), agar
endémicas e epidémicas exercem pressao para que o resuladde Brilhante (VB) e agar Sulfito de Bismuto (ASB).
seja confiavel e caracterize a distribuicdo desta bactéria entre O teste ecométrico permite avaliar a capacidade seletiva
os produtos alimenticios. Portanto, ndo sO por razdes elele produtividade da bactéria desejada. A avaliacdo dos
credibilidade do laboratorio, mas sobretudo pelas implica¢desultados é baseada na formacéo de estrias de crescimento
sociais, de saude publica e econdmica, os resultados analita@s microrganismos nos meios sélidos testados, sendo dado o
devem ser exatos e confiaveis. valor de 0,2 para cada estria. A soma total de cada estria formada

As metodologias descritas para o isolamento dadenominada de valor de indice de Crescimento Absoluto
Salmonellaspp. podem ser classificadas como padrdao (pr@CA)*. Para um meio de cultura ser considerado produtivo o
enriquecimento, enriquecimento seletivo e isolamento a paltA deve ser de pelo menos 3,5 e para ele ser seletivo a cepa
de meios seletivos) e métodos simplificados ou rapidos, paesejada deve ter o ICA maior que 3,0 e as cepas néo desejadas
0s quais o método padréo é referéncia menor que 2,0.

Segundo a “American Public Health Association”
(APHA), a ocorréncia de resultados néo confidveis € decorreBtéivaliacéo da seletividade, produtividade e recuperagéo da
também da preparacéo imprépria dos meios de cultura ouSi&yphimurium nos caldos de enriquecimento
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3.1. Recuperacédo daS.Typhimurium nos caldos de 5. Avaliacdo do uso dos tubetes congelados para o controle do
enriquecimento método analitico

Tubos contendo 3 mL dos caldos BHI, selenito-cistina Diariamente, no periodo de um més, um tubete controle
(SC) e Rappaport-Vassiliadis modificado (RV), respectivamentej descongelado a temperatura ambiente e usado para o
foram inoculados com uma gota da cultura da cepa de salmonetatrole do método. O conteldo do tubete foi transferido para
em fase estacionaria. Este procedimento foi realizado emm frasco contendo 225 mL de APT. O controle foi analisado
duplicata, para que a incubacao fosse realizada em deasparalelo com as amostras de alimentos para a determinacéo
temperaturas, a 35°C e 42°C/18-24h. Apés esse periododeisalmonelas, utilizando-se as mesmas etapas analiticas, estufas
realizada a partir de cada cultura, a Contagem Padréo em Placéstes de meios de cultura: pré- enriguecimento em APT,
(CPP¥?, em 4gar nutritivo, em profundidade, para a quantificac&ariquecimento seletivo em SC e RV incubados a 35°C e 42°C,
da cepa de salmonela, seguido da incubagéo a 35°C/24h. isolamento nos meios em placas SS, VB e ASB, isolamento das

coldénias em meio IAL e sorologia polivalente.

3.2. Seletividade e produtividade dos meios de enriqguecimento
seletivo$ RESULTADOS

A cultura da cepa d& Typhimurium cultivada em caldo
BHI e em fase estacionaria de desenvolvimento (18-24h @este ecométrico dos meios seletivos diferenciais
incubacao a 35°C, que continha cerca 8EC/mL), foi diluida O teste realizado demonstrou valores de indice de
até 10" em agua peptonada tamponada a 1% (APT). De cddi@scimento Absoluto (ICA) maximos (5,0) p&ieyphimurium,
uma das dilui¢gbes, foram transferidas aliquotas de 1,5 mL pBrairabilis, P.aeruginosa C.freundinos meios SS, VB e ASB;
cada dois tubos contendo 15 mL de caldo selenito-cistina epdeakE.colio valor do ICA foi de 0,2 no agar SS e 5,0 nos outros
0,1 mL para dois tubos contendo 10 mL de caldo Rappapaitis meios, enquanto ®.aureusteve seu desenvolvimento
Vassiliadis, modificado. A cada um dos tubos de meio de culturgbido nos agares SS e ASB e um ICA de 0,2 para 0 meio VB.
de enriquecimento seletivo foi acrescentado 0,2 mL da mistura
das culturas das bactérias interferentes, diluid&@&OAPT), Recuperagdo d& Typhimurium nos caldos de enriquecimento

ou seja, mistura das culturas das cepak.deli, C.freundij O valor médio obtido para a produtividade dos caldos
P.aeruginosaP.mirabilise S.aureugcerca de TOUFC/mL de SC e RV foi de 18 o0 obtido no BHI de E{Tabela 1). Pode-se
interferentes). considerar que a diferen¢a encontrada entre os meios néo foi

Um conjunto de tubos dos meios de enriqguecimensignificativa, demonstrando, portanto, nimeros finais de células
seletivo (SC e RV), foi incubado a 35°C e o0 outro a 42°C por taveis deS.Typhimurium satisfatérios entre os meios de
horas. Apoés este periodo cada tubo foi semeado, por estrasjguecimento néo seletivo (BHI) e de enriquecimento seletivo
em superficie nos meios seletivos VB, SS e ASB e incubadoSe e RV).
35°C/ 18h.

As colbnias caracteristicas &lmonellaspp. foram Teste de seletividade e produtividade nos caldos de
isoladas em meio para identificacdo presuntiva deEriquecimento seletivo, a 35 e 42
enterobactérias (IAL) e incubadas a 35°C/18h. As cepas que Os resultados das quatro repeticdes da avaliagdo de
apresentavam provas bioquimicas caracteristicas forgmodutividade e seletividade dos caldos de enriquecimento
submetidas a provas sorolégicas com anti-soros polivalen®&s e RV em conjunto com os meios seletivos (SS, VB, ASB),

somatico e flagelar. revelaram a recuperacdo da cepaSdg/phimurium até a
Estes testes foram repetidos quatro vezes e o resultaloicdo 10'°. Nas menores dilui¢cdes (até9@ bactéria foi
expresso foi a média destes. isolada com facilidade, exceto para a combinac¢éo SC-VB onde

houve producéo de véu (crescimento invasor.derabilis

4. Preparagdo e conservacado da mistuidTyphimurium e  que dificultou seu isolamento. Os resultados obtidos indicam,
interferentes, para uso como controle do método analitico portanto, melhor desempenho do caldo Rappaport-Vassiliadis

A partir da cultura d& Typhimuriumem caldo BHI, fase modificado nas duas temperaturas testadas, em relacéo ao
estacionaria, foram realizadas CPP, em profundidade, com &gglenito-cistina (Tabela 2).
nutritivo e incubacdo 85°C/24R2 Considerando a contagem
obtida e os resultados dos testes de seletividade e produtividddaliagdo da mistura de culturas/controle mantidas sob
foi selecionada a diluicdo I0que continha niveis de centenagongelamento
de células viaveis/mL, para o preparo do controle. Em um pequeno  Os resultados dos tubetes controle analisados no
tubo para congelamento (tubete) com capacidade para 2 mL geiiodo de um més, mostraram a recuperagao da salmonela pela
distribuido 1 mL de uma suspensao preparada com: 10 mLndatodologia usada (com referéncia aos meios usados para o
diluicdo selecionada, 0,2 mL da mistura de interferentes e 2 mLisilamento das salmonelas) durante todo o periodo considerado.
glicerol, como crioprotetor das células das bactérias. Os tubetes
foram conservados a (—)18°C até o momento do uso.
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Tabela 1.Recuperacao d&Typhimurium(UFC/mI) nos caldos infusdo de cérebro e coragdo (BHI), selenito-cistina e Rappaport-

Vassiliadis, incubados a 35°C e 42°C/18-24h.

Meios
Temperatura Caldo Caldo Caldo
de incubagdo BHI selenito-cistina Rappaport-Vassiliadis
35°C 1,2x10 2,7x10 4,9x10
42°C 1,6x10 2,6x10 4,6x10

Tabela 2.Média dos testes de seletividade e produtividade dos caldos selenito-cistina e Rappaport-Vassiliadis, incubados a 3¢

e 42°C/18h-24h, para recuperaga&dgphimurium.

Meios sélidos S.Thyphimurium
(Ultima diluicdo em que houve recuperacéo)
Agar Salmonella Agar Agar
Caldos Shigella verde-brilhante sulfito de bismuto
(Temperatura de incubac¢do) (SS) (VB) (ASB)
Selenito-cistina 10* Recuperagio 107
(35°C) prejudicada*
Selenito-cistina 107 Recuperagio 10”7
(42°C) prejudicada*
Rappaport-Vassiliadis 101° 101° 10%°
(35°C)
Rappaport-Vassiliadis 107 108 108

(42°C)

* = Recuperagao prejudicada, pois houve producédo de véundeabilis, dificultando o isolamento d& Typhimurium

DISCUSSAO E CONCLUSAO

isolamento e identificacao.

e da amostra). Conforme os resultados obtidos no teste de

A seletividade dos meios é dada pela presenca de
agentes inibidores na sua composi¢ao que possam, a0 mesmo

O isolamento d&almonellaspp. em alimentos requer t€mMpo suprimir, mesmo que parcialmente, a microbiota
procedimentos complexos, com alguns fatores conhecido§Mpetidora e promover o desenvolvimento do microrganismo
outros ainda ndo bem esclarecidos. Segundo Bussecesso desejado. Selenito-cistina e Rappaport-Vassiliadis sdo meios
da utilizacdo de meios de enriquecimento antes do isolamef@numente utilizados na detecgéo de salmonelas em alimentos
foi um passo decisivo para a deteccaBalenonellanecessario © demonstram resultados satisfatérios, como os obtidos nos
para melhorar os meios e procedimentos analiticos para o {&sies em questdo. A recuperacas.digphimurium foi obtida
até a diluicao de 109 da cultura inicial e isto ocorreu mesmo na

A produtividade dos meios de cultura, seletivos ou naBresenca de interferentes em niimero proporcionalmente maior,
depende de fatores intrinsecos (nutrientes, potencial de 6xRf§a as combinacbes de meios usadas nas etapas analiticas:
reducdo, pH, atividade de agua, tipo e atividade d&¥/-ASB, RV-SSeRV-VB, demonstrando énfase maior para o
antimicrobianos e/ou formacao destes durante o aquecimenf®do Rappaport-Vassiliadis que mostrou melhor recuperagéo
fatores extrinsecos (temperatura de incubagao e suas flutuac®éd 0 caldo selenito-cistina (recuperagéo at§. uanto as
pressdo de Qe CO, do ambiente) e fatores implicitos temperaturas d(_a_lngubal_géo_dos caldos, odesempenho dp qaldo
(dependéncia nutricional do microrganismo, os fenémenE&@Ppaport-Vassiliadis foi maior a 35°C e do caldo selenito-cistina
antagonicos e sinérgicos entre os componentes da microbfe’C.

O comportamento dos contaminarfasirabilis, E.coli,

recuperacio, pode-se observar que a diferenca no ciElgeruginosae C,.fre.undii no me.io ASB, demonstrado por
logaritmico nao foi superior a 1,0 quando da comparacao dedores altos do Indice de Crescimento Absoluto, pode ter tido

meios seletivos (RV e SC) com um meio n&o seletivo de referérRfifgem na etapa de preparacéo do meio e indicou que a
seletividade do mesmo nédo foi satisfatéria. Quanto a

(BHI).
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seletividade, o meio SS foi o mais seletivo. Na presenper base controles ja descritpporém, foi adicionado o
avaliacéo, o fator decisivo para o isolamento de nimeros bai&saureus considerando que o mesmo esta freqiientemente
de salmonelas (nivel de unidades de células presentes) fpresente nos alimentos e que sua presenca poderia influir no
uso dos meios de enriqguecimento seletivo (SC e RV). resultado do isolamento da salmonela, em funcéo da etapa de
Os resultados obtidos no presente estudo demonstraré-enriquecimento. Pelos resultados obtidos, a recuperagéo
aimportancia da utilizagao de mais de uma combinacao de melascepa controle d&@almonellaspp. néo foi prejudicada pela
de cultura, ou seja, pelo menos dois tipos de caldo peesenca d&.aureus
enriquecimento e trés meios de cultura sélidos para o isolamento A padronizacdo do controle deve ser realizada
de Salmonellaspp. a partir de amostras de alimentos. semestralmente. O teste ecométrico e a avaliagdo de seletividade
Os testes de controle de qualidade dos meios de cultergrodutividade dos caldos de enriquecimento devem ser
para salmonelas, geralmente, demonstram a utilizagdo de cultueasizados a cada mudanca de lote de meio de cultura desidratado
puras e/ou material naturalmente contaminados (ex.:materiardeebido.
esgoto), porém, apesar de apresentarem a vantagem da avaliagdo Sugere-se a realizacdo dos testes utilizando-se como
da seletividade e produtividade no conjunto, tem a desvantagespa padrdo controle outros sorotiposSimonellapara
da falta de uniformidade do material naturalmente contaminadwaliar o desempenho do método, respectivo controle e
O método passa a ndo ser adequado para padronizacagreparacao e, conservacao das cepas-teste, conforme descrito
controle entre os laboratéri@sAlém disso, o nimero de no presente trabalho. Observa-se ainda, a necessidade de
bactérias presente € também importante, estando diretamesi@belecer diluicbes da bactéria que contenham apenas
relacionado com os resultados positivos de isolamentos unidades de células viaveis, avaliacéo da utilizacdo de outros
A preparacdo das cepas &Typhimurium e crioprotetores, como o DMSO (dimetilsulfoxiféle)o aumento
interferentes, mantidas sob congelamento para seu usodograzo de congelamento dos tubetes.
controle do método e para validagédo dos resultados obtidos, O controle de qualidade em Microbiologia € mais uma
nao requer preparacao diaria e facilita a operacionalizagaocediee que uma ciéncia e envolve aspectos inatingiveis, tais como
controle reprodutivel, eficiente e rapido. Permite avaliar @nso comum, critério e atencdo constante aos detalhes. Os
fatores que possam interferir com o isolamento da salmonelaragramas devem ser organizados, considerando-se objetivos
partir de alimentos e possibilita o estabelecimento dem definidos. Ainda, por necessidade do processo de
parametros e critérios de controle de qualidade dos meiosadeliagédo de riscos microbioldgicos, os resultados de anélises
cultura, das etapas analiticas e do préprio analista. Esltalsoratoriais, para serem considerados validos para os
questdes, que podem ser abordadas separadamente, pquecessos de gestdo dos perigos bacterianos no alimento, tais
ser respondidas pelos resultados obtidos por um Unico testeno a aplicacéo das Boas Préticas e do Sistema APPCC, devem
e validadas. A selecdo dos microrganismos interferentes teer verdadeiros, confidveis e reprodutiveis.
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ABSTRACT. The laboratory data should be real and reliable because they guide the systems of control
of applicable pathogens in the whole chain of production of foods, especially for the one of incidence and
considerable severity. Amongst the pathogens of greater interest to the public health, there are the
Salmonellaspp. which can be present in foods in a small quantity or in a physiological state of stress that
makes difficult its isolation. Many research laboratories are studying the validation of analytical methods
for its isolation, detection and evaluating the efficiency of the enrichment and selective medium isolation.
It was studied the isolation 8almonelldlyphimurium from a mixture containing as well as the competitors/
interfering microorganism<.coli, P.mirabilis, P.aeruginosaC.freundiiandS.aureusmaintained at (-

)18°C during 30 days with the proposal to validate the same methodology in the isol&&monella

from foods. The daily results have shown good recove&/Igphimurium in the above mixture and it

was shown as well as the possibility of using the control mixture. The recovery, ecometrics, selectivity
and productivity tests showed that the conditions of culture and temperatures were adequate. It was
observed that the modified Rappaport-Vassiliadis broth presented better performance due the inhibition
of Proteusveil (swarm) in the solid samples used.

KEY WORDS. Salmonellsspp., laboratorial quality, food, isolation.
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RESUMO . Nitrito de sédio é um aditivo intencional utilizado em produtos carneos com o objetivo de fixar

a cor, conferir sabor e aroma caracteristicos, retardar a oxidagéo lipidica e inibir o cresci@lestddiam
botulinium, cuja toxina causa o botulismo. A adi¢éo deste aditivo preocupa a comunidade cientifica
mundial, pois, é fator de riscos toxicoldgicos a saude humana, dependendo da quantidade ingerida e
susceptibilidade do organismo. Visando controlar o nivel deste aditivo em produtos carneos, a legislacao
brasileira estabeleceu limites de teores residuais de nitrito. No presente trabalho objetivou-se quantificar
o teor de nitrito de sddio em produtos carneos provenientes de estabelecimentos comerciais da cidade de
Maceio-AL. Os resultados obtidos para nitrito de sodio residual Jenked beeftracos: 0,3 a 0,5 ppm

ou mg/kg); presunto (1,7 a 3,5 ppm ou mg/kg); linguica toscana (0,5 a 1,6 ppm ou mg/kg); linguica
calabresa defumada (1,6 ppm ou mg/kg) e mortadela (tragos: 0,3 a 1,7 ppm ou mg/kg), estéo todos abaixo
do limite m&ximo residual permitido pela legislacéo brasileira. Apesar das amostras analisadas encontrarem-
se dentro dos padrées, medidas preventivas devem continuar sendo tomadas como controle de qualidade
pelas industrias e vigilancia sanitaria dos alimentos envolvidos.

PALAVRAS-CHAVE. nitrito; produtos carneos; qualidade; seguranca.
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INTRODUCAO O uso de nitrito preocupa a comunidade cientifica
mundial, pois, é fator de riscos toxicologicos a saude humana,
Os produtos curados sao alimentos habituais em todbespendendo da quantidade ingerida e susceptibilidade do
as partes do mundo e, as suas caracteristicas peculiares sonsegenismo. Nitritos combinam-se com a hemoglobina,
séo obtidas pelo uso do nitritd\itrito de sddio € um aditivo transformando-a em metemoglobina, reduzindo a eficiéncia no
intencional utilizado em produtos carneos com o objetivo deansporte de oxigénio, principalmente em criali¢asNos
fixar a cor, conferir sabor e aroma caracteristicos, retardankmentos ein vivo, nitritos podem reagir com aminas
oxidacéo lipidica e inibir o crescimento @jostridium secundéarias e terciarias formando N-nitrosaminas, algumas das
botulinum cuja toxina causa o botulismo. guais apresentam atividade carcinogénica, mutagénica,
Pode-se afirmar com certeza que a introducao de nitraévatogénica e embriopatié&
na cura de carnes foi feita puramente ao acaso, como Devido a todos esses fatos, existem sugestdes no
conseqgliéncia da sua presenga como contaminante do closetttido da eliminag¢&o do nitrito como aditivo alimentar. Esta
de sodio, empregado no processo de salga. A utilizagcéo diretéucdo torna-se ainda mais comprometida pelo fato de nédo se
do nitrito na cura de carnes foi desenvolvida somente em 1988,descoberto nenhum outro agente de cura que promova todas
quando se verificou que esse procedimento diminuées caracteristicas peculiares das carnes cdradas
consideravelmente o tempo de éura Visando controlar o nivel desse aditivo em produtos
O Jerked beefum sucedaneo do chargfie produzido carneos, a legislacéo brasileira estabeleceu o limite de teor
utilizando matéria prima de melhor qualidade e salmourasidual de nitrito, no produto carneo a ser consuthitla
contendo nitrito e nitrato de sodio injetada automaticamentedida em que a determinag¢do deste componente € de
nas pecas de carne. Estas sdo submetidas ao processdurdiamental importancia na avaliagdo da tecnologia empregada,
salga seca climatizada. Ap6s o processameldierked beeé  bem como na preservacao da saulde publica, no presente
embalado a vacuo, forma na qual é comercializado. O usottibalho objetivou-se determinar o teor de nitrito residual em
embalagem a vacuo, garante até certo ponto a estabilidadgamlutos carneos provenientes de estabelecimentos comerciais
produto, porém ha possibilidade do crescimentldstridium da cidade de Maceid6-AL e comparar com os limites de seguranca
botulinum A utilizacao de nitrito e nitrato confere a prote¢aalimentar.
contraClostridium botulinunt.
No Brasil, dado ao preco acessivel de algumas marcas, MATERIAL E METODOS
destaca-se o0 consumo de mortadelas e salsichas, que participam
da dieta como fonte de proteinas de origem animal, contribuindaterial
desta forma, para a reducdo de “déficit” nutricional, Foram analisadas, em triplicata, 81 amostras de
principalmente da populacdo de menor rén&alsichas e produtos carneos de diferentes marcas comerciais, originadas
mortadelas, produtos tipo emulsdo, tém como principaie lotes diferentes, adquiridas aleatoriamente em épocas
componentes: agua, proteinas e gorduras. O equilibrio emtiferentes, nos diversos estabelecimentos comerciais de
estes componentes determina o rendimento de producddjaceio: supermercados e mercadinhos perfazendo um total
aparéncia, o paladar e a aceitacdo popBagundo Hsu et al. de 21 amostras dierked beef22 amostras de mortadela, 20
e Muciolo et alapudSouza et al, durante a elaboragéo destesmostras de presunto e 18 amostras de linguica, durante o
produtos ha adi¢édo de gelo, amido e nitrito de sddio, alémpkriodo de agosto de 2001 a abril de 2002. Os produtos
outros aditivos e condimentos. Sua elaboracdo deve atendedmeos adquiridos foram originados de marcas oriundas da
padrdes estabelecidos pela legisla¢é@o para garantir a qualidadgdo Sul do Pais (marcas E, F, L), Sudeste (marcas B, D, G),
do produto final quanto aos aspectos de composicao gefagntro-Oeste (marca H) e Nordeste (A, C, ). As amostras
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas logo ap0s a aquisicdo foram levadas ao Setor de Bromatologia
As linglicas, em geral, sdo produtos comestivedo Laboratério Central de Alagoas — LACEN-AL, onde as
elaborados com diferentes carnes de animais de acougulises foram realizadas.
adicionados de ingredientes de cura ou nédo, submetidos a
diferentes processamentos tecnoldgicos e embutidos com tripksodo
naturais ou artificiais, sdo comercializadas em grande escalaporse A determinacdo de nitrito foi baseada no método
tratar de um produto de valor comercial acessivel a todos os setesgectrofotométrico do Instituto Adolfo Létzatravés das
da sociedade, logo sao facilmente encontrados em supermercagtapas de extracéo do nitrito associado a desproteiniza¢éo das
acougues, mercearias e feiras-livres, neste local em particulangostras e a posterior determinagéo com leitura em absorbancia
comercializagdo de alimentos de origem animal € realizada card74nm. A equacao que definiu a reta padrdo utilizada para
minimo ou nenhum controle por parte dos 6rgaos de Salde Pubhidaito foi y = 443,4109.x + 0,0069, onde y corresponde a
fato que proporciona o aumento da comercializagéo de embutidbsorbancia a 474 nm e x representa a concentracéo dg NaNO
produzidos irregularmente, chamados “caseiros” sem autoriza€fo mg/ml. O coeficiente de correlacao foi R = 0,9999.
dos 6rgaos competentes
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados obtidosas amostras dierked beefarcas A e B, presunto marca
nas determinacées de nitrito de sodio residual em amostras d&, lingiiica toscana marca H e mortadela marcas G e L. E
Jerked beefpresunto, linglica (toscana e calabresa defumada)importante salientar que as amostras foram obtidas em épocas
e mortadela de diferentes marcas. diferentes e foram oriundas de lotes também diferentes,

Os resultados encontrados trazem informacdes embora das mesmas marcas e os valores obtidos nas leituras
relevantes, cuja interpretacdo merece uma fundamentacadas triplicatas apresentaram grande similaridade, o que
baseada na literatura cientifica. Evidenciou-se em algumasevidencia a heterogeneidade entre os lotes das diversas
amostras valores elevados de desvio-padrédo, em relagdo aamostras.
valor obtido na determinacéo do teor de nitrito, fato observado

Tabela 1 Teores de nitrito de sddio em produtos carneos comercializados em Macei6 (Periodo de agosto de 2001 a abril de 20(

Produtos Carneos Marcas N° de Amostras Concentragéo de Nitrito de
Saédio (ppm ou mg/kg)

A 6 04 ¢0.2)

Jerked Beef B 9 0,3 ¢€0,1)

C 3 0,4 ¢0,0)

D 3 05 ¢0,0)

E 7 1,7 ¢£1,1)

Presunto F 4 3,5 ¢€0,8)

3 26 €14

H 6 2,6 ¢€1,7)

H 5 0,7 €& 0,6)

Linglica (Toscana) G 2 1,6 & 0,6)

| 3 0,5 ¢01)

E 3 15 ¢0,3)

Linglica H 5 1,6 &0,8)
(Calabresa Defumada)

H 3 2,1 &0,0)

J 3 0,8 ¢0,1)

Mortadela L 6 0,3&0,1)

E 5 1,7 ¢0,9)

G 5 05 ¢0,2)

Os valores representam a média de amostras analisadas em triplicata, com desvio-padréo entre paréntesis.
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Tabela 2 Niveis de NaN(necessarios para ocorréncia dos diversos efeitos do seu emprego em produtos carneos.

Efeito Nivel de NaN@

(ppm ou mg/kg)

Desenvolvimento de cor 30a50
Desenvolvimento de aroma 20a40
Efeito conservante 80 a 150
Efeito antioxidante indeterminado

Fonte: Mullerapud Pinto, 1998.

Observou-se que 100% das amostras analisadas Em 1990, Souza et davaliaram teores de nitrito em 20
apresentaram teores abaixo dos limites maximos residuaiarcas de salsichas e 19 de mortadelas, comercializadas na cidade
permitidos pela legislacado brasileira, que é de 0,015g/100g (Id® Jaboticabal, SP. Os niveis de 20% das salsichas e 16% das
ppm) do produto — Portaria n° 1004 de 11 de dezembro d&.1998®ortadelas apresentaram-se superiores ao limite estabelecido,
Os teores de nitrito necessarios ao desenvolvimento dos efeftagpoca, de 200 ppm, indicando que os fabricantes ndo estavam
desejaveis a sua utilizagdo sédo apresentados na Tabela 2.atentos as recomendacdes dos 6rgdos governamentais quanto

Verificou-se que todas as amostras analisadas uso destes sais na formulagdo de salsichas e mortadelas. Melo
apresentaram teores de nitrito insuficientes para Filho e Biscontird®, analisaram nitrito residual em salsichas
desenvolvimento dos efeitos desejaveis. Pintemonstrou comercializadas na regido metropolitana do Recife-PE, elaboradas
que, em amostras derked beefo nivel inicial de nitrito, em por indUstrias oriundas do sul do pais, regido Nordeste e amostras
torno de 50 ppm, cai rapidamente durante o processameistm procedéncia, identificadas como comercializadas em feiras
certamente devido a sua decomposigéo, com formacéo de Odides. Os autores concluiram que 67% das salsichas das feiras
nitrico (NO). Nesse trabalho, néo foi considerado o tempo tleres estavam acima do limite maximo permitido, de 150 ppm de
elaboragdo das amostras adquiridas, é possivel que os valarg#o de sodié’.
encontrados deva-se a esse processo de decomposicao. Komatsu et at!, analisaram 510 marcas de embutidos

Pinto et al® avaliaram os teores de nitrito em linguicadiversos, coletados em supermercados e frigorificos de Sao
“caseira” comercializada no municipio de Aragatuba-SP. Das P@ulo e ndo encontraram nenhum valor excedendo 200ppm —
amostras analisadas, a grande maioria (15) ndo contirlimaite maximo estabelecido pela legislacéo ant&rior
quantidade suficiente de nitrito para desenvolver qualquer efeito
nos produtos (desenvolvimento de cor, aroma, efeito CONCLUSOES
conservante). Uma amostra apresentou um teor de nitrito acima
do estabelecido pela legislagédo vigente na época (200 ppm), Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa pode-
demonstrando a falta de orientacéo por parte dos fabricantssconcluir que as industrias que estdo elaborando os produtos
bem como a necessidade de fiscalizagdo por parte d#@sneos comercializados em Macei6 estdo se atendo as
autoridades desse tipo de atividade “artesanal”. recomendacbes legais vigentes. No entanto, apesar das

Youssef et al, encontraram teores de nitrito de sédi@mostras analisadas encontrarem-se dentro dos padroes,
entre tragos, 2,90 a 10,0 ppm em amostradedeed beef medidas preventivas devem continuar sendo tomadas como
coletadas em Sao Paulo, capital. Marseical.'?, determinaram controle de qualidade pelas indUstrias e vigilancia sanitaria dos
teores de nitrito em amostras de charque provenientesadamentos envolvidos, garantindo ao consumidor o
estabelecimentos comerciais do estado do Rio de Janefoonecimento de produtos segundo os padrfes de qualidade e
classificados como A (grandes redes de supermercados) seBuranca estabelecidos pela legislacéo vigente.

(pequenos comerciantes). Os resultados demonstraram que

41,67% das amostras provenientes de estabelecimentos “A” AGRADECIMENTOS

apresentaram teor de nitrito acima de 50 ppm. As amostras

provenientes de estabelecimentos classificados como “BXo Laboratério Central de Alagoas (LACEN-AL) pelo respaldo
apresentaram 33,3% para quantidade de nitrito acima de 50 pfimanceiro, ao CNPq pela Bolsa de Iniciagéo Cientifica e de Apoio
ambas contrariando a nossa legislagdo que proibe o usodTdenico.

nitrito no processamento do charque, BtaSil
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ABSTRACT. Sodium nitrite is a food additive widely used in meat products to enhance their appearance,
impart their characteristic flavor and odor, retard lipid oxidation, and prevent the development of the
botulism-causing toxilostridium botulinium The use of this additive remains a matter of concern for

the scientific community worldwide, due to the fact that it poses toxicological risks to human health,
depending on the ingested amount and on the susceptibility of each organism. Aiming to control the
concentration of this additive in meat products, the legislation in Brazil states the permissible amounts of
residual nitrite. The goal in this paper was to quantify the sodium nitrite content in meat products sold at
retail outlets in the city of Maceié — AL. The study yielded trace results for residual sodium nitrite in
jerked beef (0,3 — 0,5 ppm or mg/kg), ham (1,7 — 3,5 ppm or mg/kg), tuscan sausage (0,5— 1,6 ppm or mg/
kg), smoked calabrese sausage (1.6 ppm or mg/kg), and mortadella (trace: 0,3 — 1,7 ppm or mg/kg). These
figures are all below the legal maximum permissible residual limit in Brazil. Notwithstanding the fact that
the samples analyzed were all within the legal standards, preventive measures such as food quality

control within the manufacturing organizations and government inspection must be kept in place.

KEY WORDS. nitrite; meat products; quality; safety.
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RESUMO. Este estudo realizou uma avalia¢&o soroldgica para HIV em amostras de sangue coletadas de
1844 individuos, durante a Campanha Saude na Boléia — Projeto Caminhoneiro, resultado de parceria entre
Instituto Adolfo Lutz, Secretaria da Saude, Coordenacgéo DST / AIDS, Intervias e Uniararas. Do total de
individuos, 1589 (86,2 %) eram caminhoneiros e 255 (13,8 %) outros usuarios da Rodovia Anhanguera — SP
330, trecho compreendido entre os quildmetros 164 e 232. Foi realizada a triagem para HIV das amostras
aplicando-se dois ensaios imunoenzimaticos (ELISA), paralelos e simultdneos. As amostras positivas e
indeterminadas foram submetidas a reac@o de Imunofluorescéncia Indireta (IFl) e Western — Blot. Foram
detectadas 15 amostras positivas entre os caminhoneiros, representando 0,9% deste grupo. Os outros
individuos amostrados foram soronegativos.

PALAVRAS-CHAVE. HIV; soroprevaléncia; caminhoneiros; Rodovia Anhanguera, Sao Paulo, Brasil.
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INTRODUCAO redes de diagndstico e aconselhamento; distribuicao universal
e gratuita de anti-retrovirais, veiculagcdo de campanhas
A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) énformativas, eté:*>.
causada pelo virus HIV (Human Immunodeficiency Virus), Algumas populagdes sdo consideradas grupos de riscos
familia Retroviridae,com genoma RNA, citopaticos e ndopor estarem expostos a fatores propicios & contaminagéo, como
oncogénicos, cuja infec¢cdo pode ser dividida em quatro fagesr exemplo: usuarios de drogas; profissionais do sexo;
clinicas: fase aguda, fase assintomatica ou de laténcia, faspulacdes confinadas; homossexuais e o8tfgss17.19.2022
sintomatica inicial ou precoaAIDS* 2 De acordo com informacdes fornecidas pela Intervias, o
As fases aguda e assintomatica ocorrem em cercas#gor de transporte € responsavel por cerca de 7 % do PIB
50% a 90 % dos pacientes e muitas vezes sdo imperceptivide;ional, com aproximadamente 2,5 milhdes de trabalhadores e
pois as manifestacdes clinicas podem indicar, entre outtasa frota estimada em meio milh&o de veiculos, concentrando-
doencas, um quadro gripal ou uma mononucldasente o se (cerca de 80 %) nos estados de Sdo Paulo e nos do sul do
periodo de laténcia, embora os sintomas ndo aparegcam, ocpais'®.
a replicacdo do virus, provocando o fenédmeno mais Os profissionais deste setor (caminhoneiros) por
caracteristico da sindrome, que é a diminui¢&@o progressiva dpeesentarem um particular estilo de vida: jornada de trabalho,
niveis de linfécitos CD4, células - alvo do HIV, acompanhada déstancia da residéncia, grandes e constantes deslocamentos,
modificagdes nos valores dos demais linfécitos (CD8 e CD3romiscuidade e convivio com as mais diferentes situagfes e
Esta é uma fase que pode durar muitos anos, dependendpeksoas, encontram-se expostos aos fatores que favorecem
nivel de exposicéo e do sistema imunolégico do individuo. dontaminagées, podendo ser considerados um grupo dé fisco
fase inicial da infec¢do apresenta quadro clinico com sintomas Tais caracteristicas levaram & criacdo do Projeto
inespecificos, caracterizado por processos infeccios@aminhoneiro - Programa Salde na Boléia, resultado da parceria
oportunistas de pequena gravidade e neoplasias, principalmemtiee Instituto Adolfo Lutz de Rio Claro, Intervias, DST / AIDS
na pele e mucosas. Nesta fase, baseando-se no peffFundacdo Herminio Ometto-Universidade de Araras
epidemioldgico do paciente recomenda-se a realizacéo do t€kbeiararas), cujo objetivo foi realizar um estudo soroldgico para
anti-HIV. A evolucdo da infeccao pelo virus HIV leva adIV e sifilis, bem como informar os profissionais sobre as
aparecimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquiridadmencas, formas de contdgio, prevencdo, tratamento e
AIDS, com sintomas bem mais graves do que na fase agudiagnoéstico.
caracteriza-se por infec¢des oportunistas graves e neoplasias. O presente trabalho teve como objetivo realizar avaliagcdo
O controle da sindrome pode ser realizado através de algum@amlogica em amostras de sangue de caminhoneiros usuarios
medidas, tais como a prevencao e o diagndstico precoce, dadRodovia Anhanguera (entre os quildmetros 164 e 232) a fim
contribuem para evitar a contaminacgéo, transmissao e evolugaaonhecer a prevaléncia da infeccao por HIV.
da doenc& 42
No Brasil, a taxa de prevaléncia de individuos portadores MATERIAL E METODOS
do virus HIV é estimada em 0,5 %, ou seja, cerca de 630 mil
pessoas. Na Ultima década o indice de mulheres com HIV cresceu  Neste estudo foram analisadas 1844 amostras de sangue
consideravelmente, passando de 25 homens / 01 mullervoluntarios, usudrios da rodovia Anhanguera, SP-330, sendo
contaminada, em 1985, para 02 homens / 01 mulher no fimI&89 caminhoneiros (86,2%) e 255 (13,9%) ndo caminhoneiros,
década de 1990. Este fato ocorreu devido a transmiss@thidas em Unidades Moveis montadas nos postos de servico
heterossexual, que passou a ser a principal via de contaminadaaodovia: Borsatto (Km 164), municipio de Araras; Atalaia
refletindo também no aumento de casos de HIV em recdkm 185), municipio de Leme; Picapau (Km 201), municipio de
nascidos Pirassununga e Sucao (Km 232), municipio de Porto Ferreira.
Com a criagdo do Sistema Unico de Saude (SUS), a O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de
politica de salde publica passou a integrar agdes de promogdica em Pesquisa do DST / AIDS e cada participante voluntario
prevencdo, assisténcia e reabilitacdo da salde da populgg@encheu e assinou o Termo de Consentimento Livre e
brasileira, realizada por organiza¢des publicas governamentaslarecido, que encontra-se arquivado no IAL - Rio Claro.
e entidades privadas vinculadas ao SUS ou por parcerias com A coleta de sangue, bem como outras atividades
Organizac¢fes da Sociedade Civil informativas, foi realizada pelos alunos e professores dos cursos
Em 1992 iniciou-se de forma sistematica a reestruturacde enfermagem e ciéncias bioldgicas da Uniararas, entre os dias
do Programa Nacional de AIDS quando foram retomadas 2&e 24 de maio de 2002.
bases de sustentacéo politica com a rearticulagcdo da sociedade As amostras foram colhidas em tubos plasticos para
civil e do Estado. Neste sentido algumas estratégias forawleta a vacuo, com capacidade de 10 mL, contendo gel
estabelecidas para o enfrentamento da epidemia, tais coseparador. O material foi enviado imediatamente ao Instituto
intervencdo comportamental; estabelecimento de parceridolfo Lutz de Rio Claro, por veiculos da Intervias, nos horarios
entre esferas de governo e o setor privado; mobilizagédo soaitd; 11:00, 15:00 e 18:00 hs, observando-se as normas de
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Tabela 1. Resultados dos diferentes testes aplicados em amostras positivas e indeterminadas

Teste ELISA - MUREX ELISA - WESTERN BLOT IFI
ORGANON
Amostra D.O | Cut-off D.O Cut-off Bandas encontradas / Interpretacdo dos Resultados
resultados
1 3,526 0,319 1,991 0,208 gpl60; gpl120; gp4l; p66; p55; p51; p24; p1 POSITIVO
POSITIVO
2 Overflo | 0,254 2,392 0,161} gpl160; gpl120; gp4l; p66; p55; p51; p31;p39POSITIVO
w p24; p17
POSITIVO
3 Overflo | 0,311 3,270 0,164| gpl60; gpl20; gp4l; p66; p55; p51; p31;|p39POSITIVO
w p24; p17
POSITIVO
4 3,801 0,350 2,823 0,171 gp160; gpl20; gp4l; p66; p55; p51; p3l; p2POSITIVO
POSITIVO
5 Overflo | 0,338 2,769 0,158| gpl60; gpl20; gp4dl; p66; pS5; p31; p39; p24POSITIVO
w pl7
POSITIVO
6 3,715 0,377 3,129 0,206 gpl160; gpl20; gp4l; p66; pSS5; p31; p2#; pIPOSITIVO
POSITIVO
7 3,899 0,301 2,265 0,157 gpl60; gpl20; gp4l; p66; p55; p51; p31] p24L0SITIVO
pl7
POSITIVO
8 Overflo | 0,340 2,267 0,155| gp160; gpl20; gp4l; p66; p51; p31; p39; p24POSITIVO
w POSITIVO
9 3,790 0,319 3,506 0,204 gp160; gpl120; gp4l; p66; p24; pl7 POSITIVO
POSITIVO
10 Overflo | 0,272 2,744 0,178] gpl60; gpl20; gpal; p66; p55; p51; p31; p39POSITIVO
w p24; p17
POSITIVO
11 3,707 0,254 2,389 0,161 gpl60; gpl20; gp4l; p66; p55; p51; p31; p3FOSITIVO
p24; p17
POSITIVO
12 Overflo | 0,265 2,220 0,190 gp160; gp120; gp41; p66; p55; p3l POSITIVO
w POSITIVO
13 Overflo | 0,280 3,249 0,178] gpl160; gpl120; gp4l; p66; p55; p51; p31;p39POSITIVO
w p24; pl7
POSITIVO
14 Overflo | 0,272 1,916 0,178] gpl160; gpl20; gp4l; p66; p55; p51; p31;|p24POSITIVO
w pl7
POSITIVO
15 0,930 | 0,311 0,924 0,164 gp160; gp120; gp4l; p24; pl7 POSITIVO
POSITIVO
16 0,364 0,319 0,225 0,209 gp160; gp4l; p24 INDETERMINAD
INDETERMINADO @)
17 0,782 0,314 0,343 0,18( gp160; gp 41 INDETERMINAD
INDETERMINADO @)
18 0,106 0,278 0,206 0,161 heuma NEGATIVO
NEGATIVO

Overflow = Leituras de alta absorbancia — fora da faixa de linearidade do equipaniz@o=/ Densidade Optica Cut-off = valor de leitura que
delimita resultados positivos/negativos (ponto de corte)

173



Berra, J. A. P. et al. - Soroprevaléncia de HIV em caminhoneiros usuérios da Rodovia Anhanguera, SP 330, Brasil.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 171 - 176, 2003.

biosseguranga para manuseio e transporte de material biolégiedilizadas na analise das amostras com as bandas das tiras
totalizando uma média de 370 amostras/dia. dos controles negativo, positivo fraco e positivo forte,

A sorologia para triagem de anticorpos anti-HIV foi fornecidos pelo kit. Estas estdo relacionadas com seqiiéncias
realizada apés a separacgdo do soro por centrifugacéo a 2.088 nucleotideos de proteinas estruturais — GAG (p19; p24;
rom por 10 minutos. As amostras foram submetidas a doipl5 e p39), proteases e transcriptase reversa — POL (p66; p51
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) distintos, em paralelo, de p31) e glicoproteinas do envelope externo e de membrana —
procedéncia, principios metodolégicos e/ou antigenos viraiENV (gp21; gp41l; gp46; gpl20 e gpl60-forma polimérica da
diferentes, registrados no Ministério da Salde, de acordo cogp41) do HI\® 162
normas preconizadas pela Coordena¢édo Nacional de DST- A amostra n® 16 apresentou resultados indeterminados
AIDS3%5678 Os conjuntos de diagnéstico (kits) utilizados nos testes de triagem, IFI e Western Blot . A amostra de n° 17
foram: ABBOTT-MUREX (Murex HIV —1.2.0. — Central Road apresentou resultados positivos fracos nas reacfes
Temple Hill Dartford Kent — Inglaterra) e ORGANON-TECNIKA imunoenzimaticas (ELISA) e indeterminados na IFl e Western
(Virinostika HIV Uniform Il plus O — Boxtel — Holanda), Blot. Estes resultados foram confirmados apés analise em uma
seguindo os procedimentos técnicos recomendados peleggunda amostra. Nestes casos é recomendado que se
fabricantes. proceda um acompanhamento sorolégico com o propésito de

As amostras cujos resultados foram positivos owerificar uma possivel soroconverséo recente e / ou reacdes
indeterminados nas reacdes de ELISA, ap6s serem retestadejzadas. A amostra de n°® 18 apresentou resultado negativo
foram submetidas a testes confirmatdrios, utilizando-se a reac@o teste ELISA-Murex, indeterminado no teste ELISA-Organon
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Western Blot e foie resultados negativos na IFI e Western Blot, sendo assim o
solicitada uma segunda coleta de matefara a realizacéo da resultado desta amostra foi liberado negativo par& FHINA.
IFI—HIV 1, foi utilizado o kit Bio-Manguinhos/ Fio Cruz - Rio De acordo com os resultados obtidos pudemos
de Janeiro —RJ e para a realizacéo de Western Blot, o kit Genelab&servar que os conjuntos diagndsticos (kits) de reacfes
Diagnéstics (HIV Blot 2.2 Singapor — Singapura). imunoenzimaticas (ELISA) utilizados mostraram-se eficientes,

Os reagentes utilizados no projeto foram fornecidos pelgois do total de 1844 amostras apenas 03 apresentaram
Centro de Referéncia e Treinamento — CRT / DST- AIDS eesultados indeterminados e todos os resultados positivos

Ministério da Saude. por ELISA foram confirmados por IFI e Blot.
Os resultados obtidos neste estudo mostram a
RESULTADOS E DISCUSSAO ocorréncia de 15/ 1589 (0,9%) amostras positivas para o grupo

de caminhoneiros, valor este que representa, aproximadamente,
A utilizac&@o de tubos de coleta contendo gel separadar dobro do indice nacional que € 0,5égerca de trés vezes
permitiu a execu¢do das andlises a partir do tubo primari@ste indice, se considerarmos os individuos pertencentes a
evitando hemodlise e eventuais trocas de amostras, além thexa etaria de 41 a 55 anos, nos quais foram detectadas 13
agilizar a realizacé@o das analises nas 1844 amostras, numa méaostras positivas (1,76%), indicando que estes individuos
de 750 testes de triagem / dia. A rapidez com que os resultadosnstituem um grupo de risco para HIV.
foram emitidos teve grande importancia neste projeto, pois a Acreditamos que iniciativas como estas devam ser
maior parte da populacé@o estudada (caminhoneiros) recebé@uplantadas, incentivadas e desenvolvidas em outras regides
os resultados e orienta¢des quando da volta de sua viagedy pais para que individuos tenham informacdes sobre a(s)
momento em que poderiam fazer a 22 coleta, nos casa®enca(s), forma de transmissdo e contagio, bem como
necessarios. diagnéstico e encaminhamento para tratamento, a fim de que
Na etapa de triagem do total de amostras analisadgmssa diminuir a transmissao da AIDS e DSTs.
referentes a caminhoneiros (1589), 15 (0,9%) apresentaram

resultados positivos e 03 duvidosos / indeterminados (0,2%). AGRADECIMENTOS

Todas estas amostras (18) foram submetidas aos testes

confirmatérios de IFI e Blot, cujos resultados estdo Aos funcionarios do laboratério de sorologia pelo
apresentados na Tabela 1. profissionalismo e rapidez na execucédo dos procedimentos

A interpretacdo dos resultados de Western Blot foianaliticos e na emisséo dos resultados.
realizada comparando-se as bandas de cada tira de nitrocelulose
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Berra, J. A. P. etal. - HIV seroprevalence in truck drivers users of Anhanguera Highway — SP 330, Brazil.
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ABSTRACT. The objective of this study was evaluate the prevalence of HIV in a group of users of
Anhanguera highway — SP 330, in a Truck driver Project, a partnership among Secretaria da Saude,
Instituto Adolfo Lutz, CRT-AIDS, Intervias concessionaire and Araras University. The samples were
tested by ELISA reactions (Organon-Tecnika e Murex-Abbott) with confirmation of positive or indetermined
results by IFI and Western-Blot techniques. Of 1844 tested individuals, 15 (0,9%) were HIV positive, all

of them truck drivers.

KEY WORDS. HIV; seroprevalence; truck drivers; Anhanguera Highway-SP; Brazil
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RESUMO. Oitenta e sete amostras de amendoim e produtos derivados de amendoim comercializados na
regido de Marilia/SP — Brasil no periodo de 1999 a 2001 foram analisadas para identificar e quantificar
aflatoxinas Be G, determinadas atraves de cromatografia em camada delgada, de acordo com o método
descrito por Soares e Rodriguez-Amaya. As aflatoxinas foram encontradas em 56 (64,4%) amostras e 34
(39,1%) excederam os limites da legislagéo brasileira em vigor neste periodo, que para a somatdria de AFB
e AFG, era de 3Qig/kg. As concentragGes de aflatoxinas nas amostras variaram de J.@/&g58om a

média de 30fug/kg. Em 31 amostras (35,6%) ndo foram detectadas aflatoxinas"eperg8éntil foi de

601ug/kg. Dados de temperatura e pluviosidade neste mesmo periodo indicaram que a contaminagdo em
altos niveis, coincidiram com temperaturas e pluviosidade elevadas e, possivelmente pode ter sido a
causa dos altos teores de aflatoxinas encontrados. Este estudo indicou que a contaminacgéo por aflatoxinas
existe, possivelmente devido as condi¢Ges de temperatura e umidade prevalecentes na regido de Marilia
gue séo favoraveis ao crescimento de fungos. A implantacéo de boas préticas agricolas e uma avaliagédo
continua e sistemética € o melhor caminho para prevenir e controlar a infestagcao de produtos agricolas por
fungos toxigénicos.

PALAVRAS-CHAVE . aflatoxinas Be G, amendoim, ocorréncia, cromatografia em camada delgada.
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INTRODUCAO conseqiiéncias na economia. Este trabalho apresenta a
ocorréncia de aflatoxinas em amendoim e produtos de amendoim
As aflatoxinas sdo metabdlitos secundérios toxicospmercializados na regido de Marilia - SP (Brasil) nos anos de
produzidos por fungos pertencentes ao gémegergillus, 1999, 2000 e 2001.
principalmenteAspergillus flavus, Aspergillus parasiticus )
eventualmentAspergillus nomiudurante seu crescimento em MATERIAL E METODOS
alimentos e rac¢fes. Existem quatro principais toxinas distribuidas
nos grupos B e G, baseadas na fluorescéncia azul (blue) e verde Oitenta e sete amostras de amendoim e produtos de
(green) quando adsorvidas sobre substrato sélido e submet@i@endoim colhidas no comércio pela Vigilancia Sanitaria
aluz ultravioleta, denominadas aflatoxing8FB ), B, (AFB,),  Municipal de Marilia - SP foram analisadas para identificagéo
G, (AFG) e G (AFG,)). e quantificagéo de aflatoxinas 8G no Laboratério Regional
A AFB, e AFG, ocorrem mais freqiientemente na maiorigle Marilia — Instituto Adolfo Lutz, seguindo a Resolugéo n°
dos produtos agricolsO metabdlito aflatoxina Bé o mais 34/76 da Comisséo Nacional de Normas e Padrdes para
toxico do grupo, sendo considerado o mais potenfdimentos nos anos de 1999, 2000 e 2001. A maioria das
hepatocarcinogénico natutal amostras foram empacotadas ou processadas por industrias
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticsgio da regido.
saprofitas naturais do solo e ar, e em condi¢bes ideais sdo Amostras representativas foram trituradas e
capazes de contaminar os alimentos. A ocorréncia e magniti@gogeneizadas e uma aliquota de 50 gramas foi utilizada para
da contaminag&o por essas micotoxinas variam de acordo c¥talise. As aflatoxina f G foram separadas por cromatografia
os fatores geograficos e sazonais, com as condicdes locai¢@ecamada delgada (CCD), de acordo com o método descrito
crescimento do vegetal e ainda com as praticas de colheitaog Soares e Rodriguez-Amay® método consiste na extragao
estocagem utilizadas. As culturas em areas tropicaisc@m uma mistura de solugéo de cloreto de potassio 4% e metanol
subtropicais como o Brasil estdo mais sujeitas & contaminac@@/V), seguido de um procedimento de clarificagdo com solugao
pois as melhores condicdes para o desenvolvimento dos fungesulfato de cobre 10% e celite e particdo com cloroférmio. A
e, conseqiientemente, para a producédo das aflatoxinas @d@ntificacéo foi através de comparagdo visual dos padroes
encontradas em &reas com altas temperaturas (25 a 30°@yantitativos com as amostras. O limite de detec¢éo deste método
umidade elevadas (80 a 90 %). A contaminac&o dos produfoge 2ug/kg. A confirmagcdo foi através de derivatizagdo com
agricolas ocorre através do contato com os esporos do fuiggislo trifluoroacético em CCPH
presentes no ambiente, sobretudo no solo, durante os B
procedimentos de colheita e secafyn® armazenamento em RESULTADOS E DISCUSSAO
locais Umidos e sem ventilagdo, bem como o transporte
inadequado, favorecem n&o apenas a contaminacdo com ATabela 1l mostraos niveis de aflatoxinas nas 87 amostras
esporos, mas também o crescimento fingico nos produto@lisadas. As concentracdes das amostras variaram de 3 a
contaminadads 1659ug/kg e o0 90 percentil foi de 60jug/kg. Em 31 amostras
A regido oeste do estado de S&o Paulo é uma grarf@ee corresponde a 35,6%) néo foram detectadas aflatoxinas e a
produtora de amendoim e Marilia, onde esta pesquisa fo¢dia de contaminacdo das amostras positivas foi dagd06
realizada, esta localizada nesta area. O clima desta regidg.&m 56 amostras (que corresponde a 64,4%) foram detectadas
caracterizado pela ocorréncia de duas estacdes bem definigélgtoxinas sendo que 34 amostras (que corresponde a 39,1%)
uma marcada por altas temperaturas e pluviosidade, que infgederam o limite estabelecido pela Resolugéo n° 34/76 da
em outubro e termina em margo e outra, com temperatufa@missdo Nacional de Normas e Padres para Alimentes
elevadas, porém com pluviosidade consideravelmente merfofle 30ug/kg para a somatoria de AFB AFG,. Este limite
gue inicia em abril e termina em setembro. maximo tolerado foi modificado em outubro de 2002, quando o
Existem duas colheitas anuais de amendoim. A primeitinistério da Sadde publicou novos limites para aflatoxinas em
e a mais significativa é denominada safra das aguas e oc@fendoim e milho, através da Resolugdo RDC n° 274 de
durante o periodo de temperaturas e pluviosidade altas, £54.0/2002, que corresponde a somatoria das 4 aflatoxinas
segunda, de menor producgdo é denominada safra da se(AF8,, AFB,, AFG, e AFG), igual a 2qug/kg.
ocorre durante o periodo de menor pluviosidade (Tabela 2). Caso a legislacéo em vigor fosse utilizada para avaliar
Além da producdo agricola, a regido possui vari@s resultados apresentados por este estudo, mesmo
industrias que processam amendoim, visando tanto o comégasiderando apenas as ARBAFG, as amostras com teores
local, quanto & exportacdo. A produc&o local é insuficiente p&@aflatoxinas acima do limite maximo tolerado, passaria de 34
suprir a demanda das industrias, havendo a necessidadé38el%) para 42 amostras (que corresponde a 48,3%). Este novo
obter amendoim de outras localidades. limite maximo tolerado ira incentivar as empresas a adotarem um
A contaminaco de alimentos por aflatoxinas constitiiaior controle da qualidade da matéria prima e do produto
um problema de saude publica com grande impactoaeabado.
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Tabela 1.0corréncia de AFBe AFG em amendoim e produtos de amendoim da regido de Marilia/SP, Brasil nos anos de 1999,
2000 e 2001.

Ano Total de N° de N° de Nede Nede Média das oo™ Intervalo
amostras amostras ndo amostras amostras amostras amostras percentil min-max
detectadas positivas < 30ug/kg < 30ug/kg positivas  ug/kg Ho/kg
na/kg
1999 57 16 (28,1%) 41 (71,9%) 14 (24,6%) 27 (47,4%) 317 896 3-1659
2000 14 03 (21,4%) 11 (78,6%) 4 (28,6%) 7 (50%) 313 766 3-1151
2001 16 12 (75%) 4 (25%) 4 (25%) 0 (%) 18 21 8-21
Total 87 31 (35,6%) 56 (64,4%) 22 (25,3%) 34 (39,1%) 217 601 3-1659

Limite de deteccdo: Rg/kg

Das 87 amostras analisadas, 23 (26,4%) correspondiafi¥@eis de contaminac&o do amendoim por aflatoxinas no ano de
amendoim cru e 64 (73,6%) eram de amendoim processado, seIiL, ja que néo houve alteracdes significativas nas médias das
que 9 (43,5%) e 25 (39,1%) amostras, respectivamentemperaturas maximas tanto na safra das aguas quanto na da
apresentaram valores acima do limite estabelecido pgleca durante o periodo em que a pesquisa foi realizada.
Resolugdo n° 34/76. O maior nivel de contaminagdo por  QOs resultados em nosso estudo (Figura 1), quando
aflatoxinas (165Qg/kg) foi encontrado no amendoimcomparados com os dados relatados por outros pesquisadores
processado (amendoim japonés). do Brasil, indicam que os teores de aflatoxinas encontrados s&o

Em 1999, choveu intensamente durante a safra das aguasito semelhanté&%1718 demonstrando que o problema de

Em janeiro deste mesmo ano, o indice pluviometrico foi de 87&flatoxinas em amendoim continua sendo ainda um risco para o
mm, valor considerado alto, se comparado com a média angi@hsumidor.

da regido (Tabela 2). Provavelmente, esta foi a razdo do altas
nivel de contaminacgéo por aflatoxinas neste periodo. Prado;et‘1 |

al** observaram que 40-80% das colheitas podem séri2 - W 1999
contaminadas com aflatoxinas quando as chuvas s&o intengsefg ] Egggg
na época de colheita. g 6 1

Em janeiro de 2000, o indice pluviométrico foi de 187,7 ‘2‘ | I L . L

mm e em 2001, foi de 106,5 mm, indice este considerado menoro
quando comparado com o ano de 1999. Este decréscimo de 0  001- 031- 101- 301- 601- 1001-

chuvas provavelmente pode ter contribuido para a reducgéo dos 030 100 300 600 1000 1700
ug/Kg (AFB1+AFG1)

Figura 1. Distribuicdo de Aflatoxinas B+ G, em amendoim e produtos
de amendoim nos anos de 1999, 2000 e 2001.

Tabela 2 Média da Temperatura Maxima e Pluviosidade

Ano Média da Temperatura Maxima (°C) Média da Pluviosidade (mm)
Safra das aguas Safra da seca Safra das aguas Safra da seca
(outubro-marco) (abril-setembro) (outubro-marco) (abril-setembro)
1999 30,7 28,6 317,2 53,9
2000 30,7 27,2 143,6 42,7
2001 31,5 28,3 195,6 60,6

Fonte: Secretaria de Agricultura e Abastecimetto

179



Shundo, L. ; Silva, R. A. e Sabino, M. - Ocorréncia de Aflatoxinas em amendoim e produtos de amendoim comercializadodenisl eedid — SP,
Brasil no periodo de 1999-20®ev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 177 - 181, 2003.

Apesar de inicialmente ser considerado um problenta prevencéo da contaminagdo do amendoim com aflatoxinas,
que ocorre apos a colheita, a contaminagé&o por aflatoxinas pedguido de boas praticas de fabricacdo durante o manuseio,
ocorrer também durante o crescimento da planta no ¢ampoprocessamento e distribuicéo.

Estudos da ecologia despergillus flavus e parasiticus Os efeitos téxicos das aflatoxinas representam um risco
indicam que a espégmrasiticusé melhor adaptado em solosa salide dos consumidores que utilizam estes produtos, e sua
e é encontrado principalmente em amendoins, enquanto qyerasenca em niveis elevados pode acarretar graves
espécieflavus parece ser melhor adaptado para oonsequéncias econémicas por ndo atender a legislacéo.
desenvolvimento ativo das partes aéreas dos vegetais, como

flores e folhas CONCLUSOES
A disting@o bioquimica entre as duas espécies é que 0
Aspergillus parasiticugproduz todos os 4 tipos de toxinas Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que

AFB,, AFB, AFG, e AFG, enquanto queAspergillus flavus 64,4% dos amendoim e produtos de amendoim estavam
possivelmente produz apenas a AERB\FB,. Segundo Mos§  contaminados por aflatoxinas, com 39,1% amostras acima da
dados analiticos demonstraram que a maioria dos amenddéggslacéo vigente no periodo. As condigGes de temperatura e
contaminados contém aflatoxinas B e G. umidade predominante na regido de Marilia que sao favoraveis
A contaminag&o com aflatoxinas no campo é muitao crescimento de fungos toxigénicos possivelmente
dificil de ser controlada por ser basicamente influenciad@luenciaram estes resultados. Nos anos em que o indice
por condi¢des climaticas como a umidade relativa guviométrico foi maior, os niveis de contaminagéo por aflatoxinas
temperatura. A umidade do solo, estresse provocado pambém foram maiores, considerando que a temperatura, ideal
seca, danos dos gréos provocados por insetos e deficiérmacrescimento de fungos produtores de aflatoxinas, ndo
de minerais também s&o fatores importantes raresentou alteragdes significativas.
contaminacasb. Boas técnicas de colheita, bem como transporte,
O Codex Alimentariusesta discutindo um codigo sobrearmazenamento e processamento adequado certamente poderdo
praticas para reducdo da contaminacdo do amendoim caoxiliar a solucionar o problema, mas ainda ndo proporcionam
aflatoxinas, considerando as implica¢des na satde publicaunsa solugdo complétaConsequientemente, medidas eficientes
efeitos na satde dos animais e os efeitos na economia nacideaprevencdo poderdo sempre ser confirmadas por andlises
e internacional. guimicas. Desta forma, a avaliagdo continua e sistemética € o
A implantacdo de boas praticas agricolas pelaselhor caminho para prevenir e controlar a infestacdo dos
produtores de amendoim é importante pois representam o injsiodutos agricolas por fungos toxigénicos.
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Shundo, L. ; Silva R. A. e Sabino M. - Occurrence of Aflatoxins in peanut and peanut products commercialized
in the region of Marilia - SP, Brazil in the period of 1999-260. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 177 - 181, 2003.

ABSTRACT. Eighty seven samples of peanuts and peanut products commercialized in the region of
Marilia/SP, Brazil in the period of 1999 to 2001 were analyzed in order to identify and quantify aflatoxin B
and G, determined by thin-layer chromatography (TLC), according to the method described by Soares
and Rodriguez-Amaya. Aflatoxins were found in 56 (64,4%) of the samples and 34 (39,1%) exceeded the
limits of the Brazilian legislation valid in that period which, for aflatoxjm®, was 3Qug/kg. The aflatoxins
concentration in the samples varied from 3 to 1&g and the average of positive samples wag§06

kg. In 31 (35,6%) samples were not detected aflatoxins and thpe®6entil was 60jig/kg. Data of
temperature and level of the rains in the same period showed that high levels of aflatoxins had agreed with
high levels of temperature and rains and probably, it resulted on this contamination. Our studies showed
that aflatoxin contamination exists, mainly due to conditions of temperature and humidity prevalentin the
region of Marilia that are favorable of fungal growth. A good crop management technique and the
continuous and systematic monitoring is the best way to prevent and control the infestation of agricultural
products with toxigenic moulds.

KEY WORDS. aflatoxins B and G, peanut, occurrence, thin layer chromatography.
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RESUMO. Este estudo teve como objetivo avaliar a contaminagéo por aflatoxins,(®, e G ) em

amostras de amendoim comercializadas em alguns municipios do estado da Bahia. Foram analisadas 100
amostras, sendo 33 de amendoim e 67 de produtos a base de amendoim. A coleta das amostras foi realizada
aleatoriamente em diferentes estabelecimentos comerciais da cidade de Salvador (75 amostras) e em
municipios do estado da Bahia (25 amostras) durante o periodo de janeiro a outubroAle 20840

foi realizada com acetonitrila:agua (84:16, v/v), e a quantificacdo das aflatoxinas procedida pelo método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), empregando deteccao por fluorescéncia. Das 31 amostras

de amendoim analisadas, 29 (93,55%) foram positivas, sendo que 17 (54,84%), apresentaram teor de
contaminacgéo por B B,+G +G, superior a 2Qug/kg. Para as 69 amostras de derivados de amendoim,
apenas 6 (8,7%) apresentaram contaminacao por aflatoxiig-8 +G, superior ao limite. Os resultados

ainda revelaram que 20 (80%) do total de amostras coletadas nos municipios do Estado (25) e 38 (50,7%)
das 75 amostras procedentes de Salvador foram positivas. Os resultados ressaltam a necessidade de um
controle eficaz dos niveis de aflatoxinas destes produtos na regiéo.

PALAVRAS-CHAVE . aflatoxinas; amendoim; produtos de amendoim; ocorréncia.

" Realizado no Laboratério de Toxicologia (LATOX/UFBA) e no Laboratério de Analises Micotoxicolégicas (LARIC/UFSM-RS)
! Professora Adjunta (Laboratério de Toxicologia — Escola de Medicina Veterinaria /UFBA).

2 Mestranda da Escola de Medicina Veterinaria/lUFBA

3 Iniciag@o Cientifica e estagiaria do LATOX/UFBA

4 Iniciagdo Cientifica e estagiaria do LAMIC/UFSM

5 Professor Titular (Laboratério de Analises Micotoxicologicas — Universidade Federal de Santa Maria)

* Enderego para correspéncia

Av. Ademar de Barros, 500, 40170-110, Ondina, Salvador-Bahia; e-mail: mjmb@ufba.br
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INTRODUCAO 100 mL de acetonitrila:agua (84:16, v/v) para 50 gramas de
amostra, sob homogeneizacdo em blender por trés minutos,
O consumo de alimentos contaminados por micotoxingsocedendo-se em seguida filtragdo e secagem de 10 mL do
pode causar doencas conhecidas como micotoxicoses extrato obtidé’. Os extratos secos foram acondicionados em
humanos e animdisAs micotoxinas sdo metabdlitos téxicosfrascos ambar limpos, envolvidos em papel aluminio e enviados
produzidos por fungos em uma grande variedade de substrapasa analise no Laboratdrio de Andlises Micotoxicologicas
guando existem condi¢8es favoraveis ao crescimento deqlea&MIC) da Universidade Federal de Santa Maria.
fungos, podendo ocorrer durante a colheita, armazenamento,
processamento e transpdfteDiversos fatores tais como Detecgdo e Quantificagao
umidade e temperatura ambiental, teor de umidade e atividade Os extratos enviados ao LAMIC foram ressuspendidos
de agua do substrato favorecem o crescimento de fungosaraacetonitrila:agua:acido acético (840:160:5, v/iviv), e em
conseqliente producdo de micotoxinas em produtesguida submetidos a purificagdo automatizada com silicas,
alimenticio%®, derivatizacéo pré-coluna de 200do extrato purificado com
Dentre os metabdlitos fungicos mais estudado®QuL de acido trifluoricetico e injecao def0Oem sistema de
destacam-se as aflatoxinas, produzidasygpergillus flavus, cromatografia liquida (CLAE). A fase mével foi composta por
A. parasiticus, A. nomius e A. pseudotama@indo os dois agua:acetonitrila:metanol (70:15:15, v/v/v) aumavazao de 1mL/
primeiros referidos como de maior importancia econémicanin., sendo empregada coluna RP18 (Merck, Darmstad,
Quatro tipos de aflatoxinas sdo mais frequentemente isoladdkemanha), mantida a uma temperatura d€ 5@ deteccao foi
B1, B2, G1 e G2, considerando-se a aflatoxina B1 como amalizada por fluorescéncia a um comprimento de onda de
maior toxicidade e potente agente carcinog@ifcalém de excitacdo de 360nm e emissado a 445nm. O limite de quantificacdo
produzir efeitos mutagénicbs para cada aflatoxina foi dqud/kg, e o coeficiente médio de
Bautista et at.examinaram 25 amostras de milho ngecuperacgéo variou de 93% a 97% para amendoim processado e
municipio de Irecé-BA e detectaram contaminacao por aflatoxiamendoim cru, respectivamente. A confirmac¢éo da identidade
B,em trés amostras. Considerando-se que a cidade de Salvadsraflatoxinas foi procedida atravéwdaedura espectral em
e regides adjacentes apresentam condi¢cdes climaticdd realizada pelo préprio equipamento de cromatogdfafia
favoraveis ao crescimento de fungos, com temperatur@gilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha).
elevadas (superior a Zn) e umidade relativa do ar superior a
7094, associado & escassez de registros locais oficiais refereht®eterminacéo da Atividade de Agua (8
ao monitoramento de aflatoxinas em produtos alimenticios, o A atividade de agua (foi determinada instrumentalmente
presente trabalho objetivou verificar a ocorréncia de aflatoxinpslo aparelho AQUALAB (Decagon Devices Inc., Pullmann, USA)
B,, B,, G, e G em amendoim e seus derivados comercializados y
na cidade de Salvador e alguns municipios do estado da Bahia RESULTADOS E DISCUSSAO
durante o periodo de janeiro a outubro de 2002.
Os resultados obtidos para as amostras oriundos dos 14
MATERIAL E METODOS municipios do estado da Bahia, indicaram um percentual de
80% (20/25) de amostras contaminadas por aflatoxinas
Material (B,+B,+G,+G,), enquanto que aquelas procedentes da cidade
Foram analisadas 31 amostras de amendoim cru e 63j@eSalvador apresentaram um percentual menor, 50,7% (38/75)
produtos de amendoim (pagoca (6), pé-de-moleque (12), e ouffbabela 1). A diferen¢a do numero total de amostras
como amendoim salgado, cozido, torrado e salgado, fritgpeovenientes de Salvador (75) e dos municipios (25) podem ter
salgado, confeitado, doce praliné e tipo japonés (51). Asfluenciado neste resultado.
amostras foram coletadas aleatoriamente de estabelecimentos Das 100 amostras analisadas, 58 continham aflatoxinas,
comerciais localizados na cidade de Salvador (n=75) e dedeihdo que 11 apresentaram contaminacao pelas quatro
municipios do estado da Bahia (n=25). As amostras tiveram affatoxinas (AFB+AFB_+AFG +AFG,), 29 por apenas AFBL6

peso representativo de no minimo 150g. por AFB+AFB, e duas por AFB-AFB,+AFG,. Observou-se
ainda que em 23 amostras, 0s niveis de contaminag¢do por
Métodos aflatoxinas foram igual ou superior aj2@/kg, limite maximo
permitido pelo Ministério da SaltidéFigura 1), incluindo uma
1.Determinacéo de aflatoxinas amostra de amendoim cru proveniente de um dos municipios
do referido Estado, a qual apresentou contaminacao de 6625
Extracdo Hg/kg de aflatoxinas, sendo 54f@/kg apenas de AFB

A extracdo e limpeza das amostras foram realizadas no A ocorréncia de aflatoxinas nas amostras de amendoim
Laboratdrio de Toxicologia da Escola de Medicina Veterinaria seus produtos foi maior para a aflatoxinae® relacéo as
da UFBA. A extracao das aflatoxinas foi realizada utilizando-skemais toxinas (Figura ) que justifica preocupa¢éo quanto
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Figura 2. Distribuicdo qualitativa das aflatoxinas AEBAFB, AFG,

Figura 1. Variagdes dos niveis de aflatoxinas totaig/kg) em amostras ArG em amostras de amendoim e seus produtos procedentes do estado
de amendoim e de produtos de amendoim procedentes do estado da B@ﬁ'iézahia durante o ano de 2002.

durante o ano de 2002.

Tabela 1.Incidéncia de aflatoxinas (BB,+G +G,) em amendoim e produtos de amendoim comercializados no estado da Bahia no
periodo de janeiro a outubro de 2002.

Tipos de Amostras Amostras coletadas em Salvador Amostras colhidas em municipios do Estado da
Bahia
Total Positivas* Total Positivas*
Amendoint 17 15 14 14
Produtos de Amendofm 58 23 11 06
Total 75 38 (50,7%) 25 20 (80%)

* Amendoim cru.
2 Amendoim confeitado, tipo japonés, pé de moleque, pagoquinha, frito e salgado, torrado e salgado, salgado, cozido rédoce prali
* Limite de quantificagdo = |ig/Kg para cada aflatoxina

ao risco da ingestdo frequente destes produtos, uma vez que Enfatizamos a necessidade de um programa de controle

esta toxina € considerada como um potente agente carcinogésfixaz, através da vigilancia constante dos niveis de aflatoxinas

e pode representar um risco potencial a satde publica. Este énoalimentos no estado da Bahia, que sirva de orientacio para

também foi verificado por outros pesquisadbies ' os 6rgdos publicos no sentido de adotar medidas de controle e
De acordo com os nossos resultados, em relacd@r@vencédo de riscos a salde publica.

presenca de aflatoxinas, 29 (93,55%) amostras de amendoim

cru, e 29 (42,03%) de produtos de amendoim apresentaram-se CONCLUSOES
positivas.
O maior percentual de contaminagéo por aflatoxinas foi Os resultados obtidos demonstram a importancia e a

observado no amendoim cru em relagéo aos produtos ricessidade de um monitoramento sistematico e continuo dos
amendoim. A atividade de agua nas amostras de amendoimrgiiteis de aflatoxinas em amendoim e produtos derivados
variou de 0,487 a 0,732, enquanto que para os produtgmsumidos no estado da Bahia.
derivados, esta variacao esteve entre 0,281 e 0,727, com valores As aflatoxinas totais foram encontradas em 58% das
médios de 0,606 e 0,419, respectivamente para 0 amendoigistras de amendoim e seus derivados, com 23% das amostras
seus produtos. A importancia deste fato € fundamentadagpresentando contaminacg&o superior agZRg, limite maximo
premissa de que a atividade de agua do substrato também ¢ermitido pelo Ministério da Satde.
fator relevante para a produc¢éo de micotoXtas

Relatos sobre a ocorréncia de aflatoxinas em produtos AGRADECIMENTOS
brasileiros de amendoim revelaram um percentual de
contaminacéo inferior aos niveis encontrados no total de  Agradecemos a Dra. Myrna Sabino pela valiosa
amostras analisadas neste estudo (58%)¢ colaboracgio prestada na revisdo deste artigo.
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ABSTRACT . The objective of this study was to evaluate the contamination of peanut and peanut products
by aflatoxins (B, B,, G, e G) commercialized in Salvador and some cities of the state of Bahia. It was
analysed 100 samples, from which 33 were peanuts and 22 peanuts products. The samples were randomly
collected in different groceries in Salvador (75) and from 14 different cities of the state of Bahia (25) from
January to October 2002. The extraction of the samples was realized with acetonitrile:water (84:16, v/v),
and quantification of the aflatoxins was made using the HPLC method with fluorescence dé&textion.

the 33 samples of peanuts analysed, 31 (93,9%) were positive, and from these, 19 (57,58%) exhibited
contamination by aflatoxins (BB,+ G,+G,) higher or equal to 2@/kg. From the 67 samples of peanut
products, only 4 (5,98%) presented contamination by aflatoxipd(B G,+G,) higher or equal to 2@/

kg. According to the results, 20 (80%) of the whole samples (25) collected at the cities of the state of Bahia
and 38 (50,7) of the 75 samples collected in Salvador were positive. The results indicate the greatimportance
of a effective control of aflatoxin levels in these products.

KEY WORDS. aflatoxins, peanut, peanut products, occurrence.
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A proposal of an alternativein vitro method
for the evaluation of the safety of shampoos

Proposta de método alternativovitro
para avaliacao da seguranca de shampoos
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Terezinhade J. A. PINT®
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Azevedo, J. C. de; Cruz, A. S. e Pinto, T. de J. A - A proposal of an alterimatii® method for the
evaluation of the safety of shampoRsv. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 189 - 193, 2003.

ABSTRACT. Although tests using animals are still demanded in the evaluation of shampoos, there is a
strong evidence of a tendency for replacing theminbyitro systems. This study aims at defining
conditions for the application of a method using NCTC clone 929 cells, as an alternative. Procedures
employed to test non diluted samples of shampoos for adults resulted in irritatiorifimitttanethod);

the same result was not observed when samples diluted to a 25% concentration were tesieditho the
tests, the same shampoos presented a perfect correlation of results when not diluted (cytotoxic) and when
diluted to a 0.1% concentration (non cytotoxic). When the shampoos for children use were tested, the
only case of irritation happened with one of the 4 non-diluted shampoos The absence of cytotoxicity was
observed in th vitro test, after diluting all the samples to 1% and 0.1%. It is possible thus to use the
vitro test instead of theivo one, if preceded by a careful validation with emphasis on the concentration
of the product.

KEY WORDS. eye irritation, cell culture, cytotoxicity, Draize
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INTRODUCTION MATERIAL AND METHODS

The eye irritation test in rabbits is the method currently The test material used in this study consisted of 8
used to evaluate the hazard or safety of substances introdudiffdrent shampoos, 4 for adults (A, B, C and D) and 4 for children
into the eyes or used in their close proxithifjo reduce the (E, F, G and H), each one of them represented by three batches.
need for animal testing, as well as to establish a more rapidand  They were assayed by the conventional Draize method,
practical method, “in vitro” assays are being developed as ancording to the Food and Drug Administration (FDA)
alternative to the rabbit tést protocof, using six rabbits. The samples were tested directly

The development of am vitro assay is a great and after water dilution (25%, 5%, 1% and 0.1%). The instillation
challenge. The tendency is to use a single selected cell tygfessamples was in a 0.1 mL volume, in one of the animal eyes,
instead of the eye, which is a complex biological system. being the other one the control. The observation of the reactions

Several points have been related to the biological tastolving cornea, iris and conjunctiva (chemosis, redness)
performed in an animal organ, such as a rabbit eye. For instartapened after one, two, three and seven days.
the rabbit eye has a nictitating membrane, non existing in the ~ The same shampoos, with equal concentrations, were
human eye; a rabbit eye produces, in an aggressive situatidso tested by aim vitro using the selected NCTC clone 929
less tears than thmiman one&loes. When an irritating material cell line grown in Petri dishes in a concentration of 3xHs
is placed in the rabbit eye the tears, at first,umaally clear. per mL in Eagle’s minimum essential medium supplemented with
Within 24 hours, however, a viscous milky secretion is sedd% fetal bovine serum (Gibtla USA). The Petri dishes were
which appears to come from under the nictitating memBraneut in an atmosphere of 5% Ci@air for 48 hours at 3T with
On the other hand, ithe Draize test the product underthe purpose of getting a cell monolayer. This culture medium
evaluation is applied without previous dilution. If we considewas replaced by a 5 ml volume of a solution of 1.8% agarose,
the practical use of a shampoo, we have to take into accooomtaining 0.01% of neutral red mixed in equal parts with Eagle’s
that, except for an accident, only residual quantities of tlmeinimum essential medium without serum. After wetting filter-
product will remain on the eye surface. Considering the abopaper discs (Framék) in the samples, each one of them was
facts, this study aims to define details of experimental conditiodsposited on the agar surface of six dishes and then put again
for a cell culture system which could be used instead of tirea atmosphere of 5% G air for 24 hours at 3T. As positive
current Draize score.

Table 1.Draize test and tytotoxicity assay results applied to shampoos for adult use performed in several dilutions

100% 25% 5% 1% 0.1%
Sample Batch

invivo invitro invivo invitro invivo invitro invivo in vitro In vivo in vitro

1 I C NI C NI C NI NC NI NC
A 2 I C NI C NI C NI NC NI NC
3 I C NI C NI C NI NC NI NC
1 I C NI C NI C NI C NI NC
B 2 I C I C NI C NI C NI NC
3 I C NI C NI C NI C NI NC
1 I C NI C NI C NI C NI NC
C 2 I C NI C NI C NI C NI NC
3 I C NI C NI C NI C NI NC
1 I C NI C NI C NI C NI NC
D 2 I C NI C NI C NI C NI NC
3 I C NI C NI C NI C NI NC

| - Irritant / C - Cytotoxic / NI - Non Irritant / NC - Non Cytotoxic
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Table 2.Draize test and cytotoxicity assay results applied to shampoos for children use performed in several dilutions

100% 25%
Sample Batch

5% 1% 0.1%

invivo invitro invivo in vitro

invivo invitro invivo in vitro In vivo in vitro

1 NI C NI C NI NC NI NC NI NC
E 2 NI C NI C NI NC NI NC NI NC
3 NI C NI C NI NC NI NC NI NC
1 NI C NI C NI C NI NC NI NC
F 2 NI C NI C NI C NI NC NI NC
3 NI C NI C NI C NI NC NI NC
1 I C NI C NI C NI NC NI NC
G 2 I C NI C NI C NI NC NI NC
3 I C NI C NI C NI NC NI NC
1 NI C NI C NI C NI NC NI NC
H 2 NI C NI C NI C NI NC NI NC
3 NI C NI C NI C NI NC NI NC
| - Irritant / C - Cytotoxic / NI - Non Irritant / NC - Non Cytotoxic
and negative controls, 1N sodium hydroxide and 0.9% NaCIZ*T ——Camea

solutions were respectively used. The presence of leachable, |
toxic substances was manifested by the loss of dye from the |
cells as well as by the lysis of the cells within the zone, near the
disc. The toxic response is given as negative or positive, taking® |
into account a response index based on the size of the diffusiogs |

(decolorized) zor&

RESULTS
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—*—100% adult
0.20 —#—100% childrer|
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Figure 1. Cornea grades averages (shampoos for adult and children
each day

—®—ris
—&— Redness
> Chemosis
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Figure 2. Reactions grade of each eye structure, referring to shampoos
for adult use, without dilution

In vitro tests only diluted until 1% (Table 1) are
considered, it is possible to observe a partial correlation with
the rabbit tests. Nevertheless, in the case of dilution absence or
a 0.1% concentration a total correlation of results was observed.

In the case of shampoos for children (Table 2) the
absence of ocular irritation was detected in three of four products,
after being tested without dilution. When samples were diluted
to 25%, all of themwere considered non irritaris for thein
vitro tests from a 5% concentration on, one product presented
ogx), cytotoxic effect, as verified in all samples tested with a
concentration of 1% and 0.1%. Figure 1 shows the evolution of
cornea reactions, according to increasing concentrations. A
higher level of cornea injuries can also be observed. Figure 2

Itis possible to observe in Table 1 that all the shampostows different levels of reactions in the eye structures
for adults are, according to the Draize score, considered @educed by shampoos for adult use. The values presented in
irritant when tested without dilution. After dilutions to 25%the Figure 1 and Figure 2 were calculated employing the average
only a batch has persisted irritant. However, below thiaf grades for ocular lesions described in Code of Federal

concentration all of them changed to a non irritant score.

Regulation.
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DISCUSSION

The development ah vitro assays falls into 2 major non diluted shampoos, when in animal a&s&kie cornea of
categories: screens and replacements, whose demandhefrabbits, which constitutes a protective barrier for the internal
information is usually considerably more relevant Thetructures, suffered the most serious damage, mainly in
informational demands are usually less for an assay used astaations of “pannus” and opacity. Comparing this reaction
screen than for a replaceméent with the lysis of NCTC clone 929 lineage, one of the advantages

This work defends both of them according to differentf working with ain vitro system becomes clear.
steps of its development. After the introduction of a screening The evaluation of the results obtained (Tables 1 and 2)
step, a validation program, demanding even a higher numbeeeaibles us to verify thieigher sensibilityof thein vitro test,
animals, must be started, in case the replacement of methodshsch induces us to valorize the parallel between the test of the
desirable. We can also considbat even if some researcheson-diluted samples using animals and the diluted ones, using
have compared the result of the average Draize score, itis veg)ls. Thus we may consider a correlation, represented by a
interesting to evaluate score irritation responses for each atiiation index of 1% or 0.1%. We can conclude that it is possible
of the eye separately, as an independent observatligure to apply thein vitro test instead of th& vivo one, after a
2 demonstrates that it is really interesting to isolate each reactiameful validation, facing the different characteristics of the
and Figure 1 also helps to confirm the importance of testing tbgstems.
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RESUMO. Embora os testes empregando animais sejam os preconizados para a avaliagdo da seguranca
de xampus, tem-se buscado sua substituicao por métodt®. Este trabalho descreve a avaliagédo da
segurancga de amostras de xampus de uso infantil e adulto, diluidos e nédo diluidos, por meio de método
alternativo empregando a linhagem celular NCTC clone 929. Os xampus de uso adulto promoveram irritagao
quando testados sem diluigcdo, sendo que somente um lote ainda se mostrou irritante quando testado
diluido a 25%. Verificou-se perfeita correlacéo entre os resultddio®s pelos métodas vivoein vitro

para amostras ndo diluidas e quando diluidas a 0,1%. Dos diferentes tipos de xampus de uso infantil,
apenas uma amostra apresentou irritacdo quando empregada metaduvlegido avaliar estas mesmas
amostras pelo métodb vitro, observou-se auséncia de citotoxicidade, para todas as amostras, a partir
das diluic6es a 1% do produto. Portanto, para utilizacdo da metodologiao como alternativa a
metodologiain vivo, faz-se necessario criteriosa validacdo considerando a necessidade de diluicdo do
produto.

PALAVRAS —CHAVE. irritagdo ocular, cultura celular, citotoxicidade, Draize
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A melancia como fonte de licopeno

Watermelon as source of lycopene
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RESUMO. Este trabalho teve como objetivo a quantificagdo dos principais carotenéides da melancia,
variedade Crimson Sweet, produzida nos estados de Sdo Paulo e Goias. As amostras foram colhidas
durante o ano da Central de Abastecimento (CEASA) de Campinas, em um total de cinco frutas analisadas
individualmente para cada regido. As andlises foram realizadas em duplicata, consistindo-se na extragéo
com acetona, particao para éter de petroleo e quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com uma coluna &, Spherisorb ODS2,13m, 4,6 mm x 150 mm, usando elui¢do isocratica em fase
movel de acetonitrila contendo 0,05% de trietilamina:metanol:acetato de etila (60:20:20), com uma vazao de
0,8 mL/min, utilizando padronizagao externa. Os cromatogramas demonstraram que a melancia contém
guase exclusivamente licopeno, com uma pequena quantidaaadzeno. Os teoregd/g) de licopeno
ep-caroteno foram, respectivamente, dg-36e 4, # 2,4 para as frutas de S&o Paulo e de38 2,6+ 1,7

para as de Goias. As concentracdes destes dois carotenoides sdo semelhantes as encontradas em tomate
cultivar Carmen (3% 10ug/g para licopeno e 320,6ug/g paraf-caroteno)evidenciando a melancia

como uma importante fonte de licopeno. As diferencas em termos do local de producdo ndo foram
significativas.

PALAVRAS-CHAVE. carotenoides; licopeno; melancia; analise; CLAE.
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INTRODUCAO envolve o isolamento por coluna aberta e quantificacdo dos
padrdes por espectrofotometria UV/Visivel e andlise quantitativa
O consumo de frutas e vegetais tem sido fortemerdas amostras por CLAE, utilizando padronizacao externa.
relacionado com a diminuicao do risco de doencas degenerativas A obtencéo dos padrdeonsistiu em extracado de polpa
e vem sendo recomendado por programas governamentadeenelancia com acetona gelada, particdo para éter de petréleo,
nao governamentais. e evaporacao em evaporador rotativo. Os carotendides licopeno
Entre os possiveis fitoquimicos presentes associadoe B-caroteno foram isolados em coluna aberta recheada com
essa protecdo estdo os carotendides. Estudos vEIgO:Hiflosupercel (1:2), desenvolvida com éter de petrdleo
demonstrando a relacao dos carotendides com o fortalecimeriatendo porcentagens crescentes de éter etilico (até 8%) e
do sistema imunoldgico e com a diminui¢ao do risco de doengatona (até aproximadamente 20%). A pureza foi verificada por
como certos tipos de cancer, doengas cardiovascular€AE e variou de 95 a 98% para o licopeno e de 94 a 96% para
degeneracao macular e cataratd®® Dentre os carotendides, o B-caroteno. As concentragcfes da solucdo padrdo foram
o licopeno vem ganhando destaque devido a sua alta eficiérogaigidas pelas porcentagens de pureza. A quantificagdo dos
como antioxidante natureg sua possivel agdo contra doencggsadrdes foi realizada com espectrofotdmetro UV/Vis.
degenerativas¢?12® as evidéncias sendo mais fortes para A extracdo das amostras foi realizada com acetona gelada,
céancer de prostata, estbmago e pufnAdonte de licopeno particdo para éter de petrdleo, concentracdo em evaporador
mais investigada atualmente € o torh&t¥* mas a busca de rotativo seguida por evaporacéo total utilizando nitrogénio. A
outras fontes ocorre em varios paises. O licopeno € encontratiipa de saponificagcdo nédo foi necessaria, uma vez que 0s
também em goiaba vermelhBs{dium guajavadj'® mamao principais carotendides ndo eram hidréxicarotendides
vermelho Carica papayd® e pitanga Eugenia uniflord2. A  esterificados. Imediatamente antes da injecdo no cromatdgrafo,
melancia Citrullus lanatug também deve a sua cor ao licopen@s amostras foram dissolvidas em acetona grau HPLC e filtradas.
e, apesar de consumida largamente no mundo todo, tem sido A identificacao dos carotendides foi realizada de acordo
pouco estudada. Segundo o Programa de Desenvolviment@dan Rodriguez-Amay3 utilizando em conjunto o tempo de
Fruticulturd®(Profruta) do Ministério da Agricultura, Pecuariaretengdo, co-cromatografia com carotendide auténtico, espectro
e Abastecimento, em 2002, a produc¢do mundial anual de melanigaabsor¢ao UV/Visivel( . e estrutura espectral fina) obtido
foide 51.657.568 ton. e a brasileira de 833.666 ton. com espectrofotdmetro (Beckman DU 640) e com detector de
O presente trabalho teve como objetivo quantificar aaranjo de diodos. A estrutura espectral fina € dada pelo calculo
carotendides majoritarios (licopen@-earoteno) presentes nada razao Ill/1l multiplicada por 100, onde Il é a altura do pico
melancia, comparando-se frutas de dois estados de graocdaespondente ao maior comprimento de onda e Il a do
producao brasileira, S&o Paulo e Goias, segundo a Compartoiaprimento de onda intermediario, definindo-se o minimo entre
de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESR)dois picos como linha de base.
Como objeto de estudo foi escolhido o cultivar Crimson Sweet, Para a quantificacdo dos carotendides por padronizagdo

por ser 0 mais produzido no Brasil externa, a curva de calibragéo foi construida com cinco pontos em
triplicata e a faixa de concentracéo utilizada foi de 14ug/§para
MATERIAL E METODOS o licopeno e de 3,7 a §44/g para @-caroteno.

O sistema cromatografico era composto por um moédulo

As amostras de melanci€ifrullus lanatug cultivar de separacéo Waters (modelo 2690), controlado por um software
Crimson Sweet foram coletadas em diferentes épocas durankéibenium (versdo 2010). A deteccédo foi realizada em
ano de 2002, diretamente@antral de Abastecimento (CEASA) comprimento de absor¢do maxima (max plot). A cromatografia
de Campinagoi analisado para cada procedéncia um total de fase reversa ocorreu em uma coluna monoméZjga
cinco frutas maduras escolhidas aleatoriamente de grandes I¢&gherisorb ODS2,3m, 4,6 x 150 mm). A elui¢&o foi isocréatica
e analisadas individualmente em duplicata. O cultivar Crimsaom a fase mével composta por acetonitrila contendo 0,05% de
Sweet caracteriza-se por ser uma melancia de colora¢éo véerdgélamina, metanol e acetato de etila na proporgao de 60:20:20,
claro, com listras verde escuro no sentido longitudinal, cooom vazéo de 0,8 mL/min.
formato redondo ovalado de 30-40 cm de comprimento, de 25-
35 cm de diametro e peso variando de 11 a 14 kg. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fruto foi quarteado no sentido longitudinal e duas
partes opostas foram homogeneizadas em multiprocessador A Figura 1 apresenta um cromatograma tipico dos
durante 15 segundos, apds a remocédo da casca e semecaestenodides da melancia cultivar Crimson Sweet, demonstrando
Amostras de 2,0 a 2,6 g da polpa homogeneizada foram retirad@sedominancia do licopeng,(J-caroteno). Este carotendide
para analise imediata. foi identificado pelo seu espectro de absor¢ao na regiéo visivel

A composicdo de carotenodides foi determinada pdgk __ a 442,468, 500 nm em éter de petroleo e a 446, 473, 504 nm
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando umaa fase movel; estrutura espectral % Ill/Il = 65), em acordo com
metodologia adaptada de Kimura e Rodriguez-Arfhayee um cromoforo de 11 duplas ligagdes conjugadas, todas na cadeia
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ra Tabela 1. Concentragbes dos carotendides principais em
. melanciasCitrullus lanatug, Cv. Crimson Sweet, provenientes
de duas regides brasileiras
L=
= Licopeno (1g/g B-caroteno |ig/g
B Procedéncia
T de polpa) de polpa)
=
%:n—
£ Séo Paulo 36ba 4,7 +2,4 a
E:I'.
P Goias 35+ a 2,6 +1,7a
& i 3 . . . . ~ .
| 2 i Letras iguais em uma mesma coluna indicam que nado houve diferenca
m-; e WA S estatistica significativa entre as médias ao nivel de significancia de 5%.
o .:h. i .'l-. : -'h. : J:L.“HW'H " L 'H!W 'HIW n'w
frmupe | mnim

Figura 1. Cromatograma caracteristico dos carotenéides de melanci@ melancia, obtendo valores de 36 a@fy. O menor valor
(Citrullus lanatug Cv. Crimson Sweet. Condi¢des cromatograficas: colunancontrado foi no cultivar Crimson sweet (88 ug/g), nivel
C,, Spherisorb ODS2, @m, 4,6 x 150 mm; fase movescetonitrila  myito similar ao encontrado no presente trabalho. Pelos relatos
contendo 0,05% de trietilamina, metanol e acetato de etila (60:20:2 e maiores teores de Iicopeno em outras variedades de melancia
vazdo: 0,8 mL/min; detector de arranjo de diod@entificacdo dos deve ser considerada no Brasil a producao de cultivares com,
picos: 1.translicopeno; 2.cis-licopeno; 3.p-caroteno. . p ¢

maiores teores.

. o S Outros trabalhos também relataram o teor de licopeno
poliénica. A auséncia de grupos funcionais foi demonstradgh melancia, entretanto, sem especificagdo dos cultivares:
pelo comportamento cromatograficg ¢ 10,9 min.). OB-  Holden et af?’ (49g/g); O'Neill et al* (38g/g) e Setiawan et
caroteno [8,3-caroteno) em éter de petréleo apreseAtoua  g|2¢ (114 ug/g). Este Gltimo valor, porém, pode ter sido uma
448 e 476 nm com um ombro a 424 nm, e na fase movel a 434,8erestimacdo uma vez que estes autores acharam este
480 nm, com ombro a 428 nm, tendo pouca estrutura especigbtenside em frutas, como abacaxi, onde jamais foi encontrado.
(% i = 25), refletindo um cromaéforo de 11 dupIaS Conjugadas Uma vez gue é consumida no mundo todo e praticamente
também, entretanto, com duas duplas em ghdlstempo de  durante o ano inteiro, a melancia torna-se uma fonte importante
retencdo (t= 17,9 min.) indica a auséncia de substituintes. ge licopeno. Para fins comparativos, outras fontes brasileiras

_ ATabela 1 mostra os resultados obtidos na quantificacge jicopeno encontram-se na Tabela 2. O contetido de licopeno
de licopeno e3-caroteno. A analise de variancia (ANOVA)encontrado na melanciailtivar Crimson Sweet é menor do
demonstrou que os resultados obtidos n&o diferege na goiabaRsidium gujavie pitangaEugenia uniflora,
Slgnlflcatlvamente ao nivel de S|gn|f|CanC|a de 5 % entre Aa%aior do gue no mamaﬁ:érica papaya' e equiva|ente ao do

duas regides. _ . tomate Licopersicon esculentum
Perkins-Veazie et ar, determinou
espectrofotometricamente os teores de licopeno em 11 cultivares AGRADECIMENTOS
Tabela 2.0utras fontes brasileiras de licopeno Os autores agradecem ao PRONEX/CNPg n° 662307/
1996-8 pelo apoio financeiro.
Fonte Cultivar Origem da amostra Licopeno Referéncia
(Ho/9)
GOIABA (Psidium guajava IAC-4 S&o Paulo 53 6 15
Paluma Séo Paulo 695+ 18
Ogawa Séo Paulo 589% 18
MAMAO ( Carica papay Solo Bahia 21146 9
Formosa Bahia 263 9
Tailandia Bahia 40 6 9
PITANGA (Eugenia uniflora Pernambuco 73% 2
TOMATE (Licopersicon esculentym Santa Cruz Sao Paulo 36 26
Carmen Séao Paulo 3510 12
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ABSTRACT. This work had the objective of quantifying the principal carotenoids of the watermelon,
cultivar Crimson Sweet, obtained from two producing states: Sao Paulo and Goias. The samples were
purchased during the year from the Central Distribution Center (CEASA) of Campinas, totalling five fruits
analysed individually for each region. The analyses, carried out in duplicate, consisted of extraction with
acetone, partition to petroleum ether and quantification by high performance liquid chromatography

(HPLC) (G, column, Spherisorb ODS2p8n, 4.6 mm x 150 mm; isocratic elution, mobile phase of acetonitrile
containing 0.05% triethylamine:methanol:ethyl acetate (60:20:20); flow rate of 0.8 mL/min), using external
standardization. The HPLC chromatogram revealed that the watermelon analyzed contained almost
exclusively lycopene, with a small amount€arotene. The lycopene afecarotene contentsd/qg)

were, respectively, 365 and 4. % 2.4 for the fruits from S&o Paulo, and$38 and 2.6 1.7 for those from

Goias. The concentrations of these two carotenoids resembled those found in tomato, cultiva35armen

+ 10pug/g for lycopene and 3:20.6ug/g forB-carotene), showing watermelon to be an important source

of lycopene. The difference in terms of place of production was not significant.

KEY WORDS. carotenoids; lycopene; watermelon; analysis; HPLC
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Febre amarelasilvestre no estado de Sao Paulo,
Brasil: casos humanos autoctones

Jungle yellow fever in S&o Paulo state,
Brazil: human autochthonous cases
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RESUMO. Os autores relatam a ocorréncia e os dados resultantes das investigacées de casos humanos
de Febre Amarela (FA) silvestre no estado de Sdo Faul@000, 7 casos suspeitos de FA silvestre foram
confirmados, 5 importados de outros Estados e 2 provavelmente autéctones, de areas localizadas as
margens do Rio Grande, a noroeste do estado de S&do Paulo. Quatro deles evoluiram para ébito. Inquérito
sorologico foi realizado em 630 habitantes de 13 municipios ribeirinhos e pesquisa entomolégica foi feita
nas areas suspeitas de transmissao autoctone. A confirmacao desses casos foi feita por testes sorolégicos
classicos, isolamento de virus e técnicas moleculares. As 7 amostras de soros resultaram positivas em
pelo menos uma das técnicas empregadas. Todas as amostras foram reagentes no teste de MAC-ELISA.
Obteve-se isolamento de virus a partir de amostras de soros de 4 pacientes e nenhum isolamento de
mosquitos. O inquérito sorolégico com 630 soros, mostrou 5,23% de prevaléncia de anticorpos para o
virus FA. A deteccgéo de 2 casos autéctones no estado de Sao Paulo confirma a tendéncia de deslocamento
da transmissado da Febre Amarela para o Sul do Brasil. A presenca de anticorpos para FA em populacéo de
areas sem transmissao recente, revela risco de reurbanizacao da doenca.

PALAVRAS-CHAVE. flavivirus, Febre Amarela silvestre; casos humanos; investigacéo eco-epidemiolégica
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INTRODUCAO ou autéctones, e os dados resultantes das investigacgoes.

A Febre Amarela (FA) é uma doenca aguda causada pelo MATERIAL E METODOS
arbovirus de mesmo nome que é protétipo do Género
Flavivirus, Familia Flaviviridae. A doenca é conhecida desdénvestigacéo epidemioldgica
século XVII e até hoje causa epidemias na Africa e Américas, Técnicos da Vigilancia Epidemioldgica investigaram o
com alta taxa de morbidade e de letalidade na populacdo humacal provavel de infeccdo dos dois casos suspeitos de
Existem dois padrdes epidemiolégicos de transmissaoaddoctonia; verificou-se que, nos dois casos, havia relatos de
doenca: urbano e silvestre. Sob o ponto de vista clinipescaria as margens do Rio Grande. Com base no diagnéstico
etioldgico, imunolégico e histopatoldgico ambas as formas sfiademioldgico, foi elaborado um estudo em 13 municipios
idénticas. Nas Américas, o ciclo de manutencao da FA silvestializados as margens do Rio Grande (Cardoso, Icem, Indiapora,
envolve mosquitos dos génetdaemagogus Sabethesomo Mesopolis, Mira Estrela, Orindiuva, Ouroeste, Paulo de Faria,
vetores-reservatorios, primatas nao humanos dos gén@&wmsulina, Santa Albertina, Santa Clara D’Oeste, Santa Rita
Alouattg CebusAtelese Callithrix, como hospedeiros naturai€D’Oeste e Rubinéia), constituido de entrevistas e coleta de
e 0 homem é hospedeiro acidefitah FA urbana tem como amostras de sangue, precedendo a vacinacao anti-amarilica.
vetor o mosquitcAedes aegypte o homem é o principal
hospedeiro. A incidéncia da FA é maior nos meses de chuvhwestigacao entomolégica primatologica
de temperaturas mais elevadas, quando as condi¢cdes ambientais Apds a confirmacéo do primeiro caso, foram realizadas 3
favorecem maior proliferacao e atividade dos vetéres viagens de campo com o objetivo de coletar mosquitos para

Os paises da América do Sul que relatam casos deviefificar a possivel circulagdo do virus amarilico na &rea. As
periodicamente sdo: Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador € Peaapturas de mosquitos foram realizadas no municipio de Santa
O Brasil tem uma extensa area ocidental onde a FA silvestAdl#ertina, as margens do Rio Grande, em ambiente de mata
enzodtica (Acre, Amazonas, Amapa, Roraima, Rondonia, Matsidual, durante as horas mais luminosas do dia, das 10 as 15
Grosso, Mato Grosso de Sul, Tocantins, Goias, Distrito Fedenaltas, por técnicos previamente imunizados contra Febre
Maranh&o e Pard) e uma area costeira, indene, nos estado&rdasela. Realizou-se captura com pucé e aspirador bucal em
regides Nordeste, Sudeste e’SNlo limite entre essas duaglataforma construida na copa de uma arvore, a aproximadamente
areas, esta localizada a &rea de transicdo ou epizooticasquetros de altura. Coletou-se mosquitos em grande extensao
abrange parte dos estados de Piaui, Bahia, Minas Gerais,d®awoterior da mata; com capturas de 5 minutos, em intervalos de
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do/Stdrma aproximadamente 5 metros entre um ponto e outro. Em alguns
urbana da doenca néo € registrada no pais desde 1942. Admos determinados no interior e na margem da mata empregou-
silvestre ocorre anualmente, como casos esporadicos ou sustbarmadilhas tipo CDC-miniatura, iscadas com gelo seco.
em florestas ou em zonas rurais da Amazonia, regido Centro- Os mosquitos capturados foram anestesiados com gas
Oeste, Maranhédo e Minas Gefars”181? Desde 1998 tem-secarbbnico proveniente do gelo seco, congelados em nitrogénio
observado uma tendéncia de expanséo nas areas de traniéigddo e levados para o laboratério, onde foram conservados
da FA silvestre,com aumento gradual da notificacdo de casesecongeladores a —M0 A identificagdo dos mosquitos foi
epizotias como verificado em Minas Gerais em 2@010 Rio realizada em superficie congelada, até o nivel de espécie ou de
Grande do Sul em 2080espectivamente. género. Foram constituidos lotes de exemplares de mesma

Em 2000, foram notificados 7 casos no estado de $&pécie e processados para isolamento de virus. Com relagdo a
Paulo, sendo 5 importados de outras regiées do pais @i®atas, moradores da regido relataram que havia macacos
provavelmente autéctones. Estes Ultimos ocorreram no extreesidentes na mata, 0s quais costumeiramente aproximavam-se
noroeste do estado, em municipios proximos, localizadosdasede da fazenda a procura de alimentos. Entretanto, relataram
margens do Rio Grande (Santa Albertina e Ouroeste). Nao hagiabém que, pela freqiiéncia desses animais nos arredores da
no estado, registro de transmissédo recente de FA. Os Ultisexte, aparentemente a populagédo havia sofrido uma reducéo,
casos autéctones de FA silvestre datavam de 1953 sendo, dasth®ra ndo tivessem observado exemplares mortos ou doentes
entdo, detectados apenas alguns casos esporadicos, impomadosata. Nao foi possivel realizar capturas de macacos para
de regifes enzodticHs, obtencé@o de amostras de sangue para analise laboratorial.

A partir da confirmacao laboratorial dos provaveis casos
autoctones, técnicos da Secretaria de Estado da Salde déngéstigacao laboratorial:
Paulo, realizaram uma investigacéo eco-epidemioldgica naquela Amostras de sangue e/ou soro de todos 0s pacientes
regido. A populacao ribeirinha de areas adjacentes aos locais clinica compativel com FA, fragmentos de visceras de dois
provaveis de infec¢@o recebeu a vacina anti-amarilica, cqmagientes que foram a 6ébito e mosquitos coletados no campo,
medida de prevencao. foram armazenados e transportados em baldo de nitrogénio até

Os autores relatam a ocorréncia de casos humanos doratério. Para o inquérito soroepidemioldgico foram feitas
FA silvestre, detectados no estado de Sao Paulo, importadestévistas e obtidos o consentimento livre e esclarecido para
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as analises de 630 amostras de sangue de ribeirinhf@sam novamente incubadas & @7por 30 minutos e lavadas
supostamente ndo imunizados contra a FA, procedentes ded® PBS. As laminulas foram fixadas as laminas com uma gota

municipios previamente selecionados. de glicerina tamponada e a leitura foi realizada em microscdépio
fluorescente. Os positivos foram tipados em outro teste de
Isolamento de virus em camundongos imunofluorescéncia, seguindo o mesmo procedimento descrito

Para o isolamento de virus em camundongo foraamteriormente, utilizando anticorpo monoclonal para o virus FA,
utilizadas amostras de sangue e/ou soro, fragmentos de viscinmaecido pelo CDC de Atlanta, GA, USA.
e mosquitos. As amostras de sangue e soro foram inoculadas
puras e diluidas (1:2 em solu¢éo fosfatada tamponada, pH Dagndstico Molecular
com albumina bovina - SIGMA, St. Louis, MO, USA) 0,75% e Sobrenadantes de cultura de células C6/36 foram
antibiéticos: 100 IU de penicilina 1Q@/ml de estreptomicina utilizados para andlise molecular do genoma viral pela técnica
(GIBCO, Grand Island, NY, USA). Fragmentos de visceras, de RT-PCR. O RNA foi extraido pela técnica de Chomczynski e
aproximadamente 1 cm, foram triturados com p6 de vidro em B8ccht, processando-se a amplificacdo apds transcricao
ml do mesmo diluente descrito anteriormente e centrifugadoseaersa, utilizando-se iniciadores especificos para a regido que
800 x g por 10 minutos, em centrifuga refrigerada. Lotes dedifica a proteina do envelope viral nas posi¢cdes 625-1312
mosquitos, separados por espécie, foram triturados em tampéoleotideoS. Os produtos amplificados foram detectados por
fosfato com 1,8% de albumina bovina, estreptomicina-penicilinanalise eletroforética em gel de agarose 1,5%, corado com
nos seguintes volumes: de 1 a 10 mosquitos, usou-se 1 mbdemeto de etidio.
diluente; de 11a20,1,5ml;de 21 a30,2ml;de 31a40,2,5mle
acimade 41, 3,0 ml. A seguir as suspenses foram centrifugaldasnodiagndstico
a 11.000 x g por 30 minutos, em centrifuga refrigerada. Os  As sete amostras de soros dos pacientes, juntamente
sobrenadantes foram inoculados, via intracerebral, em lotesoden aquelas coletadas de familiares e de comunicantes, foram
seis camundongd@wisdactentes, em doses dgi2@s animais submetidas ao teste imunoenzimatico ELISA para captura de
foram observados diariamente, por periodo de 21 dias. Realizanticorpos da classe IgM (MAC-ELISKE) utilizando-se
se passagens seriadas de cérebros de camundongosantigeno do virus FA (BeH111). As 630 amostras coletadas para
apresentaram sinais de doenca até se obter o isolament® dwouérito soroepidemioldgico foram submetidas ao teste de
virus. As cepas isoladas foram identificadas por meio de testebicdo da Hemaglutinacdo (IH), segundo Clarke e Cisals
de Fixacédo de Complemento (FC), segundo Fulton e Duiebelpara pesquisa de anticorpos totais, com antigenos de virus dos

Neutralizagdo (N), segundo Shope e Sather seguintes géneroBiavivirus: Dengue 1 (Hawaii); Dengue 2
(Tr1751); Encefalite St. Louis (SPAn11916); Iguape (SPAN71686);
Isolamento de virus em Cultura de Células lIheus (BeH7445); Rocio (SPH34675); YF (BeH1Xphavirus

Aliquotas de 2Ql de soros de fase aguda e ddencefalite Equina do Leste (SPAN14723); Mucambo (SPAn15600)
suspensdes, preparadas a partir de visceras e de lotesRlmyavirus Caraparu (SPAn26550).
mosquitos (as mesmas utilizadas para inocula¢do em

camundongos), foram inoculados em cultura de células de RESULTADOS
mosquitoAedes albopicutsclone C6/36. Essa linhagem foi
cultivada, 24 horas antes &@8em tubos de ensaio com 1 ml As amostras bioldgicas dos 7 casos humanos resultaram

de meio Leibovitz (L-15, GIBCO), suplementado com 1% dgositivas para FA, em pelo menos uma das técnicas empregadas
aminoacidos ndo essenciais, 10% de triptose fosfato e 10%(@&bela 1). Obteve-se isolamento de virus em quatro casos, sem
soro bovino fetal e antibiéticos. No dia da inoculagédo fajue nenhum efeito citopético fosse observado nas culturas de
acrescentado em cada tubo 1 ml do meio Leibovitz sem saflulas. As amostras de soros dos 7 casos foram reagentes no
bovino fetal. Os tubos foram imediatamente incubado$@ 28teste de MAC-ELISA, sendo consideradas positivas aquelas
Ap6s 10 dias foram centrifugados e os sobrenadantes separagesapresentaram densidade Optica superior ao valor de limite
e guardados em tubos de hemoélise a®C7®As células nos de reatividade (>0.200). As amostras coletadas de familiares e
tubos foram ressuspendidas em 0,5 ml de PBS, pH 7c®munincantes foram negativas.

depositadas em laminas préprias, contendo 16 orificios paralelos As cepas isoladas também apresentaram resultados
e apods secagem a temperatura ambiente foram fixadas as lanpoagivos por PCR, com amplificagcéo de fragmentos de 687 pares
em acetona P.A. a -20 por 10 minutos. As laminas foram entaale bases. Dentre os 7 casos confirmados, 4 (57,1%) evoluiram
submetidas a testes de Imunofluorescéncia Indireta, utilizangara ébito, 100% pertenciam ao sexo masculino, na faixa etaria
se fluido ascitico de camundongo imune para flavivirude 20 a 49 anos, 71,4 % dos casos adquiriram a doenga em
incubadas em camara imida &@por 30 minutos e lavadas ematividade de lazer e 28,6 % em atividade ocupacional. Em relagéo
PBS por 10 minutos. Em seguida foi adicionada antaos sintomas clinicos, 71,4% apresentaram ictericia, 42,9%
gamaglobulina total de camundongo, desenvolvida em cabirgsuficiéncia renal e 28,6% manifestagées hemorragicas.
marcada com isotiocianato de fluoresceina (SIGMA), as laminas
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Tabela 1.Investigacao epidemiolégica e laboratorial dos 7 casos de Febre Amarela notificados no estado de Sao Paulo, Brasi

Paciente Idade Sexo Ocupacgédo Evolucdo Amostra Isolamento de virus MAC- PCR FC N
células camundongo ELISA

SPH 36 M Médico Cura Soro/sangue + + + + + +
188002

SPH 22 M Comerciante  Cura Soro/sangue + + + + + +
188057

SPH 25 M Estudante Cura S soro Nr Nr + Nr Nr  Nr
188483

SPH 44 M Comerciante  Obito Sangue do - - + - Nr  Nr
189057 coragéo

Visceras

SPH 38 M Lavrador Obito Ssoro - - + Nr Nr Nr
189265

SPH 39 M Lavrador  Obito Ssoro + + + + Nr  Nr
189642 Visceras

SPH 37 M  Caminhonei Obito Soro + + + + Nr  +
190388 ro

SPH - amostra de origem humana (H), isolada no Estado de S&o Paulo (SP)
Nr — néo realizado, + positivo, - negativo

I~ Tapela 2. Mosquitos coletados no municipio de Santa
Dentre as 630 amostras processadas pela técnica de | ertina-SP, nos meses de marco, abril e maio de 2000.

foram consideradas positivas aquelas que apresentam titules

de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo maiores que 1/26€nero Espécie Numero %
Destas 33 (5,23%) foram reagentes, sendo que 27 amostmsdes Ae albopictus 8 0,72
tiveram respostg heterotlplca,p.ara flavivirus, enquanto 6 Ae argyrothorax 2 0,18
apresentaram anticorpos monotipicos para FA; 3 de Ouroeste e ]
as outras 3, de Mesépolis, Indiapora, e Rubinéia. Ae scapularis 763 68,74
Foram coletados e submetidos a prova de isolamento de Ae serratus 2 0,18
virus 1.110 mosquitos, divididos em 334 lotes. Os mosquitos Ae sp 4 0,36
pertenciam a 10 géneros distintétaemagogus, Sabethes, Anopheles An (Nys) galvaoi 1 0,09
Limatus, Aedes, Psorophora, Runchomyia, Culex, Anopheles,
Mansoniae Coquillettidia As espécies mais abundantes nas An (Nys) sp 14 1.26
coletas foramAedes scapularjsHaemagogus capricornié An (Nys) strodei 2 0,18
Sabethes chloropterg3abela 2). An (Nys) triannulatus 5 0,45
Embora muitos espécimes do généfaemagogus coquilletttidia Cq venezuelensis 1 0,09
(supostos vetores) tenham sido testados, nenhum isolamento
de virus foi obtido a partir dos mosquitos coletados em San aU|eX Cx (Cux) sp 36 3,24
p q
Albertina, nos meses de marco, abril e maio, 2000, periodo que Cx (Mel) sp 7 0,63
sucedeu a deteccdo dos casos da regido. Cx scimitator affinis 2 0,18
N Haemagogus  Hg capricornii 164 14,77
DISCUSSAO Hg leucocelaenus 1 0,09
No periodo estudado, além dos 7 casos, forarkimatus Li durhami 6 0,54
notificados 55 individuos com suspeita de infecgdo por FA nblansonia Ma (Man) sp 3 0,27
Estado de Sao Paulo, sem que nenhum deles fosse confirmagggrophora Ps (Jant) sp 4 0,36
Com reIagaoNaos .resultcj;ldos dos testes de !H reahzaNdos com os Ps albigenu 14 1.26
630 soros, ndo foi possivel, com base nas informacdes obtidas
na investigacdo epidemioldgica, esclarecer a natureza da Ps ferox 10 0.9
resposta imune verificada em cada caso. Varios inqueridos nRanchomyia ~ Runchomyia sp 1 0,09
souberam informar com clareza, sobre vacinacao anti-amariliggypethes Sa (Sab) sp 1 0,09
passada e outros relataram deslocamentos para outros o
Municipios do Estado e de outras Unidades da Federacgéo. Os Sa belisariol 4 0.36
Sa chloropterus 55 4,95

poucos individuos que afirmaram nao terem recebido vacina
tinham histdrico de deslocamento para outras regides. Total 1110 99,98
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Apesar dos esfor¢os de captura de mosquitos, para  H& que se considerar ainda o risco de reurbanizagéo da
detectar a circulacao do virus na area estudada, ndo se obt®emnca, uma vez que, 0s vetores comprovado e poteveias
sucesso nas tentativas de isolamento de virus, embaesyptie Aedes albopictusespectivamente, encontram-se
espécimes pertencentes aos géndemmagogue Sabethes amplamente disseminados pelo pads epidemias de Dengue
gue incluem espéciesl§. janthinomys, Hg. albomaculatus,na maioria dos estados refletem a presenca maciéadies
Hg. leucocelaenusSa. chloropterusconhecidamente vetoras aegypti.
em outras regides do pais tenham sido capturados em nimeros Apesar da disponibilidade de uma vacina com eficacia
expressivos, atingindo 20,26% do total de mosquita®99% e imunidade duradoura (minimo de 10 ah@®ssoas
pesquisadods®, nao imunizadas sao atingidas pela virose quando adentram

A circulagdo do virus amarilico em areas endémicas éeas enzodticas para atividades de trabalho (desmatamentos
deslocamento rapido e continuo de pessoas que frequengara abertura de estradas, cultivos, moradia e mineracao) ou
aquelas areas, com finalidade de trabalho ou de lazer, determidanfazer (turismo ecoldgico, cagada ou pescaria). Individuos
0 aparecimento de casos importados em regides indenes. infectados nesses ambientes, podem trazer o virus para areas

A &rea com suspeita de transmissdo autdctoneushanas onde, na presenca de altos indices de infestacao de
classificada, segundo a FUNASA, como area epizodtica oudetores, podem desencadear a transmissdo da forma urbana
transicao para transmissao de FA. A detecc¢éo de dois provagzisioenca. Embora os casos de FA sejam esporadicos, ndo se
casos autdctones na regido, a presenca de anticorpos pakee ignorar o risco de se estabelecer sua reurbanizagcéo, com
flavivirus em populacdo humana em areas sem registro gtaves consequéncias para a saude publica. No estado de Sao
transmisséo recente da doenca, a distribuicdo de mosquRasilo, campanhas de vacinacao foram intensificadas no
vetorese a ocorréncia de primatas nao humanos, hospedeipesiodo de 1986 a 2000, em decorréncia do registro de casos
naturais e amplificadores do virus amarilico, sugeremimportados de FR. As campanhas foram expandidas para as
possibilidade de deslocamento do virus FA com ampliacdoidayides Norte e Leste do Estado, especialmente em éareas
area de transicéao. ribeirinhas dos Rios Grande e Parand. Dada a existéncia da

O aparecimento de casos humanos sugere a ocorrérioigna silvestre da doenca, que impossibilita a eliminacéo de
de contato de uma populagéo néo protegida, com uma circulagétores, de hospedeiros e, conseqgiientemente, do virus, ndo
viral silenciosa, restrita a ambiente silvestre. Sdo necessasespode admitir um relaxamento nas atividades de vigilancia
mais estudos que possibilitem a compreensao de fatores gpiglemiolégica e sanitaria; € necessario que as medidas de
determinam o aparecimento de casos e a expansdopdatecdo a populacdo humana sejam uma constante nos
transmissédo do virus para outras areas, nao considergu@gramas de salde publica.
enzodticas. A impossibilidade de se pesquisar primatas nédo
humanos e a ndo detecgao de mosquitos naturalmente infectados AGRADECIMENTOS
inviabilizou a determinac¢é&o do local de transmissao silvestre.

Os autores agradecem aos funciondrios das Secdes: Virus
Transmitidos por Artropodos, Culturas Celulares e Biotério, que
direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste
trabalho.
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ABSTRACT. The authors relate the occurrence and the results of the investigations of human cases of
jungle yellow fever (YF) in Sao Paulo State. In 2000, 7 suspect cases of YF were confirmed; 5 of them were
imported from other States and 2 probably autochthonous, from areas located at the banks of the Grande
river, at Northwest of the Sao Paulo State. Four of them evolved into death. Serological survey was done
among 630 inhabitants of 13 riverside Counties and entomological research was performed in the areas
in which there was suspicion of autochthonous transmission. The confirmation of these cases was done
by serological tests, virus isolation and molecular techniques. The 7 samples resulted positive for YF in
at least one of the tests. All the 7 samples were reacted to YF in MAC-ELISA test. The virus was isolated
in serum samples of 4 patients and no virus isolation was obtained from mosquitoes. The serological
survey showed 5,23% of prevalence of YF antibodies. The detection of two cases of jungle YF in Sdo
Paulo State confirm the tendency that the transmission has migrated to the South of Brazil. The presence
of antibodies for YF among population in areas where earlier transmission was not reported until now,

reveals the risk of the reurbanization of the disease.

KEY WORDS. flavivirus, jungle Yellow Fever; human cases; eco-epidemiological survey
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RESUMO. As aguas utilizadas para diluicao de solugdes de didlise devem ser praticamente isentas de
contaminantes para garantir a seguranca do paciente com insuficiéncia renal. O tratamento da agua de
abastecimento usada para esta finalidade deve, principalmente, eliminar a maior parte dos ions fluoretos.
Estes ions podem causar aos pacientes doencas 0sseas do tipo osteomalacea e osteoporose, hipercalemia,
entre outras. O método do eletrodo ion seletivo é considerado o mais adequado para a determinagao do
fon fluoreto em aguas de abastecimento, devido a sua alta seletividade, melhor linearidade e menor
susceptibilidade a interferentes, quando comparado com o método espectrofométrico. O presente trabalho
teve como objetivo investigar a aplicacao deste método para a determinacéo das concentracdes de ions
fluoretos em aguas para diluicdo de solugGes de dialise. Avaliou-se o uso de seis solugGes tampdo com
composicOes diferentes para analise de solugdes aquosas com concentragfes de ions fluoretos de 0 a 2,5
mg/L. Verificou-se que as melhores condi¢cdes experimentais para o método potenciométrico foram o
emprego de solugéo tampéo (TISAB 0), preparada com cloreto de sédio e acido acético glacial com pH
final 5,4 - 5,5 ajustado com hidréxido de sddio, utilizando adigéo de padréo.
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INTRODUGAO para solucdes de dialise a ser implantado pela rede de

- o . Laboratérios de Saude Publica do estado de S&o Paulo.
A agua utilizada para dialise, quando inadequadamente

tratada, coloca em risco a vida e a seguranca do paciente com MATERIAIS E METODOS

insuficiéncia renal. A magnitude dos problemas e riscos

envolvidos com este tipo de agua, pode ser estimada quaigipamento

comparada com o padréo estabelecido para aingestdo médiade potenciometro para determinagdo de pH/ion seletivo,
agua potavel de 2 litros diarios ou 14 litros por semana. Pacieni§delo 710A, marca Orion e eletrodo combinado de ion seletivo
que fazem trés sessdes de dialise com 4 horas cada, epi#Q fluoretos, modelo 96-09, marca Orion.

expostos a aproximadamente 300 litros de agua por semana,

correspondendo a uma exposigéo vinte e cinco vezes maiorgicses-padrao

que a ingestao diaria de agua Foram utilizadas amostras solucées-padrdo de fon
Os contaminantes presentes na agua de abastecimefiigreto em concentracdes de 0 a 2,5 mg/L, preparadas a partir

podem ter acesso a corrente sanguinea se forem absorvigesiiluicses de uma solugso estoque de fluoreto de sodio de

pelo trato gastrintestinal. Quando presentes nas aguas utilizagggcentracao igual a 1000 mg#t. Todas as solu¢des foram

para diluicdo de dialise, o sangue do paciente esta diretamgif€paradas com agua destilada e desionizada.
exposto a estes contaminantes toxicos, e 0s pacientes em

dialise, por terem funcéo renal diminuida, apresentam um|ycoes-tamp&o
reducao significativa na sua capacidade de excretar substancias = As solu¢des-tampao foram preparadas de acordo com

toxicas através da uriha as formulacbes abaixo, na proporcéo de 1:1 entre a solugéo-

O ion fluoreto em concentracdes elevadas pode cauggmpao e solugio-problema, exceto para TISAB III-CDTA e
ao paciente doencas 0sseas do tipo osteomalacegra, que foi de 1:10:

osteoporosé como também hipercalerfiidntoxicacéo cronica . T|SAB Oi (g.s.p. 1 litro): 589 de cloreto de sddio, 57mL de
por flor aumenta a ossifica¢éo, hipermineralizagéo, calcificac@gido acético glacial, 500mL de agua desionizada, 120mL de
dos ligamentos, além de induzir osteodistrofia renal. O fluo§0|ugg10 de hidréxido de sédio 5M.
através do sangue do paciente, também pode se acumulappgedimento: Adicione cloreto de sddio e acido acético glacial
cabeca, causando disfungdes no sistema néefvoso a agua desionizada. Lentamente, adicione com agitacéo, solucdo
O método utilizando o eletrodo de ion seletivo e hidroxido de sodio 5M; agite até dissolucdo dos sais. Apos
considerado o mais adequado para a determinacdo do &ffriar, meca o pH da soluco final, que devera ser 5,4 - 5,5. Se
fluoreto em aguas de abastecimento, devido a sua a{@cessario ajuste 0 pH com solucéo de hidréxido de sdio 5M.
seletividade e melhor linearidade quando comparado com @®mplete o volume com agua desionizada para 1000 mL.
meétodos espectrofotométri€éd8°! Para manter aforgaionica. T|SAB || — CDTAY (9.s.p. 1 litro): 58g de cloreto de sddio,
da solugéo, descomplexar os ions fluoreto e ajustar o pH g2 m|_ de 4cido acético glacial, 500mL de &gua desionizada,
solucéo, varias formulagdes de TISAB (total ionic strenghgomL de soluggo de hidréxido se sodio 5M, 4g de CDTA (1-1-
adjustment buffer/tampéo de ajuste de forca ibnica total) té&hlohexiIeno-dinitrilo-tetracético).
sido propostas, sendo que a escolha depende da concentrgg@@edimento: idem ao anterior, sendo que o CDTA é colocado
de fluoreto e dos ions interfererfe®!o1412 junto com os sais iniciais, antes da solucéo de hidréxido de
Os centros de dialise utilizam aguas provenientes dgdio 5M. O pH resultante devera estar na faixa de 5,0 — 5,5.
sistemas de abastecimento publico, as quais passam por.UumrSAB || — EDTA (g.s.p. 1 litro): 58g de cloreto de sédio,
processo obrigatorio de fluoretac&o, onde o ion fluoreto deve es{am|_ de 4cido acético glacial, 500mL de agua desionizada, 160mL
presente em concentracdes de 0,6 a 0,8 #ndfara o Uso N0 ge solucio de hidroxido de sdio 5M, 4g de EDTA (4cido etileno-
tratamento dialitico, estas aguas devem ser tratadas por sistegisigro tetracético).
adequados, retendo os ions indesejaveis. A concentragéo maxpRscedimento: idem ao anterior, substituindo o CDTA pelo
permitida de fluoreto em aguas de dialise é de 0,23mg/L EDTA.
Atualmente, ndo se tem um método oficial nem um método T|SAB |11 - CDTA (g.s.p. 1 litro): solug&o de hidréxido de

recomendado para a determinagdo de ions fluoreto em &g4agio a 40% (m/v), 300g de citrato de sédio dihidratado, 589 de
destinadas a diluicéo de solugdes de dialise. cloreto de sédio, 0,015g de vermelho de cresol, 500mL agua
O presente trabalho tem como objetivo realizar um estugsionizada e 18g de CDTA.
comparativo de solugdes-tamp&o, de composi¢éo mais simpfggcedimento: Adicione, gota a gota, até dissolucio completa
e de menor custo, porém com formulacdes caracteristicas ¢ag sais, solucdo de hidroxido de s6dio a 40% (m/v) & agua
solugdes-tampéo sugeridas para a analise potenciomeétricagdgjonizada e CDTA. Acrescentar, sob agitacéo, citrato de sodio
ions fluoreto em aguas destinadas para o consumo htifffano ginidratado, cloreto de sédio e vermelho de cresol. Apés
A partir dos resultados obtidos, pretende-se definir as melhor(ggsomggo dos sais, completar o volume para 1000 mL com agua
condicdes experimentais para o controle de fluoretos em agygsionizada. O pH resultante devera estar na faixa de 6,5 — 7,0.
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e TISAB Il - EDTA (g.s.p. 1 litro): solucéo de hidroxido de RESULTADOS E DISCUSSAO

sédio a 40% (m/v), 3009 de citrato de sodio dihidratado, 58g de

cloreto de sddio, 0,015g de vermelho de cresol, 300mL de agua A medida de fluoreto sofre varios tipos de interferéncias.
desionizada e 18g de EDTA. Os cétions polivalentes, em especial o aluminio e o ferro, formam
Procedimento: idem ao interior, substituindo o CDTA pelo EDTAomplexos com este ion dependendo do pH e da razéo entre as
« Citrato 0,1M (g.s.p. 1 litro): 22g de &cido citrico, 400mL deoncentragfes do cétion e do ion fluoreto; hexametafosfato e
agua desionizada, solucéo de hidroxido de sodio a 50% (mimtofosfato também séo interferentes. Para a eliminacé@o desse
Procedimento: Dissolver o sal com a agua desionizada, sobblema, geralmente € indicado o uso de solucdo tampéo
agitacdo. Ajustar para pH 6,0, adicionando lentamente solugimtendo CDTA, um componente que complexa esses e outros
de hidréxido de sédio 50% (m/v). Completar o volume para 10088tions que possam estar presentes nas anfostras

mL com agua desionizada. Esta solucéo é estivel por apenas 1 Para avaliar qual solu¢éo tampéo seria a mais indicada

semana, conservado em geladeira. para a determinac¢é@o de ions fluoretos em solu¢gbes aquosas
) diluidas de concentra¢bes em torno de 0,2 rfig[Hez-se
PROCEDIMENTO ANALITICO: medidas de solu¢gdes-padrdo de ions fluoretos nas

1. Curvas de calibracéo diarias para checagem do eletrodo concentracges entre 0,035 a 1,25 miglFutilizando-se,

1.1. Método 1 — Leitura Direta (calibraco interna) separadamente, cada uma das solu¢des-tampao em avaliacéo.

Para obtencéo da curva interna do equipamento foram As medidas de concentragdo de ions fluoretos nas

preparadas duas séries de solucdes — padrao: 0,03; 0,30; §%696es—padréo foram realizadas de duas maneiras distintas.

mg [F]/L (para o estudo de amostras com baixa concentraq@tﬁc'almeme’ calibrou-se o equipamento, obtendo-se um

de fon fluoreto) e 0,1; 1,0: 10,0 md[E (para concentracdes coeficiente angular em torno de -58 mV/década de concentracéo
acima de 0,5mg[]7LSv,’uti,liz’and,o—se os tampdes estudados. 25C. A seguir, determinou-se a concentracéo do ion fluoreto

procedimentos foram realizados em sala climatizada com aj e sollugoias—p.adrao previamente tamponadas (metqdo 1~ B
manual da temperatura no equipamento a 2. eterminagéo direta). O outro modo de medida, determinacdo

indireta em mVolts, consistiu em fazer curvas-padrao
(concentracao em mgJH versus medidas em mV) utilizando-
se diferentes padrées de ions fluoretos, cujo equipamento estava
gviamente calibrad® coeficiente angular no intervalo de —
Ag'a —60 mV/década de concentragdo. Destas curvas foram
eterminadas as concentrac¢des de ions fluoretos nas solu¢des
a%eviamente tamponadas (método 2 — determinacao indireta).
Estes dois modos diferentes de determinar o ion fluoreto

1.2. Método 2 — Determinacéo Indireta.

ApGs checagem da operacgéo do elettpdweficiente
angular no intervalo de —54 a —60 mV/década de concentra
foram preparadas curvas de calibracdo com dois interva
distintos de concentracdo: 0,02 a 0,1 mj[Fe
0,1a2,5 mg[i/L, para cada tampéo estudado. As medidas for

obtidas em mV a partir da curva previamente construida (mV uGH dréo f liad i b ~ d
versus [fmg/L). Os procedimentos foram realizados em sal}ftS Solugoes-padrao foram avaliados, pois ambos estao sendo

climatizada com ajuste manual da temperatura no equipameﬁéqos nos Iaborat.orjos que reallzam a."l"’?"ses de ion fluoreto
a 25+ 1°C. em 4guas para diluicéo de solucéo de dialise.

Os resultados da regresséao linear e do coeficiente de
2. Testes de recuperagio correlagdo para cada uma das solugdes-tampao obtidas através

O estudo de recuperacéo foi realizado em duplicata, cdjrﬂ metA()dolg, es(tjéo apresentadals n: Tat()jela L fici q
solugBes-padréo de 0,035; 0,045; 0,075; 0,35; 0,65: 0,85 e 1,25  ~halisando-se os resultados de coeficiente de
mg[FJ/L, utilizando-se separadamente todos os tampdes. Forspirelacéo, verifica-se que os melhores resultados foram obtidos

procedidos 05 ensaios independentes a temperatura de 25P@raas solu.gées-tampéo: TISAB 0, TISAB II- EDTA, TISAB
III-CDTA e Citrato 0,1M.

Visto que o potencial do eletrodo e do eletrodo de
5eferéncia sdo afetados por variagdes de temperatura,
linear nas curvas de calibraé&o influenciando diretamente o equilibrio da solubilidade e

Para 0 estudo do coeficiente angular foi de"mitadacapnseqUentemente o coeficiente angular, os procedimentos

faixa de tolerancia com intervalo de confianca de 95%. ParfSO(Sam gaahzadl?s dSOb das mesmas Eondéﬁ%es' q q
estudo do coeficiente linear foi aplicado a andlise dos re$iduos S résultados de recuperacao obtidos para cada um dos

Os dados foram analisados usando equacao de regressao Iilwg%)dgs ﬁ!tad?js (metodé) sle f2_) estao ap_:fsentados nas F|dg.L(;ras
e foram realizados com auxilio do programa Excel. € <. Analisando-se ambas as liguras, verilica-se que as medidas

As solucdes de concentragdes 0,5: 1,0 e 1,5 ig[F realizadas por ambos os métodos apresentaram desvios ao

preparadas a partir de padrao certificado de fluoreto 1000 mdﬁidor de 100% de recuperacdo. Ainda, pode-se observar que

foram utilizadas para avaliar o desempenho das solugéggq-bos 0s métodos apresentaram variagoes de recuperagéo em

tampéo TISAB 0, TISAB II-EDTA e TISAB Il- CDTA para os go”,‘o daﬂconce”tra‘?‘?‘o 0,20 ”.}M%"a'or i E’jerm'ss“’e'
dois métodos, quanto a DTECiSéO (utn Student). e lons fluoreto em aguas utilizadas em iglsmndo que esta

3. Andlise estatistica
A planilha tutorial foi empregada para defini¢cdo da faix
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Tabela 1.Resultados da regresséo linear e o coeficiente de correlacdo para cada uma das solu¢des-tampao em estudo, ob
através do método 2 (determinac¢éo indireta).

Solugéo tampao Regresséo linear Coeficiente de correlacddR
TISAB 0 E (mV) = -24,845.In (mg F/L) + 111,81 0,9996
TISAB Il EDTA E (mV) = -24,355.In (mg F/L) + 113,63 0,9995
TISABII CDTA E (mV) = -23,577.In (mg F/L) +112,07 0,9988
TISAB Ill EDTA E (mV) = -24,741.In (mg F/L) + 91,615 0,9989
TISABIII CDTA E (mV) = -24,205.In (mg F/L) + 86,549 0,9995
CITRATO 0,1M E (mV) = -23,966.In (mg F/L) + 109,12 0,9995

variacdo foi mais significativa para as medidas obtidas pedgente complexante, ou auséncia deles (TISAB 0) mostrou ser
método 1. Para a faixa de concentracao de 0,035 a 2,5]fiag[F mais apropriada para a determinacao do fluoreto pelo método
as curvas de calibracéo foram lineares a partir de 0,20]fhg[F potenciométrico para agua de didlise. Foi ainda observado que
para o método 2 e para concentra¢g@es acima de 0,4@/ing[Fos procedimentos realizados na auséncia de agentes
para o método 1. Deste modo, para a realizagcdo dasnplexantes demandaram menor tempo para estabilizagcéo e
determinagdes do respectivo ion nestas aguas € indicado apliesposta do eletrodo.
a técnica da adicdo de padrédo, para obtencéo de concentracdo Quanto a comparacdo entre os tampdes estudados em
final a partir de 0,5 mg[lL (Tabela 2). ambos os métodos (Tabela 2), os valores de t calculados em

A partir dos graficos representados nas Figuras lt@los os casos foram menores que os valores de t tabelados
2, verifica-se que os melhores resultados de recupera¢dbd Student), mostrando que a diferenca verificada entre as
foram obtidos para os tampdes TISAB II-CDTA, TISAB 0 enédias néo foi significativa do ponto de vista estatistico (p
TISAB II-EDTA, sendo que para o método 1 o melhor de5%).
todos foi TISAB 0 e para o método 2, TISAB Il EDTA e Fazendo-se uma avaliacdo conjunta dos resultados
TISAB 0. obtidos a partir das Figuras e Tabelas 1 e 2, pode-se sugerir que

Na comparagéo entre as médias para os dois métodossleolugbes-tampéo mais indicadas para analise de ions fluoreto
leitura (Tabela 2), pelo teste “t” Student, o valor de t calculadon 4guas para a didlise seriam TISAB 0 e TISAB Il EDTA,
(0,031) é menor que o t tabelado (2,306), mostrando que ndakando-se a técnica da adicdo de padrdo. Convém salientar,
variacdo estatisticamente significativa . gue além do coeficiente de correlagé@o para o TISAB Il CDTA

A utilizacdo de solugBes-tampao com formulacteser inferior a 0,999, esta solugdo-tampao utiliza reagentes mais
modificadas, como a substituicdo do CDTA pelo EDTA comearos que as demais solu¢gbes-tampéo citadas.

Tabela 2 Concentracdes médias de fluoretos e respectivos desvios padrdes para solugdes padrdes deste ion.

Concentracao de ion fluoreto medida ( mg/L)
[er-ngg‘a Método 1 (leitura direta) Método 2 ( leitura indireta)
TISAB O TISAB Il EDTA |TISAB Il CDTA TISAB O TISAB Il EDTA TISAB Il CDTA
0,5 0,498 + 0,005 0,502 + 0,009 0,50 £ 0,01 0,496 + 0,008 0,501 + 0,005 0,498 + 0,008
1,0 0,991+ 0,006 0,986 + 0,007 0,99 + 0,02 0,998 + 0,005 0,997 + 0,p07 1,00+£0,01
1,5 1,484 = 0,005 1,48 £0.01 1,48 £ 0,02 1,498 = 0,007 1,50+0,01 1,50+0,01

210



Freitas, V. P. S. et al. - Estudo comparativo de solugdes-tampéo para determinacdo de fluoreto em aguas para diélise
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 207 - 212, 2003.

115 1

—
~——Citrato 0,1M
=—A—TISAB Ill EDTA

=—&—TISAB Il EDTA
=>=TISAB Il CDTA

=O==TISAB Il CDTA
=O=TISAB 0

-
=
o

=
o
a

\

=
o
=]

\

—

P

©
<}

% de recuperacao
©
o

-

® o
S G

A <

~
a

0,035

7

0,235

7/

[F-] - mg/L

0,435

0,635

@
a

=== Citrato 0,1 ==4=—TISAB || CDTA «=O==T|SAB || EDTA
TISAB Ill CDTA ==X==T|SAB IIl EDTA =={}=TISAB 0

115

110 %

105 %
g P — O ———
ug
g 100
8 ;
a 95 "
: [ =
g 9%
B3

80

75 +
0,035

0,235

0,435
[F-] - mg/L

0,635

Figura 1. Distribuicdo da Porcentagem de recuperagdo em Padr@es ligura 2. Distribuicdo da Porcentagem de Recuperagdo em Padrbes de
concenrtagéo entre 0,035 e 0,65 mg(F-)/L em funcdo de diferentes solugéescentracéo entre 0,035 e 0,65mg(F-)/L em funcéo de diferentes solucdes-
tampé&o, medida pelo método 1. tampé&o, medidas pelo método 2

CONCLUSOES Tendo em vista avaliacdes de custo e rapidez de andlise, a
Das solu¢cbes—tampdo estudadas, as mais adequagtdecdo tampéo TISAB 0 é a mais indicada, dada a baixa
para a determinacgéo de fluoreto em aguas de didlise pelo métoalacentracéo de interferentes nesta matriz.
potenciométrico com eletrodo ion seletivo, foram Com relagédo aos dois métodos de leitura, ndo existe
respectivamente TISAB 0, TISAB II-EDTA e TISAB II-CDTA, diferenca significativa entre o direto e o indireto; porém a
as quais ndo apresentam diferengas estatisticas significatipagticidade do método de leitura direta, sugere a sua aplicacéo.
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Freitas, V. P. S. et al. - Comparative study of buffer solution for determination of fluoride in water used
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ABSTRACT. Water for dilution of the dialysis solution must be pratically free of contaminants to
guarantee the health security of dialysed patients. The treatment of the potable water for this use must be
able to eliminate the majority of the fluoride ions. The use of water with high concentrations of these ions
is related to the development of osteopathias such as osteoporosis and osteomalacia, The ion-selective
electrode method is considered the best one for measuring the fluoride ion in potable waters, because it
has high selectivity, good linearity and poor sensitivity to interferences, when compared to the
spectrophotometric method. hiperkalemia, among others. The ion-selective electrode method is considered
the best one for measuring the fluoride ion in potable waters, because it has high selectivity, good
linearity and poor sensitivity to interferences, when compared to the spectrophotometric method. The
main objective of this research was to test the application of this method to measure low concentrations
of fluoride ions in waters used to dilute dialysis solutions. Six different compositions of buffer solutions
were investigated, with and without the addition of standard solution, ranging from 0 to 2.5 mg/L of
fluoride ion concentration. The best results were obtained using buffer solution prepared with sodium
chloride and acetic acid with the final pH equal to 5.4-5.5, adjusted with sodium hydroxide, using standard
addition solution.

KEY WORDS. fluoride ions; ion-selective electrode method; dialyisis.
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RESUMO. Este estudo teve por objetivo conhecer o comportamento do 6leo de soja refinado em frituras
descontinuas, utilizando sucessivas frituras de batatas palito, submetido a temperatura de 180°C e relagfes
superficie/volume (S/V) iguais a 0,2; 0,4 e 0,6'chs frituras foram conduzidas em fritadeira doméstica,

onde o o6leo foi aquecido por 12,5 horas, em dois dias consecutivos, com temperatura controlada e
reposicéo de 6leo fresco. Nas amostras de batatas procederam-se as andlises do teor lipidico e da umidade,
e nos 6leos obtidos durante o processo de fritura, foram analisados: acidos graxos livres, indice de
peroxidos, dienos conjugados e compostos polares totais. Observou-se que o aumento da relagdo S/V e
o prolongamento do tempo de fritura influenciaram diretamente na alteragao do 6leo. As alteragdes fisico-
guimicas no 6leo foram maiores na relagédo S/V 0,6. cBentre os tempos de fritura estudados, os
produtos fritos até 9,5 horas foram os mais recomendados, pois acima deste tempo de fritura, observou-
se aumento do nivel de alteragdo, principalmente na analise de compostos polares totais, atingindo
valores de 25,23 e 26,57%, nas relacées S/V 0,4 e G,6espectivamente, valores estes superiores aos
recomendados pelas regulamentacfes de alguns paises.

PALAVRAS-CHAVE. relagéo superficie/volume, 6leo de soja, fritura descontinua, batata palito.
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INTRODUCAO 2. Processo de fritura
Foi utilizada nos ensaios uma fritadeira doméstica marca
O consumo de 6leos no mundo vem aumentando H4KS home, modelo DF-150/AL, com volumes de 6leo de soja de
Ultimas décadas. Isso se deve, em grande parte, ao increm&6@p, 800 e 550 mL para manter as rela¢des superficie/volume (S/
dosfast foodsgue se utilizam na grande maioria de frituras. @) em 0,2; 0,4 € 0,6 ctrespectivamente. Os lotes de batatas
alimento frito tem se tornado muito popular, apesar de guiesntinham aproximadamente 320 g para S/V 0,2 ¢80 g para
alimentares recomendarem a reducgao do nivel de lipidios rfa die3dv 0,4 cmt e 110 g para S/V 0,6 cimA temperatura empregada
No processo de fritura ocorre incorporacao do 6leo rfoi de 180°C e monitorada durante todo o processo pelo
alimento modificando suas propriedades nutricionais termostato da fritadeira, juntamente com o auxilio de um termopar
sensoriais, além da transferéncia de calor reutilizdssth forma tipo T.
de aquecimento é mais eficiente que o cozimento por ar quente  Antes de dar inicio aos ensaios de fritura, o 6leo foi
em fornos e mais rapido que o cozimento em agua, ja quesabmetido ao aquecimento por periodo de 10 minutos para o
temperaturas alcancadas pelo 6leo no processo de fritura astabelecimento do controle de temperatura na fritadeira.
superiores as alcancadas pela agua em ebulicdo, levando a uma Cada lote de batatas foi frito por 5 minutos, empregando
rapida elaboragéo dos alimerifos um intervalo de 25 minutos entre cada fritura, sendo que 5 minutos
Fritar € uma maneira rdpida e conveniente para elaborag@am utilizados para o reaquecimento do 6leo antes de iniciar a
de alimentos com propriedades sensoriais Unicas como cor, sdiitura seguinte. Os 6leos foram aquecidos por um periodo total
flavour, textura e palatabilidade. No entanto, durante a fritude 12,5 horas em dois dias consecutivos, sendo 6,25 horas em
por imerséo, ocorrem alteragdes indesejaveis como reacbada dia. Nos intervalos das frituras foram feitas reposicdes
térmicas, oxidativas e hidroliticas, além de mudancas fisiamem 6leo fresco para manutencao das relacdes S/V estudadas.
guimicas devido a formacao de novos componentes. As amostras de 6leo e batata foram coletadas nos tempos
Considerando-se, ainda, que uma parte do 6leo utilizal; 3,5; 6,5; 9,5 e 12,5 horas de fritura. Foram também retiradas
no processo de fritura é absorvida pelo alimento e torna-se pareostras de 6leo original e batamanatura para analises
da dieta, verifica-se a necessidade da utilizacdo de um meigdsteriores.
fritura de boa qualidade e a manutencéo desta qualidade por Amostras com 25 mL de 6leo foram colocadas em frascos
periodos mais long&s de vidro &mbar e, em seguida, armazenadas em congelador a
Os possiveis riscos a saude envolvidos no consumotdenperatura de —20°C para evitar posteriores alteracdes
O6leos aquecidos ou oxidados como pré-disposi¢caooaidativas. Amostras de 100 g de batatas fritas foram pesadas,
arteriosclerose, acdo mutagénica ou carcinogénica forambaladas em folha de aluminio e sacos de polietileno, e
comentados e revisados estocadas em congelador. Todas as amostras foram
Alguns fatores que influenciam a absor¢éo e a qualidadescongeladas apenas no momento das andlises, as quais foram
do 6leo sao dependentes do proprio processo como o tiporeiizadas em duplicata.
equipamento utilizado, a temperatura, o tempo e 0 método de
fritura. Outros, extrinsecos ao mesmo, se relacionam com o thdetermina¢des analiticas
de 6leo utilizado, sua composicao, a presenca de aditivos, o sipoTeor lipidico - método AOCS Bc 3-49 (1993gxpresso em
de preparagdo do alimento, assim como a relac@o superficieporcentagem, determinado no equipamento de extracdo de
volume®, gordura, modelo MA 490 da marca Marconi.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento Teor de umidade método AOCS Bc 2-49 (1990gxpresso
do ¢6leo de soja refinado em frituras descontinuas, utilizando em porcentagem, obtido através da relacé@o entre o peso de
sucessivas frituras de batatas palito, submetido a temperaturagua eliminada do produto pelo peso da amostra total.
de 180°C e relacdes superficie/volume iguais a 0,2; 04 e 8,6 cm  Acidos graxos livres método AOCS Cd 3d-63 (1993)nde
denomina-se “grau de acidez” a porcentagem de acidos graxos
MATERIAL E METODOS livres que contém um 6leo, expressos como acido oléico.
1. Amostras + Indice de peréxidos método AOCS Cd 8-53 (1993pnde
Foi utilizado nos ensaios de fritura o 6leo de soja refinado denomina-se indice de peréxidos os milequivalentes de
da marca Cargill, que apresenta em sua composi¢ao antioxidantegxigénio ativo contidos em um kilograma de 6éleo, calculados
- Terc Butil Hidroquinona (TBHQ) e acido citrico, proveniente a partir do iodo liberado do iodeto de potassio.
do comércio local. » Compostos polares totaismétodo cromatografico proposto
As batatas do tipo Monalisa, também adquiridas no por Dobarganes et §lexpressos em porcentagem.
comércio local, foram descascadas, cortadas mecanicamente n®ienos conjugados método AOCS Ti 1a-64 (1993jue
forma palito (1 cm x 1 cm x 6 cm), lavadas e submersas em aguadetermina dienos conjugados de ligacdes insaturadas,
até o momento da fritura. Em seguida, foram escorridas, secas &€xpressos como porcentagem de acidos diendicos
pesadas em balanca semi-analitica. conjugados. O espectrofotdbmetro usado foi da marca
SHIMADZU, modelo UV Mini 1240.
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Tabela 1.Andlise de variancia para teor lipidico e umidade.

Quadrados Médios

Causas de Variagdo GL. Teor Lipidico Teor de Umidade

SIV 2 44,9210 1314,5028

Tempo de Fritura 4 5,4884 4,8041

SIV x Tempo de Fritura 8 10,8886 11,4953

Residuo 15 0,8880 0,9113

Desvio Padrédo 0,9423 0,9546

Coef. de Variagao (%) 3,31 1,91

" - teste significativo (P < 0,01).
4. Analise estatistica inicial, pois modificou rapidamente suas caracteristicas,

O experimento foi realizado em esquema fatorial 3x5 codestacando o aumento de seu conteudo lipidico, variando de
trés relagdes S/V (0,2; 0,4 e 0,6 Hre cinco tempos de fritura 22,41 a 33,71% (valor médio = 28,48%), e a diminui¢do do teor de
(0,5; 3,5; 6,5; 9,5 e 12,5 horas), no delineamento inteirameni@idade, oscilando de 35,35 a 61,80% (valor médio = 48,58%),
casualizado. Os resultados obtidos das determinacdes analiticagpendentemente da relacdo S/V e tempo de fritura.
em duplicata, foram submetidos a analise de varidncia e as  Os resultados do teor lipidico apresentados na Tabela 2
diferencas entre as médias foram testadas a 1 e 5%ndwstram que, no tempo de fritura 0,5 hora as diferentes relagcées S/
probabilidade, pelo teste de Tukey, através do programa ESTXhao diferiram estatisticamente entre si. Ja, nos tempos 3,5e 9,5
Os coeficientes de correlacgéo linear entre os tempos de fritutzoeas houve maior absorcéo de lipidio na relagédo S/V 6,2 cm
as determinag@es fisico-quimicas também foram obtidos pelo A absor¢&o de 6leo pelo alimento € influenciada por uma

programa ESTAT série de fatores que atuam sobre as velocidades de transferéncia
de calor e massa, entre éleo e alimento e, sdo dependentes do
RESULTADOS E DISCUSSAO proprio alimento, do 6leo e das condi¢des de fritura
Quanto ao teor de umidade, observa-se na Tabela 2 que
1. Andlise da batata as batatas apresentaram um comportamento instavel, oscilando

As batata@ naturautilizadas neste trabalho continhamentre aumento e diminui¢éo, independente da relagdo S/V. Essas
86,83% de umidade e 0,41 % de teor lipidico. Rani e Ch#uharariacdes podem ser devidas as variaveis incontrolaveis dentro
encontraram valores préximos, 80,1% e 0,8%, respectivamemnte,processo de fritura como as oscilagbes de temperatura do
para diferentes variedades de batatas. termostato da fritadeira, cuja variagdo faz com que durante a

Para avaliar os efeitos dos fatores relagdo S/V e Temifpibura haja maior perda de 4gua e maior absor¢é@o de 6leo ou
de Fritura sobre o teor de lipidico e umidade foram realizadoswise-versa.
célculos da analise de variancia (Tabela 1). Como observado, os Observa-se também, que ha aumento gradativo do teor
efeitos principais e a interagdo foram significativos (P < 0,01Je umidade conforme aumenta a relacdo S/V, em todos os tempos
Ent&o, foi necessério proceder o desdobramento da interagédritura. Na relagdo S/V 0,2 diro produto apresentou menor
relacdo S/V x Tempo de Fritura, cujos resultados encontramteer de umidade e, portanto, teve maior perda de agua, o que
na Tabela 2. pode explicar, em parte, o elevado teor lipidico em relacéo as

De acordo com a Tabela 2, o produto final apresentalemais S/V estudadas.
apos as frituras, caracteristicas diferentes em relacéo ao produto A diminuicdo de peso das batatas € devida a eliminac¢éo

Tabela 2. Desdobramento da interagédo relagcdo S/V x Tempo de Fritura para os dados de teor lipidico e umidade.

SV Tempo de Fritura (horas)
(cm?) 0,5 3,5 6,5 9,5 12,5
Teor Lipidico
0,2 27,02" 29,98 29,728 31,89% 29,90%
0,4 28,91%* 26,538 25,65 26,67° 22,41°%®
0,6 28,75 28,558 33,71 28,47" 29,08
Teor de Umidade
0,2 38,072 35,35% 36,01 38,65%¢ 39,06%°
0,4 50,06 55,70°® 54,40°® 53,16 48,34
0,6 59,45%* 60,997 61,80* 58,77" 58,86°"
a,b,c (linha) - em cada S/V, médias de tempo de fritura seguidas de mesma letra mintscula, ndo diferem entre si p
teste de Tukey (P > 0,05);
A,B,C (coluna) - em cada tempo de fritura, médias das relac6es S/V seguidas de mesma letra mailscula, ndo diferem er

si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Tabela 3.Andlise de varidncia para acidos graxos livres, indice de peréxidos, dienos conjugados e compostos polares totais.

Quadrados Médios

Causas de Variacéo G.L. Acidos Graxos indice de Dienos Compostos
Livres Peréxidos Conjugados Polares Totais

SIV 2 0,0459 100,7727 1,0279 119,1054
Tempo 4 0,0251 15,2056 1,0807 286,5503
SIV x Tempo 8 0,0031 10,6140 0,0497 9,4577
Residuo 15 0,0005 0,5315 0,0003 3,4575
Desvio Padréo 0,0235 0,7290 0,0163 1,8594
Coef. de Variacao (%) 9,57 6,77 1,33 13,55

- teste significativo (P < 0,05);
™ - teste significativo (P < 0,01).

de agua, perdida durante a fritura. A agua eliminada pdeterminacdes de acidos graxos livres, indice de peréxidos,
evaporacao é substituida parcialmente pelo 6leo absorvido minos conjugados e compostos polares totais do 6leo utilizado
batata durante o processo de fritura. Segundo Makinsoft,et ahas frituras. Observa-se que ocorreu interacao significativa entre
alimentos com alto contelido de agua e baixo teor de gordosfatores relagcdo S/V x Tempo de Fritura e, desta forma, procedeu-
estimulam a absorgéo de dleo, enquanto estudos com alimes®so desdobramento dessa interagdo, cujos resultados
de elevado conteldo inicial de gordura tém demonstrado qerecontram-se na Tabela 4.
estes ndo absorvem muito dleo durante a fritura. Por outro lado, Observa-se na Tabela 4, os acidos graxos livres
a gordura do alimento é transferida para o 6leo do banho. aumentaram durante o processo de fritura indicando o
desenvolvimento de reag¢des hidroliticas. De acordo com

2. Analise do dleo de fritura Mogharbel e Freitd% os acidos graxos livres se elevam conforme

O oleo de soja original utilizado neste trabalho apresentolaumento do tempo de fritura, e apés longo periodo de fritura
os seguintes dados: 0,11% de acidos graxos livres; 0,28 med/&yhoras) diminuem, devido principalmente a sua volatilizacédo e
de indice de peroéxidos; 0,26% de dienos conjugados e 2,04%ldeomposicdo em outros compostos que alteram o pH do meio.
compostos polares totais. Os valores encontrados estédoVdsfica-se que narelagdo S/V 0,2 tos tempos de fritura 0,5;
acordo com a legislacdo adotada por alguns paises, pa@5 9,5 e 12,5 horas néo diferiram da relagdo S/V 074 Am
utilizagédo como 6leo de frituta relagdo S/V 0,6 crhapresentou valores maiores em relagédo as

A Tabela 3 apresenta a andlise de variancia parademais, indicando tendéncia a desenvolver mais alteracdes

Tabela 4. Desdobramento da interacéo da relagcdo S/V x Tempo de Fritura para acidos graxos livres, indice de peroxidos, dier
conjugados e compostos polares totais.

SV Tempo de Fritura (horas)
(cm™) 0,5 3,5 6,5 9,5 12,5

Acidos Graxos Livres

0,2 0,16 0,19°® 0,24%® 0,26 0,28%®

0,4 0,15 0,188 0,15°¢ 0,22%8 0,26%

0,6 0,18% 0,27 0,345 0,36 0,46
indice de Per6xidos

0,2 7,172 7,08%°¢ 6,08° 7,09%¢ 8,87 %

0,4 7,35% 14,8834 12,72%8 10,57 9,94 8

0,6 9,25% 12,148 15,52%4 16,34 15,54%4
Dienos Conjugados

0,2 0,53% 0,67% 0,92¢ 1,087 1,22%¢

0,4 0,68% 1,078 1,398 1,63% 1,652

0,6 0,67 1,21% 1,644 1,98P4 2,083
Compostos Polares Totais

0,2 4,524 7,33PA 9,25 12,33%F 16,96%°

0,4 5,35 9,34 12,838 18,10 25,23

0,6 6,26 10,98 18,00°* 22,883 26,57
a,b,c (linha) - em cada S/V, médias de tempo de fritura seguidas de mesma letra minliscula, ndo diferem entre si pe

teste de Tukey (P > 0,05);
- em cada tempo de fritura, médias das relacbes S/V seguidas de mesma letra mailscula, ndo diferem er
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A,B,C (coluna)
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hidroliticas. Nenhuma amostra apresentou valores de acidasores de dienos conjugados. Os autores reforcaram, ainda,
graxos livres superiores a 1%, valor este adotado por algupu® nos tempos de fritura onde houve reposicédo com 6leo novo,
paises como méximo para a utilizac&o de 6leos de ffitura  os niveis de dienos conjugados foram reduzidos.
Para os indices de peroxidos apresentados na Tabela 4, Quanto as analises de compostos polares totais (Tabela
em relacéo aos tempos de fritura, verificou-se um comportamenjp observou-se aumento significativo dos compostos com o
instavel, oscilando entre aumento e diminui¢do. A relagdo Sddimento do tempo de fritura. Considerando que o limite de
0,6 cmt', a partir de 6,5 horas, apresentou valores superiores descarte para 6leos de fritura exigido pela legislacdo de alguns
recomendados pelas regulamentagdes, que estipulam valpegises é de 25-27% para compostos polares totais, o tempo de
de descarte acima de 15 medéfKgerificou-se que quanto maior fritura 12,5 horas nas relagbes S/V 0,4 e 0,6, apresentou
arelacdo S/V, isto é, maior exposi¢éo ao ar, maior a formacaoeéores proximos ao limite estabelecido. Masson &% al
hidroperoxidos, visto que os peréxidos séo originados pel@studando o comportamento dos 6leos polinsaturados obtidos
reacBes oxidativas devido & presenga do oxigénio do adegestabelecimentos comerciais, obtiveram baixos resultados para
catalisadas pelo aumento de temperatura. 0s compostos polares totais. Segundo estes autores, é possivel
De acordo com alguns autores o indice de peréxidogj@e a quantidade de 6leo que incorpora na batata durante a
um método quimico utilizado para avaliar a formagéo detura seja superior a de outros produtos fritos e isso provoque
hidroperdxidos, porém néo distingue entre os varios acidemior velocidade de reposicdo de 6leo novo que, por sua vez,
insaturados que sofreram oxidag¢éo, nem fornece informagémtribui para diminuir a degradacgéo de dleo.
sobre os produtos de oxidagdo secunti&riSegundo estes Warner et af®, analisando o efeito da composi¢édo dos
autores, ha uma limitagdo na metodologia para determinac@cdilos graxos dos 6leos de algodao e girassol com alto oléico na
peroxidos; essas substancias que séo formadas duranfetwra de batatashipse palito, observaram maior deterioragdo
processo de fritura aumentam seu peso molecular até qugos 6leos usados na fritura de batatas palito, o que pode estar
estrutura se fraciona em moléculas menores, que mesrglacionado com a menor quantidade de reposicéo de 6leo em
presentes no 6leo, nem sempre sao detectadas pela analiserélaighio a batatehips. Segundo Sanibal e Mancini-Filfipa
fator ocorre principalmente em tempos de fritura mais elevadaslicdo de 6leo fresco dilui os compostos produzidos durante a
Mudangas na posicéo e geometria das duplas ligacdgsura e repde os antioxidantes que ajudam a manter a
provocadas pelas altas temperaturas do processo podem,cemposicéo dos 6leos de fritura.
muitos casos, ser acompanhadas por medidas de absor¢éo na A Tabela 5 apresenta os coeficientes de correlacéo linear
regido ultravioleta. A formacéo de dienos conjugados de acidaste o tempo de fritura e as determinacées fisico-quimicas
graxos polinsaturados prevé formag&o de compostos primarieslizadas no 6leo de soja, nas diferentes S/V estudadas. Para os
de oxidag&o, os hidroperdxidos, o que pode predizer uma l#idos graxos livres com os tempos de fritura, observa-se que
relacdo entre este indice e a quantidade de compostoso@@reram altas correlacdes na relagdo S/V 0,2 e @,6crseja,
oxidagdo das amostfas 0,98. J4, para a relacdo S/V 0,4'cas correlagdes ndo foram
Observando a Tabela 4, a analise de dienos conjugad@ificativas. Quanto ao indice de peroxidos, observa-se que
(absorgéo a 233 nm) mostrou aumento destes compostos cas orrelactes sé foram significativas para a rel&80,6 c
decorrer do tempo de fritura. Na relacéo S/V 0,8ainserva-se apresentando a menor correlacéo (0,89) dentre as determinacbes
valores maiores do que nas demais relagdes S/V. Celfaetral. fisico-quimicas. Em relacdo aos dienos conjugados, as
estudo do comportamento do 6leo de soja refinado em fritwarrelagcdes também foram elevadas para todas as relagdes S/V,
por imersédo com diferentes alimentos de origem vegei@mesmo ocorrendo para os compostos polares os quais
(mandioca, couve-flor, abobrinha e batata), constataram quepresentaram os maiores valores, ou seja, 0,99, em todas as
acréscimo do tempo de aquecimento promoveu um aumento rglacées S/V estudadas.

Tabela 5.Coeficientes de correlacao linear (r) entre o tempo de fritura (x) e as determinacdes fisico-quimicas (y) para as relagées
V e as correspondentes equacdes lineares.

o SIV (cmih)
Determlnagoes
g bt 0,2 0,4 0,6
Fisico-quimicas ~ =~ =
r Equacéao r Equacéao r Equacéao
AGL 0,98 y=0,16+0,01x 0,88 0,98’ y=0,18+0,02x
IP 0,38" 0,05* 0,89 y=10,12+0,56x
DC 0,99" y=0,50+0,06x 0,96 y=0,74+0,08x 0,97 y=0,74+0,12x
CPT 0,99 y=3,60+1,00x 0,99 y=3,66+1,62x 0,99 y=5,56+1,75x

AGL: Acidos Graxos Livres; IP: indice de Perdxidos; DC: Dienos Conjugados; CPT: Compostos Polares Totais;
"s - ndo significativo (P > 0,05);

* - teste significativo (P < 0,05);

* - teste significativo (P < 0,01).
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Damy, analisando as altera¢des do 6leo de soja e gordsignifica maior superficie especifica do 6leo em contato com o
vegetal hidrogenada utilizados em frituras descontinuas de As alteracdes fisico-quimicas no 6leo foram mais evidentes
batataschips & temperatura de 170°C, encontrou elevadagiando arelagéo S/V foi 0,6 ém
correlagBes entre os &cidos graxos livres e o tempo de fritura  Diante das condi¢Bes do processo, pode-se recomendar
(0,97); o mesmo ocorrendo para o indice de perdxidos nas fritutasonsumo de batatas fritas até 9,5 horas de aquecimento, pois

com gordura vegetal hidrogenada (0,99). acima deste tempo de fritura, observou-se aumento do nivel de
alteracdo de alguns compostos, em destaque 0s compostos
CONCLUSOES polares, que apresentaram valores acima dos recomendados

pelas regulamenta¢des de alguns paises.
O aumento da relacé@o S/V teve efeito marcante sobre a
velocidade de alteracé@o do dleo de soja, uma vez que o aumento
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Del Ré, P. V. et al. - Ratio surface/volume influence on french fries potato fRémglnst. Adolfo Lutz,
62(3): 213-219, 2003.

ABSTRACT. The aim of this study was to evaluate the refined soybean oil behavior on the discontinued
frying process using successive french fries potato frying, submitted to a temperature of 180 °C, and
surface/volume (S/V) ratios equal to 0.2; 0.4 and 0.6 émying were carried out on household frying pan,
where the oil was heated up for 12.5 hours on two days in a row, at controlled temperature, and fresh oil
replacement. The potatoes samples underwent lipid and humidity analyses, and the oils obtained during
the frying process were assessed for free fatty acids, peroxide value, conjugated dienes, and total polar
compounds. It was observed that the increasing on the surface/volume ratio and on the frying time had a
direct influence on the oil alteration. The oil physicochemical alterations were higher on S/\A@Gaicm

Among the frying times studied, the fried products up to 9.5 hours were the most recommended, because
over this frying time, an increasing on the alteration level was observed, mainly, on the total polar
compounds analysis, reaching values of 25.23 and 26.57%, on the relations S/V 0.4 ahd@speatively;

such values higher than the ones recommended by some countries’ ruling.

KEY WORDS. surface/volume ratio, soybean oil, discontinued frying, french fried potato.
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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi padronizar a metodologia para obtencédo de cultura primaria de
condrécitos de cartilagem hialina articular humana para sua utilizacdo em transplante autélogo. Foram
selecionados cinco pacientes do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (I0OT-HC-FMUSP) sem doenca degenerativa articular,
com indicacao de cirurgia artroscopica para correcéo de afec¢éo do ligamento cruzado anterior do joelho.
Os fragmentos de cartilagem articular pesando aproximadamente 300-500 mg foram colocados em placas
de Petri contendo meio de Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM) gagiMide gentamicina. Cada
fragmento foi cortado e colocado em 2mg/ml de colagenase diluida em meio DMEM com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram isoladas e cultivadas em frasco de cultura T25 em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB. As células aderiram ao frasco de cultura apos 24 h e agiasde ultivo as células
apresentavam morfologia elipsdide e estrelada. As culturas foram fixadas e coradas intensamente com
azul de toluidina sugerindo que as células iniciaram a sintese de uma nova matriz extracellular. A curva de
crescimento mostrou que a raz&o de crescimento foi em torno do segundo e terceiro dia de cultivo, com a
duplicacdo do nimero de células semeadas. As culturas apresentaram alta viabilidade celular apds o
congelamento celular em nitrogénio liquido

PALAVRAS-CHAVE. cartilagem, condrdcito, cultura celular
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INTRODUCAO Atualmente as culturas de células animais séo utilizadas
em vérias areas de pesquisa. Entre as principais aplicacdes,
O tecido cartilaginoso é conjuntivo, avascular, formadéestacam-se o cultivo primario de condrdcitos e sua utilizagéo
células (condrocitos), substancia intersticial (matrigomo transplante autologfg'>13+4151¢
extracelular) constituida de fibras e por uma substancia O isolamento e cultivo de condrdcitos a partir de tecido
intermediaria (condromucéide). Ha trés tipos de cartilager@artilaginoso humano foi feito pela primeira vez por Manning et
hialina, eléstica e fibrocartilagem, cada uma com caracteristiés. No entanto, a metodologia que emprega condrécitos obtidos
peculiares. “in vitro” para o tratamento de lesdes de cartilagem em seres
A cartilagem hialina, destaque do presente estudaymanos sé foi conseguida por Brittberg &haldécada de 90.
apresenta a substancia intersticial com delgadas fibras Neste trabalho, os autores utilizaram condrdcitos, cultivados a
colageno obscurecidas pela substancia fundamenpartir de amostras de cartilagem do proprio paciente, que apos o
(condromucoide). Além desta caracteristica, nos adultos, gigscimento “in vitro” foram transplantados nas areas lesadas
células apresentam-se em grupos iségenos. Na matriz extraceldfgartilagem dos joelhos.
encontram-se fibrilas heterotipicas de colageno formadas pela Os condrdcitos tém sido cultivados utilizando-se duas
associagao de fibrilas de colageno do tipo Il com as moléculag@etodologias: a descrita por Gréeque utiliza a digestao
colageno do tipo IX e do tipo X1, Encontra-se, ainda, umaenzimatica em série: hialuronidase, tripsina e colagenase; e a
grande quantidade de proteoglicano especifico, 0 agrecano, degcrita por Benya efala qual a digestao enzimatica € realizada
além de conter os glicosaminoglicanos (condroitim sulfatousando uma solugdo de colagenase em baixa concentragéo de
queratam sulfato), tem a capacidade de interagir com o 4cfd@,, que resulta na obtencdo de 90% de condrocitos do tecido
hialurénico formando assim grandes agregados com masgsgtcular. Os autores realizaram modificagdes nos métodos de
molecular total ao redor de’lDa'. Outros proteoglicanos de extracéo ja descritos na literatura, com o intuito de obter um
menor massa molecular so encontrados nas cartilagens hialifgior numero de células viaveis para cultivo celular.
associados a superficie das fibrilas de colageno. Os colagenos O objetivo desse trabalho foi a padronizagdo de uma
formam uma rede de macromoléculas resistentes a tengfgtodologia basica para o cultivo de condrocitos de cartilagem
enquanto os agregados de proteoglicanos formam um §éllina articular humana para sua utilizagdo como transplante
hidratado e viscoso, responsavel pela absor¢io das difereft®logo.
pressdes impostas a cartilagem. )
Os condrdcitos mantém o equilibrio da matriz extracelular MATERIAL E METODOS
através de mecanismos de sintese e degrada¢do. Quando o
equilibrio ¢ alterado, a fung&o da cartilagem é prejudicada. O  Foram selecionados cinco pacientes do Instituto de
metabolismo do condrécito sofre influéncia de estimuld3rtopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
mecanicos exercidos sobre a cartilagem, como peso e pressdaeyldade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (I0T-
que exercidos sobre a cartilagem estimulam a producéote-FMUSP) que se submeteram a tratamento cirGrgico do
proteoglicanos. Porém, quando a cartilagem articular soffelho com problemas do ligamento cruzado anterior e que néo
alguma agress&o que provoca ruptura, o processo de repar@giesentavam doencas degenerativas prévias (Tabela 1).
é limitado. Os pacientes foram informados do procedimento
proposto e concordaram em participar do presente estudo.

Tabela 1.Pacientes Triados

Paciente Idade Sexo Diagnoéstito Peso do fragmento da cartilagem (mg)
1 22 M L.CA 500
2 25 M L.C.A 475
3 24 M L.C.A 465
4 30 Y L.CA 440
5 34 M L.C.A 300

*- L.C.A- Cirdrgia Artroscicapara Tratamento de Lesdo d@dmento Cruzado Anterior
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Tabela 2.Critérios de inclusao e exclusao para obtencao de amostras de cartilagem

INCLUSAO EXCLUSAO
IDADE Até 49,5 anos Acima de 49,5 anos
PESO* Peso Normal Sobrepeso/Obesidade
ANTECEDENTES DE DOENCAS Ausente Presente
OSTEOARTICULARES**
EXAME DE CARTILAGEM Aspecto Normal Aspecto Degenerado

Destes pacientes foram retirados fragmentos da1(® células/ml em meio DMEM contendo 10% de SFB. Apds
cartilagem articular do joelho, sem sinais aparentes @4 horas de cultivo, o meio foi descartado e as células foram
degeneracéo, obtidos de zona ndo submetida a carga, utilizatrddadas com uma solugdo de ATV (tripsina 0,2% versene 0,02%).
se bisturi fino. Todas as amostras de cartilagem articulapds o descolamento das células do tubo de cultura foi feita a
obedeceram aos critérios de inclusado e excluséo (Tabela 2)contagem de células provenientes de 3 tubos de ensaio,

utilizando-se a cdmara hemocitométrica. As contagens celulares
Culturade Condrdcitos foram realizadas durante o periodo de 10 dias consecutivos,

Os fragmentos da cartilagem articular dos cinco pacientesm intervalos de 24 horas.
pesavam aproximadamente de 300 a 500mg (Tabela 1), totalmente A partir do nimero de células contadas em cada tubo,
livres de outros tecidos. Foram colhidos assepticamentealculou-se a média diaria que foi utilizada para a elaboracéo da
colocados em meio DMEM em solucao salina balanceada aeva do crescimento celular.

Earle, contendo gentamicina (40mg/ml). Os fragmentos da

cartilagem foram cortados em pedacos de 3x3 mm e lavad@@mngelamento Celular

duas vezes no préprio meio de cultura contendo 40 mg/ml de  Visando futuros estudos, as culturas foram preservadas
gentamicina. em nitrogénio liquido a -196°C. O meio de preservacao foi

As amostras foram incubadas a 37° C em 10 ml de meionstituido de DMEM com 10% de SFB, contendo 10% de
de cultura com 10% SFB contendo 2mg/ml de colagenase tiimetil-sulféxido (DMSO).

I, pH 7,2 durante 30 minutos. Apés este periodo, o meio contendo

os condrdcitos liberados da matriz foram colhidos e ao tecifistudos Morfoldgicos

néo digerido foi adicionado nova solucédo de colagenase eVi@roscopia de Fase

amostra incubada novamente a 37°C. As culturas de condrécitos em semi-confluéncia e

Os condrdcitos obtidos de cada extragao foram, ent@mnfluéncia foram examinadas e fotografadas diariamente no
filtrados em tela de nylon para remover os fragmentos néucroscopio Zeiss, de microscopia de fase, utilizando-se um
dissolvidos e mantidos em banho de gelo até a completa extra@fo verde como contraste.
da amostra.

As células foram lavadas duas vezes em meio de cultukéicroscopia de Luz
centrifugando-se a 1.000 RPM por 10 minutos. Apés as As monocamadas das culturas de condrdcitos em semi-
lavagens, as células foram delicadamente ressuspendidascenfluéncia e confluéncia foram coradas pelo corante azul de
DMEM com 10% de SFB sem antibidtico e semeadas em garrafalsidina. Antes da fixagdo, o meio de cultura foi cuidadosamente
de cultura de células de 25 t(@ostar, Falcon) numa retirado e as células foram fixadas em 1.0% de glutaraldeido em
concentracao de 1x316éls./ml. tampéo (fostato de sédio e potassio 0.15 M, pH 7,2). A fixagdo

A viabilidade celular foi quantificada com o corante vitabcorreu por 10 minutos em temperatura ambiente.
azul de tripan (0,5% em solucéo fisiolégica) em camara A seguir, o material foi lavado em uma solugéo contendo
hemocitométrica. As culturas celulares das amostras foraamp&ao durante 15 minutos e corado durante 10 minutos numa
mantidas em estufa a 37° C em atmosfera imida com 5%gle Céblugao aquosa de azul de toluidina 0,5% em pH 3,5. Apos esse
O crescimento celular foi acompanhado por observacéo dideapo, o corante foi removido e as culturas foram lavadas em
em microscopio invertido. tampao e rapidamente observadas e fotografadas em

microscoépio éptico comum da marca Olympus.
Curva de Crescimento

Para a realizac¢éo da curva de crescimento celular, tubos RESULTADOS
de ensaios foram semeados com as células obtidas da amostra
da cartilagem articular dos pacientes nimero 1 e 2. As células O cultivo primario de condrdcitos foi estabelecido a partir
foram cultivadas em tubos de cultura numa concentragdo diequatro fragmentos dos cinco pacientes testados. As células
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isoladas do fragmento de cartilagem do paciente nimero51 — — - : =
foram quantitativamente suficientes para a formagéo (. — ' E
monocamada celular. B
Os condrécitos foram isolados do tecido utilizand!
colagenase diluida em DMEM contendo 10% de SFB. Ap0s -
lavagens celulares, foi feito o teste de viabilidade celuley: s
realizado com base na incorporagdo do corante vital azul®
tripan. O método de extragdo celular foi excelente com 95% ¢ % - == ]
células viveis. N R )

. . . (e e i
O cultivo primario foi iniciado com incubacéo de® 104 a}‘f_- g

células/ml em meio DMEM suplementado com 10% de SFE. + - “ = =

D
mantidas a 37°C. Ap6s 24 horas foram observadas coléniasafff T /:“fi </
células elipsoides e estreladas que aderiram ao frasco de cul e '
As células que néo aderiram ao frasco de cultura foram conta.-
em camara hemocitométrica e a contagem celular mostrou =
5% das células nao foram capazes de aderir e morrera
transcorrer das primeiras 72 horas. Na Figura 1A, observa-

estagio de desenvolvimento atingido apés 72 horas. ,*'

agregados celulares que constituem coldnias e tamb¢ ; g ’ 'l . -FL

condrdcitos isolados exibem aspecto eliptico e estrelado c#™ . '# > ¢ ;:l- '" -ﬁ
. . F E il

grande quan_tldade de_ prolongamer]tqs celulares wregulareshszi;&'g i e

volta do 7° dia de cultivo, os condrdcitos cresceram sobre toda

Iﬁ'%ra 1. Fotomicrografias da cultura de condrécitos no microscopio de

aSUpemCIe do frasco de cultura, o que resultou no apareCImé;ontraste de fase corada com azul de toluidina. Em A, observa-se o

de uma moqocgmada Celmar' (I_:lgurallB) com asp,ecto fus'f_orrgﬁégio da cultura de condrécitos ap6s 72 horas. Observam-se agregados
A cultura priméria de condrdécitos foi mantida até o 25° dia delulares que constituem colénias e condrécitos isolados, com aspecto

cultura. Na Figura 1C, podemos verificar a cultura corada catfiptico, com grande quantidade de prolongamentos celulares. Em B,

azul de toluidina mostrando o actimulo da matriz metacromatitga-sé no 15° dia, as células formando uma monocamada celular e o
aspecto fusiforme dos condrécitos. Em C, a cultura de condrécitos no 8

sintetizada pelos c-:ondrocnos.em cultivo. . _dia de cultivo, coradas com azul de toluidina, onde se observa a
A morfologia e o crescimento dos condrécitos obtidogsetacromasia. Aumento 100x.

da extragcdo enzimética das quatro amostras das cartilagens
articulares utilizadas foram semelhantes.

A curva de crescimento indicou que o maior indice de
multiplicacao celular foi em torno do segundo e terceiro dia g&
cultivo, com a duplicacéo do nimero de células semeadas (Fﬂ
2). A densidade maxima foi atingida no sétimo dia de culti
com uma diminui¢éo da velocidade de multiplicagdo no déci .
dia. N&o houve giferenga no crescimento Eelulgr das cuItqug’éageno Ile agrgcgﬁé 6'9'18', .
dos pacientes n° 1 e 2, quando realizadas as curvas de, Os cond-rocnos obtidos a partlr dos fragmentos da
crescimento. N&o realizamos a curva de crescimento tilagem e cultivados em alta densidade celular ftgl0as/

pacientes 3 e 4, visto que as 4 amostras apresentavam pa 3 derlranj ao frascq de cultura apos 24 r]o_rgs e apos este
semelhantes periodo, colénias de células com aspectos elipitico e estrelado,

As culturas primarias continuaram apresentando atg™m prolongamentos celulares foram visualizadas por

viabilidade celular apds o congelamento em meio de preservaEﬂSrOSEOp'a optica. q . . 5 nAo foi el
constituido pelo meio DMEM suplementado com 10% de SFB om a amostra do paciente numero 5 ndo foi possive

10% de DMSO, & temperatura do nitrogénio liquido (-196° ter a cultura de condrdcitos, pois o fragmento articular era
Frascos contendo 1x46élulas/ml foram descongelados izequeno, pesava aproximadamente 300 mg, o que demonstrou

cultivados em frasco de cultura . As células aderiram apos £ o tarrt1anho do Irggmentto f a quantldgtde d~e ceIuII?s sgo
horas, iniciaram sua multiplicagdo celular até a formacéo de u res extremamente importantes para a obtencao e cuitivo de

monocamada celular. condrdcitos *in Y|tro ’ .
DISCUSSAO Em relacdo ao estudo da curva de crescimento, todas as
amostras de cartilagem apresentavam padrées semelhantes,

Este estudo foi realizado com o objetivo de estabelecéé?mo; tamanho da amostra, idade do paciente, padréo
[

a cultura primaria de condrdcitos de cartilagem hialina articu §t|9log|co e de crescimento cglular em cultturad ASS"R foran;
para sua utilizagio em transplante autélogo. realizadas apenas as curvas de crescimento das culturas dos

Os resultados obtidos neste estudo, mostrou que o
étodo de extragdo utilizado resultou em uma completa
paracdo celular com a obtencao de 95% de células viaveis
ra o cultivo. As células foram semeadas na concentracéo de
10 céls./ml, pois varios estudos tém demonstrado que as
nqglulas cultivadas na concentra¢@o acima descrita sintetizem
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10 q

o] morfologicas e as do crescimento celular da cultura néo sofreram
84 gualquer alteragdo. Apds a confluéncia celular, as células
71 perderam sua motilidade e passaram a apresentar alteracfes na
6 membrana plasmatica com perda da area de superficie em contato
i: com o substrato e portanto, alterando sua adesdo ao mesmo.
3 Essas altera¢6es, descritas por Folkman e MoseoReeshney

24 et aP, demonstram que as células controlam a sua densidade
14 populacional de maneira analoga ao sistema de retroalimentagao
0 ' ' ' ' ' ' ' ' ' negativo, sugerindo que os fatores de crescimento e as

Figura 2. Curva de Crescimento da Cultura de Condrécitos dos pacientggoteinas da matriz extracelular mantém o seu microambiente
1 e 2 . Cada ponto plotado na curva representa a média das densid%

celulares de trés tubos de cultura apds contagem em camara de Neuba%i’”ar’2 sreelgglando a sua proliferagdo e a diferenciagéo
celulaf2361718

pacientes n° 1 e 2, pois estas amostras foram consideradas Em nosso estudo constatamos que a vitalidade

representativas do grupo. Em nenhuma cultura foi utilizaggetabolica dos condrécitos “in vitro” depende de trés fatores

qualquer fator de estimulag&o ou de inibicao que pudesse altei@enciais: a) do tamanho do fragmento de cartilagem usado

a curva de crescimentoOs nossos resultados forampara a obtencédo das células; b) da densidade celular ; c) e da

semelhantes aos varios estudos realizados por outros autqfgfutencédo da adesividade das células ao frasco de cultura.
A cultura de condrdcitos atingiu a confluéncia celular Os resultados deste trabalho foram promissores abrindo

apresentando morfologia fusiforme descrita por Aulthouse gérspectivas para que seja realizado no Brasil o transplante

al®. Durante todo o seu cultivo, no que diz respeito gutélogo de cartilagem hialina.

transformacao celular “in vitro®” as caracteristicas

RIALA6/962

Kitadai, F. T. et ak Culture of human articular chondrocyte in monolagek. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 221
- 226, 2003.

ABSTRACT. The purpose of this study was the padronization of the obtained human articular cartilage
cell culture methodology. Five patients were selected from Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&do Paulo (IOT-HC-FMUSP). All
patients suffered from anterior ligament lesion with cartilage degeneration. The diagnosis and the surgery
were performed by knee arthroscopy. The articular cartilage fragments (weight, 300 to 500 mg) mg were
placed in Petri dishes containing Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) witir0 The
fragment was finely diced and treated with 2mg/ml collagenase in medium DMEM containing 10% fetal
serum bovine. The cells isolated were seeded at hight density in T25 flasks in medium DMEM with 10% of
fetal calf serum (FCS). The cells attached to the flask after 24 hours the cells began to adhere to the flask.
By day 3 the cell culture presented elipsoid and star morphology. Cultures fixed and stained with toluidine
blue showed extracellular staining, suggesting these cells had begun to synthesize a new matrix. The
growth rate of chondrocytes was high in thead 39 days of the cultive. The chondrocytes were frozen

into liquid nitrogen and showed high viability.

KEY WORDS. cartilage, chondrocyte, cell culture
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Tavares, M. et al. - Composicao quimica e estudo anatémico dos frutos de buriti do Municipio de Buritizal,
Estado de S&o Paukev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 227 - 232, 2003.

RESUMO. A palmeira buriti € uma das mais importantes espécies nativas com potencial econdmico na
Ameérica Latina, porém pouco pesquisada no Brasil. Assim sendo, foi realizado um estudo histoldgico de
frutos de buriti nativo do municipio de Buritizal, estado de S&do Paulo, e a determinagédo da composicao
guimica de sua polpa. O estudo morfo-anatdémico foi suficiente para identificar a variedade estudada como
Mauritia vinifera Mart., distinguindo-a de outras espécies do mesmo género devido ao formato
estrobiliforme de seus frutos, muito peculiar. Do ponto-de-vista nutricional, destacaram-se os carboidratos
(10,6 a 13,2 g/100 g). A fracéo oleosa, apesar do baixo teor lipidico (2,7 a 4,7 g/100g), revelou um significativo
contetdo de acido oléico (72,6 a 74,6% do total de acidos graxos), semelhante ao azeite de oliva. Os
valores obtidos para a vitamina C e célcio foram compativeis com os dados da literatura , enquanto que os

de pH os superaram. Sugere-se, entdo, uma exploracdo racional dessa palmeira na regido de origem,
devido ao potencial de seus frutos, em especial da polpa.

PALAVRAS-CHAVE : palmae, buritiMauritia flexuosd.., composicéo quimica, histologia, acidos graxos.

*Enderego para correspondéncia:

Hnstituto Adolfo Lutz, Laboratério Central, Divisdo de Bromatologia e Quimica, Av. Dr. Arnaldo, 355, CEP 01246-902, Sac&Paulo,
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INTRODUGAO MATERIAL E METODOS

As palmeiras pertencem a familia Palmae ou PalmaceMaterial
sdo caracteristicas da flora tropical e representadas por mais de Frutos maduros de buriti (Figural) foram coletados em
240 espécies e 3500 géneros, cuja maioria tem significativ@s diferentes pontos da zona rural do Municipio de Buritizal,
importancia econdmica pela grande variedade de produtos ¢pgalizado na regido norte do estado de Séo Paulo, a uma altitude
oferecem, em especial seus frutos, como por exemplo a jerig&,855 metros e as seguintes coordenadas geograficas: latitude
do génerdSyagrus S:20°11'25" e longitude O:47°42'25%,

Dentre as inimeras palmeiras nativas com potencial ~ Cadauma das trés amostras foi constituida de 50 unidades
econdmico destaca-se, na América Latina, o buriti, ndo sé ptr fruto.
ser a mais alta mas pela estética e grande utiffid&i nome Frutos inteiros foram reservados para o exame histoldgico
¢ derivado do tupi-guarani e significa “o que contém &yua® a polpa dos demais separada manualmente do restante do
dai um de seus nomes populares ser palmeira-dos8t&jés fruto, com auxilio de faca de cozinha e, a seguir, triturada em
Esta incluida no pequeno grupo de palmeiras chamadasnaigltiprocessador doméstico para analise da composi¢édo
“arvores da vida”, das quais tudo se apro¥&ifa? quimica.

Das 11 espécies disseminadas no Brasil, a mais Neste estudo serdo mantidos os nomes cientificos
importante é constituida pelas variedadesiritia flexuosa.. ~ antigamente atribuidos as espécies, ou bgaryitia flexuosa
e Mauritia viniferaMart.1°%2 que os taxonomistas atualmentd-. € Mauritia viniferaMart., para comparacao dos resultados a
agrupam como uma mesma espécie, iditndritia flexuosa serem obtidos.
L.24 A literatura disponivel sobre as espécies néo leva ¢

consideracdo as diferengas morfologicas e quimicas er
aquelas variedades, bem como os diversos graus de matur:
e de umidade dos frutos, revelando resultados analitic
discrepantés Mauritia flexuosal. e Mauritia vinifera Mart

crescem espontaneamente, isoladas ou agrupadas, da Ama:

a Sao Paulo e ao Sul de Mato Grésspresentam diferentes
habitats e morfologias floral e frutifefd. viniferaMart. ocorre
em altitudes superiores a 500 metros nas baixadas de solo &
e aM. flexuosal. cresce em igapos ou em lugares unifdos

Ha uma natural preocupacéo dos moradores locais t
proteger a palmeira, ciente do alto valor nutritivo de seus frut
oleaginosos, os quais também servem como ragdo para anin
principalmente aves e suinos. A polpa fibrosa e oleo
(mesocarpo) pode ser consumidanatura e se constitui na
maior reserva natural de pro-vitamina A (carotendides), mui '
superior ao observado nos 6leos de dendé e de®pEquds

referidos frutos apresentam ainda expressivos niveis de vitam......
C e célcié®%% Seus cachos e a prépria arvore servem tambéﬁﬁura 1. Frutos maduros de buriti, nativos do Municipio de Buritizal-SP.
como ornamenfé. Pesquisadores da Universidade Federal do
Para descobriram que o 6leo bruto de buriti pode ser empregmé@odos
como protetor solar, absorvendo as irradiages eletromagnéticas O exame microscopico da polpa triturada dos frutos foi
de comprimento de onda entre 519 nm (cor verde) e 350 pidbcedido sob aumentos de 100, 200, 250 e 400 vezes,
(ultravioleta), as mais prejudiciais a pele hunana empregando microscépio 6tico Zeiss.
Considerando a escassez de dados disponiveis sobre o A composicdo centesimal (substancias volateis a 105°C
fruto do buriti nativo do estado de Séo Paulo, o presente trabadioumidade, residuo mineral fixo ou cinzas, lipidios, protidios e
objetiva fornecer parametros botanicos, quimicos e bioquimicggrboidratos) e a determinagéo do pH eletrométrico (na solugéo
para a identificagdo do mesmo, subsidiando a inddstria &l® polpa dos frutos) foram realizadas de acordo com a
comercio no trato com esses frutos, bem como estimulangietodologia descrita nas “Normas Analiticas do Instituto
estudos posteriores que visem o incremento e a melhoria Adflfo Lutz?°. As fibras brutas foram calculadas por diferenca
sua cultura e aproveitamento econémico. e o valor caldrico total pelos fatores de Atwater, que sdo os
seguintes: 9, para lipidios; 4, para protidios e 4, para
carboidratos
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Tabela 1 Composi¢éo centesimal (g/100g) e valor calérico total (kcal/100g) da polpa do fruto de buriti.*

Amostra A Composicéo centesimal
Umidade Cinzas Lipidios Protidios Carboidratos Fibras** VCT***

1 69,9 1,3 2,7 1,2 10,6 14,3 71,6

2 64,2 1,7 4,7 1,9 12,4 15,2 99,5

3 67,6 1,2 3,9 1.4 13,2 12,6 94,0
Média 67,2 1.4 3,8 15 12,1 14,0 88,4
DP 2,9 0,3 1,0 0,4 1,3 1,3 14,8
CV % 4,3 18,9 26,7 24,0 11,0 9,4 16,7

*Andlises em triplicata.(Valores Medios) Amostras constituidas de 50 unidades. / **Por diferen¢a. / ***VCT = Valor caldalko tot
DP - Desvio-padrao / CV % - Coeficiente de variagcdo em porcentagem

A vitamina C foi determinada pelo método de Contrerasvisto que a ocorréncia dé. vinifera é referida para os dois
Guzman, baseado na reducéo de ions cupticos estado¥.

O elemento célcio foi quantificado por volumetria, Quanto a composicao centesimal (Tabela 1), merecem
empregando calcon como indicador, conforme metodologia daestaque, do ponto-de-vista nutricional, os carboidratos, cuja
normas acima referidas. faixa de valores encontrados (10,6 a 13,2 g/100g) se assemelha

Para a analise dos ésteres metilicos dos acidos graxosa@s mencionados para tal espécie, coletada em Campo Grande-
Oleo foi extraido dos frutos, a frio, pelo método modificado déVS, porém inferiores aos referidos pitauritia flexuosal.,
Stansby e Lemdh A converséo dos citados acidos graxos entujo habitat € a Amazorii&-2* O mesmo ocorreu com respeito
ésteres metilicos foi feita de acordo com técnica também descréa teor de fibras brutas (12,6 a 15,2 g/100g) apenas no primeiro
naquelas normas. caso, ja que esteve acima do reportado para a espécie

Os ésteres metilicos foram analisados em cromatégrafmmazonensé®.

a gas, marca Shimadzu, modelo GC-17A, com detetor de A faixa de valores obtidos para vitamina C (19,3 a 20,7
ionizacdo de chama. Os compostos foram separados em colung/100g) e a de calcio (94,79 a 144,80 mg/100g), apresentada
capilar, de silica fundida CP Sil-88, de 50 metros, com diametnoa Tabela 2, foi compativel com a média referida na literatura
interno de 0,25 cm e espessura do filme de 0,20 mm. Forague, todavia, nem sempre identifica a espécie de buriti
obedecidas as seguintes condi¢ces de operacdo: temperatamnalisad#250 Ja os valores obtidos para o pH (4,35 a 4,88)
programada da coluna, 80 a 220°C (5°C/min); temperatura destiveram acima dos encontrados para frutos de buriti, em
injetor, 230°C; temperatura do detetor, 240°C; gas de arrastdiferentes estagios de maturacédo, coletados no estado do
hidrogénio; velocidade linear de 40 cm/s; razdo de divisédo daear&.

amostra 1:50. O teor lipidico da polpa (2,7 a 4,7 g/100g), a exemplo da

Os acidos graxos foram identificados através daspécie matogrossense, foi relativamente baixo, cerca de trés
comparacdo dos tempos de retencao dos padrées purosvézes menor que o da amazonétfse
ésteres metilicos de acidos graxos e das amostras. A No caso da composicdo em acidos graxos (Tabela 3),
guantificacdo foi efetuada por normalizacéo de area. apesar da polpa do fruto apresentar baixo teor lipidico,

O indice de iodo da fracdo oleosa foi calculado a partiobservou-se elevado contetido de acido oléico na fragdo oleosa,
da composi¢ao em acidos graxos pelo método da A.O.C.S. @€dnferindo-lhe um alto grau de insaturacao, de interesse para
1c-85. uso alimenticio. Os teores de acido oléico (C18:1 n9) situaram-

se entre 72,6 a 74,6%, do total de acidos graxos, semelhante ao
RESULTADOS E DISCUSSAO do azeite de olivi#?e similares ao encontrado para o 6leo de

O formato estrobiliforme permitiu a pronta identificacédabela 2. Teores de vitamina C e de célcio (mg/100g) e valores
da variedade estudada corvtauritia vinifera Mart. Na  de pH da polpa do fruto de buriti.*
ausencia de frutos mtegr.os, cgntudo, sdo os elgmen‘LuaAmostra e Vitamina C Calcio oH
histolégicos que proporcionardo esse reconhecimentos:

A . 19,3 144.8 4,88
Mauritia vinifera Mart. apresenta detalhes estruturais 2 20.7 948 477
relativamente abundantes, se comparadal\tanitia flexuosa 3 19’ 4 120’ 66 4 35
L., isto é, presenca de canais secretores, paredes celularestom Média 19’ 8 12(’) 1 4 7
pontuacdes e vasos xilematicos de calibre médio. Pode-se pp 0.8 25 0 03
observar a presenca ocasional de amido soltvel no mesocarpo. ¢y o, 3.9 20,8 6,0

Por seu turno, a proximidade do municipio de Buritizal,, - - .
o nalises em triplicata.(Valores Medios)
onde foram coletadas as amostras, com a divisa dos estad tras constituidas de 50 unidades.

Sao Paulo e Minas Gerais, veio a corroborar tal identificacamr - Desvio-padréo
CV % - Coeficiente de variacdo em porcentagem
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Tabela 3 Composi¢éo dos principais acidos graxos (% sobre o total de acidos graxos ) e indice de iodo calculado do 6leo da po
do fruto de buriti.*

Indice de iodo
Amostra i Acidos graxos calculado
Cl16:0 C16:1 (C18:0 (C18:1 (182 C18:3 AGS AGI
1 18,3 0,8 1,9 72,6 3,8 2,6 20,1 79,9 76,7
2 15,6 0,3 1,7 74,6 2,5 2,6 17,4 80,1 76,0
3 20,0 0,5 2,6 73,2 1,7 1,2 22,6 76,6 69,5
Média 18,0 0,5 2,1 73,5 2,7 2,1 20,0 78,9 74,1
DP 2,2 0,3 0,5 1,0 11 0,8 2,6 2,0 4,0
CV % 12,3 47,2 22,9 1.4 39,7 37,9 13,0 2,5 5,4

*Analises em triplicata. (Valores Médios) Amostras constituidas de 50 unidades.
AGS = Acidos Graxos Saturados; AGI = Acidos Graxos Insaturados.

DP - Desvio-padréo

CV % - Coeficiente de variacdo em porcentagem

polpa de buriti de Belém, extraido por prensagem (7372om CONCLUSOES
relacéo ao &cido linoléico (C18:2 n 9,12) os valores encontrados
foram superiores ao referido para a espktiélexuosa..???, Somente através do exame microscoépico foi possivel

no caso das amostras 1 e 2. A somatédria dos acidos graiiesitificar os frutos estudados como sehauritia vinifera
insaturados, ainda com referéncia as amostras 1 e 2, foi simNart., distinguindo-os da outra variedade da mesma espécie
também a do azeite de oliva e praticamente igual ao 6leoMauritia flexuosalL., sendo que atualmente ambas sé&o
buriti paraense acima citaloEm conseqiiéncia, 0 mesmo seeconhecidas por este Ultimo nome.

deu com respeito ao indice de iodo calculadeste particular, A comparacéao dos parametros quimicos avaliados neste
o valor obtido para a amostra 3 (69,5) assemelhou-se ao relataalbalho, com os dados referidos na literatura para o fruto do
para o 6leo de buriti da Amaz6fiidDe modo geral, os valores buriti de outras regides do Brasil, ficou prejudicada pela falta de
obtidos para os acidos graxos séo condizentes com os referidigsriminacéo das variedades.

na literatura para as variedades do buriti de outras regides, com Os resultados ora obtidos sugerem um exploracao
excecdo do teor de &cido linoléico, que foi superior ao reportadeensiva dos frutos dessa palmeira, na regido de coleta, para
a espécieMauritia flexuosal., que habita a Amazdnia. fins comestiveis, assim como uma maior divulgacédo de seu
Considerando a ampla faixa de variagdo dos macropetencial nutritivo.

micronutrientes avaliados, expressa pelos coeficientes de

variagdo % (Tabelas 1, 2 e 3) os valores obtidos para estes AGRADECIMENTOS
componentes ndo sdo conclusivos na diferenciacdo das
variedades. Os autores agradecem ao Técnico Agricola e Vereador

Comparagfes com outros trabalhos ficaram um tan@smar Ignacio e ao entédo Prefeito do Municipio de Buritizal,
prejudicadas pela falta de identificacéo, nos mesmos, da espécitonio Delefrate, pela colaboragdo ao presente trabalho.
de buriti estudada. Vérios autores assumem ofd.senifera
Mart. ora seM. flexuosal., sem ter procedido a um estudo
histolégico prévio dos frutos.
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ABSTRACT. The buriti palm tree is an important native Latin Amarican specie with economic potential,
but little research has been done in Brazil concerning its fruits. This paper reports on the study of the
histological characteristics of the buriti fruit and the chemical composition of its pulp. The fruits having
been collected from the rural zone of Buritizal City, Sdo Paulo State, Brazil. The species was identified as
Mauritia vinifera Mart. and distinguished from other species of the same genera by its strobiliform
shape. The major nutritional components were as follows: carbohydrates, from 10,6 to 13,2 g/100g; oleic
acid (72,6 to 74,6%) in the oily fraction, similar to olive oil. Vitamin C and calcium were in accordance with
literature data, while the pH values were higher. It's suggested a rational exploration of the buriti palm in
its region of origin, concentrating specifically on the nutritional value of its fruit pulp.

KEY WORDS. palmae, buritiMauritia, chemical composition, histology, fatty acids.
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RESUMO. O aumento da incidéncia da tuberculose e outras micobacterioses tém demonstrado a importancia
de se isolar e identificar rapidamente as micobactérias. No periodo de marco a dezembro de 2000 foram
avaliados 791 espécimes clinicos coletados de pacientes com sorologia positiva para HIV. O sistema MB/
BacT™ detectou 30,0% de amostras positivas, enquanto o meio Lowenstein Jensen 19,0%. As
identificacdes das micobactérias foram realizadas pelo sistema molecular de DNA AccuProbe ou por
provas fenotipicas. O Sistema Automatizado MB/B¥d®i mais sensivel e rapido para o isolamento de
micobactérias que o método tradicional e, acoplado a um sistema de identificagdo molecular, podera ser
uma ferramenta Util para o Programa de Controle da Tuberculose.

PALAVRAS-CHAVE. Mycobacterium tuberculosidiagnéstico, coinfeccao TB/HIV, MB/Bag.
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INTRODUCAO e 0 método convencional com meio de Léwenstein-Jensen (LJ).

A disseminacdo da tuberculose acompanhou o MATERIAL E METODOS
desenvolvimento dos grandes centros urbanos e dos
aglomerados populacionais e seu controle sé foi possivel cAmostras
a identificac@o de seu modo de transmissé@o e a produ¢édo de Foram processados pelos dois métodos 791 espécimes
drogas eficazes para o seu tratam&nto clinicos de origem pulmonar, coletados de pacientes com
Com o advento da AIDS esse quadro teve uma alterag&sultado positivo nos testes sorologicos para HIV, atendidos
significativa, pois a infeccao pelo HIV é o maior fator de riscem Unidades Bésicas de Saude e Hospitais de Campinas,
conhecido para o desenvolvimento da tuberculose. A incidén&ideirao Preto e Sdo José do Rio Preto entre margo a novembro
de adoecimento num individuo HIV positivo é de 7 a 10% ate 2000, conforme protocolo de implantagéo do sistema MB/
ano, enquanto que no HIV negativo é de 10% ao longo de ®acT™, definido pela Coordenacao do Programa Estadual de
vida®, DST/AIDS.
As técnicas bacteriolégicas para deteccdo do
Mycobacteriumtuberculosissdo importantes tanto para aBaciloscopia
confirmacdo do diagndstico quanto para o controle de Os esfregacos feitos a partir dos espécimes clinicos,
tratamento da doenca. A microscopia é de baixo custo, altamdotam corados pelo Método de Ziehl-Neelsen e observados ao
reproduzivel, possibilita fornecimento rapido do resultado mascroscopio 6tico comufi.
apresenta uma baixa sensibilidade quando comparada com o
isolamento das micobactérias, em meio de cultura sélido molamento
liquido®514 Os espécimes bioldgicos apods descontaminagdo com
A cultura de micobactérias é importante pois permite-acetil-L cisteina/NaOH foram semeados em meio de
diagnéstico de casos paucibacilares, cuja positividade naad@venstein-Jensen (LJ), LJ acrescido de acido p-nitrobenzdico
detectada pela microscopia, possibilita a identificacdo dés)-PNB) e Middlebrook 7H9 do sistema MB/BatDs frascos
espécies e a realizacao do teste de susceptibilidade as dradmsJ e LI-PNB foram incubados em estufa bacteriolégica a
A principal desvantagem, quando se usa 0s métod8s°C e os frascos de Middlebrook 7H9 foram incubados no
convencionais, é a demora de 30 a 60 dias para obtencasidtema MB/BacT, que consiste de estufa bacterioldégica com
resultadé. monitoramento continuo de crescimento. As culturas positivas,
Na tentativa de isolamento mais rapido dafram confirmadas quanto a presenca de bacilos alcool-acido
micobactérias, foi proposto na década de 1980 o sistemesistentes (BAAR), pela observacdo de esfregacos corados
BACTEC 460TB, baseado na detecc¢éo de gas carbonicg) (C@elo método de Ziehl-NeelseénAs culturas do sistema MB/
marcado cont‘C. Esta técnica, por ser semi-automatizadaBacT™ onde se detectou presenca de microrganismos
radiométrica, apresentou uma série de desvantagens que impeditaminantes ou presenca de BAAR e microrganismos
0 seu uso em larga escala contaminantes foram descontaminadas pelo método de Petroff
Recentemente, varios métodos ndo radiométricos e comodificadd utilizando NaOH 4,0% e semeadas em novo meio
monitoramento continuo de crescimento bacteriano forase cultura do sistema MB/BatT
avaliados no sentido de diminuir o tempo entre a suspeita clinica
e a deteccdo das micobactérias Identificac&o
Apoés o isolamento, para a identificac@o rapida das As espécies dasomplexosM. tuberculosidMT) e M.
espécies patogénicas ou potencialmente patogénicas, tém aimiam (MAC) foram identificadas pelo sistema DNA
proposto o uso de sondas de DNA Accuprobé'. O crescimento em meio de LJ-PNB foi usado para
O Sistema Automatizado MB/Batpara o isolamento a classificacéo presuntiva rapida das demais espécies, que foram
de micobactérias e a sonda Accupfblpara a identificagdo posteriormente identificadas com os métodos fenotipitos
das espécies, foram implantados nos laboratérios do Instituto
Adolfo Lutz de Campinas, Ribeirdo Preto e S&o José do Rio RESULTADOS
Preto, pelo Programa Estadual de DST/AIDS, para aprimorar e
agilizar o diagnostico da tuberculose em pacientes comresultado  Com o sistema MB/BacTforam detectadas 237 (30,0%)
positivo no teste HIV e que foram atendidos nessas regi@sgturas positivas para micobactérias sendo que 135 (17,1%)
gue apresentam grande numero de casos de co-infec¢do dBesentaram resultado positivo na baciloscopia direta e 102
HIV. (12,9%) apresentaram resultado negativo (Tabela 1). Com o meio
O objetivo desse estudo foi comparar a taxa die LJ foram detectadas 155 (19,0%) culturas positivas para
isolamento e o tempo de detec¢cdo de micobactérias eritobactérias.
espécimes clinicos de pacientes com resultado positivo noteste O tempo médio de deteccdo das micobactérias no
HIV, analisando os resultados obtidos com o sistema MB/Bac$istema MB/BacT foi 10,7 dias (2,5 a 60 dias) e no meio LJ foi
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Tabela 1.I1solamento de micobactérias a partir de espécimes clinicos nos meios de Léwenstein Jensen e Middlelbrook 7H9
sistema MB/Bac™.

RESULTADOS
MEIOS TOTAL
DE DE
CULTURA AMOSTRAS POSITIVO NEGATIVO CONTAMINADO
(%) (%) (%)
Middlelbrook 7H9 do 791 237 (30,0%) 486 (61,4%) 68 (8,6%)
MB/BacT™
Lowenstein-Jensen 791 155 (19,0%) 420 (53,1%) 216 (27,3%)
28 dias (15 a 42 dias). 65,4% dessas culturas. Nao foi observado crescimento de

A identificacao fenotipica ou genotipica das espéciesicobactérias apenas no LJ.
foi inconclusiva em 22 culturas positivas. Nas demais os A porcentagem de deteccao com o LJ foi préxima a dos
resultados obtidos foram: 18&tuberculosis43 complexdM. estudos de Piersimoni et®a.de Alcaide et dlque relataram
avium 9 M. chelonae 12 M. fortuitum 1 M. kansasii 1 M.  respectivamente 64,2% e 70% de positividade com os meios a
terrag, 7 M. gordonae 1 M. peregrinum 1 micobactéria de base de ovos. Porém, bem menor que o observado por Rohner
crescimento lento escotocromdgena e 4 micobactérias eteal!! e Manterola et al.que relataram 79,5% e 92,5%

crescimento lento acromogenas. respectivamente. Nestes estudos, com maiores taxas de
crescimento em meio sélido, observamos que foram usados
DISCUSSAO dois tipos de meio para o isolamento de micobactérias: LJ e

Coletsos ou Stonebrink e Coletsos, possivelmente por essa
A deteccdo e identificacao rpida das micobactérias earéo, a porcentagem de positividade em relagdo a do sistema
amostras biolégicas é importante para o inicio de um tratameatdomatizado foi maior.
adequado do paciente com tuberculose pulmonar ou Emrelacédo a porcentagem de contaminacao das culturas
micobacteriose. por outros microrganismos foi inicialmente observado 24,0%
Essa agilizac@o é decisiva para o inicio de unpara o meio MB/BacT e 27,3% para o LJ. A menor porcentagem
intervencdo adequada para os pacientes com co-infec¢édo @iB-contaminacdo no sistema MB/B&tpode ser explicada
HIV que apresentam grande porcentagem de amostmdo uso de antibiético no meio de cultura desse sistema.
paucibacilares. Além disso, nesses pacientes é mais freqiiente  Neste estudo foi utilizado o método de N-acetil-L cisteina/
a ocorréncia de doenca causada por micobactérias maOH, indicado pelo fornecedor do Sistema MB/B#¥¢cpara
tuberculosas. descontaminagéo dos espécimes bioldgicos. Esse método por
Nesse estudo, avaliou-se o desempenho do sistema MBf menos dréstico possibilita melhor recupera¢cdo das
BacT"em comparagdo com o isolamento em meio de Léwenstemicobactérias em cultura. Porém, por essa mesma razdo, uma
Jensen (LJ). O tempo médio de detec¢do das micobactériacfmitaminacéo excessiva pode ocorrer em determinado$®casos
menor nesse sistema quando comparado com o meio LJ. Ok resultados obtidos sugerem a realizacdo de estudos em
caso de amostras paucibacilares, o tempo médio de crescimeatalelo deste método com o de Petraffiais usado no Brasil,
no MB/BacT" foi de 10 dias enquanto que no LJ foi de 28 diapara comparar a taxa de contaminacéo e de positividade com
Segundo a OM8 uma das desvantagens da cultura em mesnbos e adequar o uso do sistema MB/Baahossa realidade.
de LJ, principalmente quando os espécimes bioldgicos sdo  As culturas no MB/BacT em que se detectou presenca
paucibacilares, é a deteccédo tardia do crescimento dksmicrorganismos contaminantes ou presenca de BAAR e
micobactérias o que demonstra a vantagem da utilizacaordizrorganismos contaminantes foram retratadas, o que
sistema automatizado. possibilitou o aumento de 4,7% de culturas positivas (Figura
Além disso, a taxa de deteccdo de micobactérias com ) Apds o retratamento, a porcentagem de contaminagdo no
sistema MB/BacT foi 11,2% maior do que com o métodoMB/BacT" foi de 8,6%.
tradicional de isolamento (LJ). O retratamento das culturas do meio LJ néo foi possivel
Com o sistema MB/Bac'Tforam detectadas 237 culturase esse fato pode ter influenciado o total de positividade com
positivas para micobactérias e com o meio de LJ foram detectaglsse meio. O crescimento de determinados microrganismos no
meio de LJ geralmente o liguefaz ou estes se espalham por toda
a sua superficie em 24 horas, impossibilitando o cre§,§i5mento
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concomitante das micobactérias. Essas culturas sdo descartadas
e esta € outra desvantagem citada pela OMS quanto & utiliza¢éo A TRAS e o ooAs
desse mef6.

A identificacdo rapida e precisa das espécies mais
freqlientes pertencentes aos complédosuberculosise M.
avium foi realizada pelo sistema molecular AccuPrboleen
77,0% e 91,9% das culturas respectivamente. Quando oste] AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS
foram negativos para essas espécies ou no caso de solicits POS;E;VAS RETngTf DAS NEG/Z;!;VAS
do perfil de susceptibilidade as drogas, as culturas foram
encaminhadas ao Laboratério Central do Instituto Adolfo Lutz
para identificacdo com os testes fenotipicos.

O sistema MB/BacT, com deteccdo automatizada do
crescimento bacteriano, fornece um resultado mais rapido e AMOSTRAS
sensivel que o0 método tradicional que utiliza meio de cultura CONTAMINADAS
sélido a base de ovos. Este sistema acompanhado da 58 86%)
identificagcdo molecular podera ser uma ferramenta Util par&@ura 1. Contribuicdo do sistema MB/BaéT na deteccdo de
Programa de Controle de Tuberculose, agilizando a identificagigobactérias em espécimes biolégicos — Estado de S&o Paulo, 2000.
das espécies mais freqlientes e possibilitando uma intervencao
rapida no tratamento dos pacientes com co-infeccao HIV/TB.

200 400

37 (47%) 86 (109%)
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ABSTRACT. The increasing incidence of tuberculosis and other mycobacterial diseases has made it
essential for laboratories to quickly detect and identify mycobacteria. A total of 791 clinical specimens
were collected from patients who were HIV positive, between March and December 2000. The N8/BacT
system has detected 30.0% of mycobacterial isolates, while 18.8% were detected by Léwenstein-Jensen
medium. The automated MB/BatTsystem was more sensitive and rapid than the traditional method for
mycobacterial recovery. The MB/BatTsystem plus a DNA AccuProbe identification method could be

a useful tool for the TB Control Program in rapid diagnosing TB cases among HIV positive patients.

KEY WORDS. Mycobacterium tuberculosigsliagnostic; infection TB/HIV; MB/Bac™.
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RESUMO. Polen apicola tem seu uso recomendado como suplemento alimentar. Dados a respeito das
condi¢Bes higiénico-sanitarias de pélen produzido no Brasil e de sua composigdo sdo escassos. Nesse
trabalho foram determinados os teores de umidade, proteinas, lipideos, cinzas, o pH e a atividade de agua
de vinte e uma amostras de pdlen de abekyis (melliferg adquiridas no comércio ou de apiarios do sul

de Minas Gerais e do estado de S&o P&nlteor de umidade encontra-se acima do estabelecido pela
legislacao. Os teores de proteinas e lipideos estdo dentro da faixa estabelecida pela legislacédo. Trés
amostras apresentaram teores de cinzas em desacordo com as normas. Os altos niveis de umidade e
atividade de 4gua encontrados indicam que héa falhas no processo de desidratagdo e/ou armazenamento
das amostras. O pélen apicola produzido na regido sudeste do Brasil pode ser utilizado como complemento
alimentar tendo em vista seu alto teor de lipideos e proteinas, desde que as condi¢des microbiolégicas
estejam adequadas.
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INTRODUCAO MATERIAL E METODOS

O pdlen coletado pelas abelhas é utilizado na colméfamostragem
como fonte de proteina. A abelha aglutina-o com a sua saliva, Vinte e duas amostras de pélen foram adquiridas em
que contém diversas enzimas, para que possa ser fixadodiasrsas localidades do sul do estado de Minas Gerais e do
suas corbiculas (cestas das patas traseiras) e transportiado de Sao Paulo. Uma amostra (A2) foi classificada pelo
para a colméia. Apresenta elevado valor nutritivo com unpaéprio apicultor como pdlen apicola, em sua forma original, e
composicdo aproximada de 40% de carboidratos, 35% aedemais, comercializadas como p6len apicola desidratado. As
proteinas, 5% de agua, 5% de lipideos e 5 a 15% de outathalagens apresentaram pesos variando entre 50 e 150 gramas.
substancias. Na sua composi¢do encontram-se numeroAfmggimas amostras apresentavam-se granuladas e outras em
aminoacidos (histidina, leucina, isoleucina, triptofano, valingapsulas de cerca de 0,69 (Tabela 1).
lisina e alguns outros) e algumas vitaminas do complexo B, As amostras foram armazenadas em freezer a -10°C até o
A, C, D e K2 O pélen contém ainda substancias antibiéticasjomento das analises, quando foram trituradas utilizando-se
ativas sobre espécies @mlibacilos e certas espécies demulti-processador marca ARNO, modelo PRO e tamizadas
Proteuse Salmonellasalém de substancias antioxidantesusando-se malha 24 (ASTM) a fim de padronizar o tamanho das
Popularmente, o consumo de pdlen é indicado para particulas.
combate ao stress, depressdo, anemia, baixa tolerancia do
sistema imunoldgico, fraqueza de memdria, alto indice @mposicao centesimal das amostras
colesterol, disfun¢éo intestinal (constipacdo ou diarréia), O teor de umidade foi determinado pelo método de Karl
problemas de prostata, impoténcia, entre outros. E difischef utilizando-se um aparelho METROHM, modelo 701-
também que esse produto é eficaz no combate KB-TITRINO. O teor de cinzas foi determinado por calcinagéo
envelhecimento e no desenvolvimento da mase&am muflaa 600°C segundo a AOAO teor de proteinas foi
musculaf®. Indica-se o consumo de pdlen granuladdeterminado por Micro-Kjedahl utilizando-se como fator de
(desidratado) diariamente, em quantidades que variam dedoaversao N x 580 teor de lipideos foi determinado pelo
3 colheres de cha por dia (5 a 25 g por dia), misturado ou méétodo modificado de Bligh-Dyér
a outro alimento como iogurte, mel, suco de frutas e dufros
Orzaez et al! estudaram a composicao e o valor caldrico détividade de agua (Aw)
15 amostras e verificaram que, em funcdo de seu teor de A Aw foi determinada a temperatura de 25,00+0,02°C
lipidios e carboidratos esse produto constitui-se eutilizando-se aparelho Aqualab-Decagon Devices Ins., modelo
interessante suplemento alimentar. CX-2, expressando a razao entre a pressao de agua do alimento
O Regulamento Técnico para Fixa¢do de Identidadeeea presséo de vapor da agua livre.
Qualidade de Pélen Apicdldefine pdélen apicola como o
resultado da aglutinacao do pélen das flores, efetuada jpdr
abelhas operéarias, mediante néctar e suas substancias salivares, A determinacao foi feita utilizando-se pHmetro HANNA
o qual é recolhido no ingresso da colméia e o classifica emIdpTRUMENTS, modelo HI 9321, segundo o método da AOAC
polen apicolague é o produto coletado em sua forma original As determinacdes do teor de cinzas, lipidios e proteinas
que deve conter no maximo 30% de umidadep®len apicola foram realizadas em triplicata para cada amostra e o resultado
desidratadoque é o produto submetido ao processo desti expresso como média + desvio padréo. A determinagéo do
desidratacdo em temperatura superior @42 com teor de teor de umidade, pH e atividade de agua foram efetuadas em

umidade n&o superior a 4%. uma Unica determinacao.
O aumento da demanda por produtos naturais e por
produtos orgénicos tém despertado o interesse dos apicultores RESULTADOS E DISCUSSAO

para a producéo de polen. Embora ndo tenham sido encontrados
dados sobre o montante produzido no Brasil nos Ultimos anos, O teor de umidade das amostras variou de 5,6 a 19,3%
é fato que o clima e a flora apicola do Brasil favorecem esse t{abela 2). A amostra que apresentou maior teor de umidade
de atividade, a qual tem sido amplamente incentivada petafere-se a “pdlen apicola”, e portanto encontra-se nos limites
associacdes de apicultores. impostos pela legislacdo, todas as demais amostras estavam
Estimular a producdo de podlen requersendo comercializadas como “pélen apicola desidratado”, e
consequentemente, monitorar sua qualidade fisico-quimicpartanto, em desacordo com o estabelecido pela legislacéo para
higiénico-sanitaria. O presente trabalho teve como objetiesse produto (4% de umidade). O alto teor de umidade deve ser
analisar alguns parametros fisico-quimicos de amostras de pdksultado da forma de desidratacdo do polen empregada por
apicola comercializadas na regido do sul de Minas Gerais eatguns apicultores tais como: secadores de cabelo, forno a gas,
estado de S&o Paulo para verificar sua adequacédo &wso microondas.
parametros estabelecidos pela legislagéao.
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Tabela 1.Polen (origem, data de aquisi¢cdo, embalagem e prazo de validade especificados pelos fornecedores) das regides di
de Minas Gerais e estado de S&o Paulo coletadas nos anos de 1999 e 2000

Amostras Origem Data de aquisi¢édo Tipo de Prazo de
més/ano embalagem** validade

Al B. Paulista//SP 1/2000 Vidro 2anos
A2* Bananal/SP 1/2000 Polietileno Nc
A3 Cambuquira/MG 3/2000 Vidro 2anos
Ad Cambuquira/MG 3/2000 Vidro 2anos
A5 Cambuquira/MG 3/2000 Vidro 2anos
A6 SaBarbara/SP 3/2000 Vidro 1/2002
A7 Toledo/MG 3/2000 Vidro Nc
A8 Lavras/MG 4/2000 Polietileno 4/0/2002
A9 S. Louren¢o/MG 3/2000 Polietileno 1/@/2001
A10 Varginha/MG 3/2000 Polietileno Nc
All B. Paulista/SP 4/2000 Vidro 18meses
Al2 B. Paulista/SP 3/2000 Vidro 2anos
Al3 S. Louren¢o/MG 4/2000 Polietileno 2anos
Al4 S. Louren¢o/MG 4/2000 Polietileno 2anos
Al5 S. Louren¢o/MG 3/2000 Polietileno 2anos
Al6 S# Barbara/SP 3/2000 Vidro 1/2002
Al7 Varginha/MG 5/2000 Polietileno Nc
A18 Cambuquira/MG 5/2000 Vidro 2anos
Al9 Trés Pontas/MG 6/2000 Polietileno 6 meses
A20 Rib. Preto/SP 5/1999 Polietileno 08/00
A21 B. Paulista/SP 6/2000 Vidro 2anos
A22 Campanha/MG 6/2000 Vidro Nc

Nc - ndo consta prazo de validade do produto

* Amostra A2 corresponde a poélen apicola pois foi cedida pelo apicultor antes do processo de desidratacdo. As demaisifidesmeadzpmércio
como polen apicola desidratado

** Amostra A4 corresponde a pdlen em capsulas, as demais sdo amostras granuladas

A maioria dos pequenos apicultores ndo dispde tderes de atividade de agua e armazenados a temperatura
recursos visando o cumprimento de requisitos estabelecatobiente esta a contaminacao por fungos potencialmente
pelos érgaos do Ministério da Agricultura, que estabelecprodutores de micotoxinas carcinogénicas
uso de secadores providos de bandejas sobrepostas e O teor médio de cinzas variou, nas amostras analisadas,
perfuradas com controle de temperatura e sistema de circuldedh5 a 4,8% aproximando-se dos valores citados por Youssef
de ar para secagem do pdlen, além de sala de processaraerg®® que avaliaram amostras de pdlen Téfolium
onde alguns equipamentos sdo necessarios para manaéexandrium, Zea mays, Vicia falmaBrassica sp Kaber,
umidade relativa do ar em 40%. As informa¢des sobreobsendo teores de cinzas entre 2,7 a 5,7%. Bonvehi € Jorda
diferentes procedimentos que os apicultores utilizam pamneontraram valores entre 1,6 e 2,2% em 20 amostras de pélen
desidratacdo de pdlen, nas mesmas localidades de coletadlemdas na Espanha. A legislagdo brasileira estabelece que o
amostras, foi obtida verbalmente e/ou através de observégdiode cinzas de pdlen apicola deve ser no maximo de 4% m/m
in sity, em visitas aos apiarios. na base seca. Trés amostras estdo fora da especificagéo (A10,

Os valores de atividade de agua situaram-se entre 033 @ e A21). E possivel que a variacdo observada seja
0,6 e sdo consistentemente maiores que o0s obtidos por Boroaghtteristica da flora apicola nas localidades de produgéo. Outra
e Jord& para amostras de pélen da Espanha, que obtivepassibilidade é a poluicdo ambiental, que por vezes responde
valores entre 0,26 a 0,28. O desenvolvimento de microrganispabs alto teor de cinzas encontrado em produtos apicolas. Como
€ bastante favorecido em atividades de 4gua ao redor deda@os a respeito da composi¢éo de pdlen apicola coletado no
faixa em que outras reacdes (enzimaticas e quimicas) tamBgagil sdo praticamente inexistentes, é impossivel precisar se as
séo favorecidas, o que pode ocasionar oxidacédo lipidiGamstras (A10, A17 e A21) fogem aos limites impostos pela
escurecimento, dependendo das enzimas presentes, diminlégilacdo por que a mesma € baseada em resultados de polen
o valor bioldgico desse produto e causando altera¢Pesduzidos em outros paises ou se, o alto teor de cinzas deve-
sensoriais indesejadas (escurecimento e oxidagéo). Entreeas outros fatores.
potenciais riscos de consumo de um material nutritivo com altos
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Tabela 2.Teor de umidade, Cinzas (%na base seca), lipidios (%na base seca), proteinas (% na base seca), atividade de agui:
(Aw) e pH de amostras de pdlen apicola*

Amostra Umidade Cinzas Lipidips Protgina pH Aw

Al 9,9 3,1 (0,04) 9,1 (0,04) 21,7 (1,12) 4.6 0,5

A2 19,3 2,5 (0,28) 6,3 (0,00) 27,8 (1,87) 3,8 0,4

A3 6,7 2,0 (0,00) 9,1(0,2b) 16,0 (0,82) 4,6 0,4

A4 6,3 2,0 (0,02) 9,4 (0,00) 15,8 (0,40) 4,5 0,4

A5 6,1 2,0 (0,09) 10,6 (0,4R3) 23,0 (0,42) 4,3 0,5

A6 9,2 3,2 (0,04) 6,5 (0,0) 20,3 (0,89) 4,8 0,5

A7 10,1 2,8 (0,08) 14,0 (0,09) 22,2 (0,p3) 4,2 0,5
A8 12,0 2,3(0,1)) 10,1 (0,06) 20,3 (0}53) 4,1 0,5
A9 9,9 2,8 (0,01)) 7,2 (0,3) 21,6 (0,84) 45 0,5

A10 8,4 4,8 (0,02) 9,4 (0,15) 18,9 (0,92) 5,4 0,4

All 10,7 1,7 (0,00) 10,7 (0,d9) 16,3 (0,40) 55 0,4
Al12 11,3 3,2 (0,04) 7,9 (0,07) 22,6 (0,39) 4,6 0,5

A13 10,0 2,8 (0,02) 7,3 (0,32) 22,6 (0,43) 4,2 0,5

Al4 10,d 2,7 (0,03) 6,1 (0,05) 22,9 (0,42) 4,2 0,5

Al5 10,5 2,8 (0,00) 7,5 (0,19) 24,5 (0,p8) 4,2 0,5

Al6 6,5 3,5 (0,02) 6,5 (0,00) 21,2 (1,85) 4,6 0,3

Al7 6,0 4,6 (0,02) 9,9 (0,0b) 21,8 (0,p0) 5,3 0,3

A18 9,0 2,4 (0,00) 7,8 (0,07) 27,5 (0,1L6) 4.9 0,3

Al19 7,3 1,5 (0,03) 9,0 (0,1R) 16,9 (0,42) 4,7 0,4

A20 6,7 1,7 (0,03) 8,8 (0,08) 19,3 (0,69) 4,6 0,4

A21 5,6 4,5 (0,03) 9,9 (0,0B) 21,3 (0,64) 5,1 0,3

A22 12,2 2,4 (0,03) 10,4 (0,01) 21,8 (0,28) 3,7 0,6

*Os nimeros entre parénteses referem-se ao desvio padrdo de triplicata

Os valores de pH das amostras analisadas variaram engstudo foi utilizado o fator de converséo nitrogénio-proteina
3,7 e 5,5 e encontram-se dentro do especificado pela legislacBiox 5,6 tendo em vista que os dados disponiveis na literatura
que estabelece pH de 4 a 6. relativamente & composicao de aminoacidos e proteina de pdlen

Quanto ao teor de lipidios, todas as amostras estéaentificaram ser alto o teor de aminoacidos livres e que 0 uso
dentro dos limites especificados pela legislac@o que determida fator de converséo N x 6,25 superestima o teor de proteina.
que esse produto deve apresentar pelo menos 1,8% m/mQ@éeor de aminoacidos livres pode chegar a cerca de 26% do
lipidios na base seca (6,1% a 14,0%). Os resultados encontratéms de proteirfaAinda assim, se o fator de converséo utilizado
nesse trabalho sdo maiores que os encontrados por Bonvehesse trabalho fosse N x 6,25, os teores de proteina seriam
Jord& que encontraram valores entre 4,8-7,2%. maiores e portanto, as amostras ainda estariam em acordo com

Em relagdo ao teor de proteinas das amostras, os valooadimites impostos pela legisla¢éo. O regulamento técnico para
variaram entre 16,0 e 27,5% estando em acordo com a legislafi&acédo da identidade e qualidade de pdlen apicola ndo indica o
que estabelece teor minimo de 8% m/m na base seca. Nefsger de conversdo a ser usad@ussef et al® encontraram
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valores variando entre 23,3 e 37,7% para pélen coletado aremperatura ambiente por varios meses, conforme consta no
Giza, no Egito. Esses autores utilizaram o fator N x 6,25 paulo desses produtos. Embora ndo haja documentacéo a
converter o teor de nitrogénio em teor de proteina. Bonvehiespeito das mais variadas formas usadas por apicultores para
Jord& encontraram valores entre 12,6 e 18,2% para amostrasdear esse produto, fica claro, pelos resultados obtidos, que é
pélen da Espanha utilizando também o fator de converséo Mecesséaria a educacéo desses apicultores quanto ao emprego
5,6. Faltam dados sobre a composi¢do de amino&cidos de pdlermétodos de desidratacdo adequados, que garantam a
coletado no Brasil que permitam a escolha do fator de converg@ialidade do produto e também em relacdo ao armazenamento,
nitrogénio- proteina mais apropriado. A utilizacao do fator Nxo que se refere a utilizacdo de embalagem adequada e
5,6 parece ser mais apropriada, pois o poélen apicola, apesaratedicdes de temperatura e umidade. Os resultados para
ser modificado pelas enzimas das abelhas, é de origem vegetétjdade de dgua encontraram-se elevados, e portanto, seria
e a utilizagdo desse fator, ao invés de N x 6,25 fornece resultaplagiente a realizagcao de analises microbioldgicas do produto
mais conservadores, que evitam superestimar o teor de protefpes € armazenado a temperatura ambiente. Para os demais
de pélen. parédmetros analisados, as amostras enquadram-se na faixa de
varia¢cdo mencionada na literatura. O alto teor de proteinas e de
CONCLUSOES lipidios de pdlen apicola favorecem sua utilizagdo como
suplemento alimentar, porém ha necessidade de investimento
Todas as amostras comercializadas como pélem pesquisas para estabelecer a composicao e parametros de
desidratado apresentaram alto teor de umidade, ndo estandquigidade dada a escassez de dados sobre a composicdo do
acordo com as normas estabelecidas pelo Ministério pélen apicola produzido no Brasil. H4 também necessidade de
Agricultura. A desidratacdo do pélen apicola é uma operag@iwestimento no setor apicola para que o produto seja
critica para a obtencao de um produto que possa ser armazepadoessado e comercializado em condi¢g6es adequadas de
umidade e atividade de agua.

RIALA6/965

Bastos, D. H. M. et al. - Composition and quality of bee-collected pollen commercialsmde country
towns in S&o Paulo and Minas Gerais - Br&av. Inst. Adolfo Lutz,62(3): 239 - 244, 2003.

ABSTRACT. Pollen collected by bees is used as a dietary supplement. Data related to the hygienic and
sanitary conditions of this product, as well as its composition, are rare. In this work, the physical-chemical
properties of twenty-one samples of pollen fréwpis melliferabees, acquired from commercial
establishments or directly from bee-keepers from the S&o Paulo and Minas Gerais states, were determined.
The physical-chemical properties analyzed were moisture, water activity, ashes and pH. Moisture content
of the samples analyzed was above the limit established by legislation. Protein and lipids contents were
within the limits established by legislation. Three samples presented ash contents outside of the legal
standards. Pollen samples produced in southeast Brazil could be used as food supplement due to its high
level of lipids and proteins if microbiological parameters were within safe limits.

KEY WORDS. pollen, composition, analysis, quality
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RESUMO. Durante o periodo de junho a agosto de 2002, a qualidade higiénico-sanitaria dos manipuladores
das lanchonetes situadas ao redor do campus do Centro Federal de Educagao Tecnoldgica em Quimica -
CEFET/ Quimica de Nilépolis — RJ (A, B, C, e D) foi avaliada através de analises microbioldgicas de
coliformes a 3%C (totais), coliformes a 4& (termotolerantes), bactérias mesofilas e pesquisa de
Staphylococcus aureuBactérias mesofilas foram encontradas na faixa de 10-294 UFC/ mao, coliformes
totais e termotolerantes entre <3 - >2400 NMP/mé&o. Foi encor8radmeuso manipulador da lanchonete

C. Os resultados encontrados confirmam a importancia do manipulador como veiculo de contaminagéo de
alimentos e indicam potencial perigo para a Satude Publica, pois colocam em risco a sadde das pessoas que
consomem os alimentos servidos nesses estabelecimentos

PALAVRAS-CHAVE. manipuladores, qualidade, seguranca alimentar

! Docentes do Cefet/Quimica de Nilépolis - RJ

2 Alunos de Curso de Quimica Industrial do Cefet-Quimica de Nilépolis —RJ
3Graduando em Medicina Veterinaria da UFRRJ

4Quimico Industrial — Plus-Vita Alimentos

*Enderego para correspondéncia: Rua Lucio Tavares, 145 - Nilopolis
CEP: 20270-021- Rio de Janeiro — e-mail: food@globo.com

245



Cruz, A. G. da et al. A questéo da higiene de manipuladores das lanchonetes localizadas ao redor do campus do CEFETNQbpulisaRe Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 245 - 248, 2003.

Manipuladores de alimentos séo definidos como todasos conhecimentos referentes ao controle de praga e
as pessoas que podem entrar em contato com o processongierorganismos
producéo de alimentos, seja de forma parcial ou total, incluindo- O objetivo deste trabalho é avaliar as condicbes
se os que colhem, abatem, armazenam, transportam, processagiénico-sanitarias dos manipuladores das lanchonetes
ou preparam alimentos e enquadrando-se nesse universtuadas ao redor do campus do CEFET/Quimica de Nildpolis
trabalhadores da indUstria e comércio de alimentos ambulante®RJ, através de analises microbioldgicas de microrganismos
e até donas de ca&saDevido a sua importancia, sdo partepatogénicos a salde humana e indicadores de higiene,
integrante obrigatéria de qualquer programa de segurang@ésando estabelecer medidas corretivas para um melhor
alimentar nas industrias de alimentos e estabelecimentos gp@&drédo sanitario na producao das refei¢cdes servidas por esses
servem refeigBes, na medida que suas precarias condic@sgabelecimentos.
higiénico-sanitarias podem contaminar os alimentos Foram escolhidas as quatro lanchonetes situadas perto
manuseados pelos mesrhos do CEFET/Quimica de Nilépolis, sendo seus manipuladores

Wei e Chiod®relatam um surto causado iraureus codificados por A, B, C e D. A coleta do material foi feita antes
em uma escola tailandesa, atingindo 10 estudantes apdas intervalos das aulas dos turnos da manha e tarde, pois
refeicdo matinal, tendo como veiculo os manipuladoressse é o horario de maior fluxo de estudantes nesses
responsaveis pelo preparo das refeicbes. Germano’ et astabelecimentos consumindo lanches e refeigbes. As amostras
afirmam que a regulamentacédo da profissédo de manipuladfaram colhidas através de “swab” da superficie da palma da
de alimentos é muito importante no mundo globalizado e citaao e dedo, utilizando-se agua peptonada como diluente. Apés
como vantagens, entre outras, desse ato uma maiarcoleta, as amostras foram transportadas para o laboratério
capacitacdo de méo-de-obra em contato com o alimentode microbiologia do CEFET/Quimica de Nilépolis onde
conseqientemente um aumento da oferta de alimentos segurealizaram-se analises microbioldgicas de bactérias mesofilas
e com melhor qualidade para o consumidor. Para o alcaneerdbias, determinacdo de coliformes a 35°(totais) e
desse objetivo, o treinamento constitui-se como praticd5°C(termotolerantes) e a pesquisa qualitativa de
essencial. Um levantamento realizado com manipuladores eBtaphylococcuaureussegundo a metodologia recomendada
estabelecimentos de pequenos e médios portes que atuampeta APHA .
setor de carnes e laticinios na cidade de Sao Paulo revelou A Tabela 1 demonstra os resultados das anélises
que 62,5% dos entrevistados nunca tinham recebidmicrobiol6gicas expressos em valores minimos e maximos de
treinamento apesar de atuarem na area ha mais de um aoontagens bacterianas executadas nos manipuladores de
93,8% desconheciam as reais fun¢bes das méascaras e luasnentos.
embora as usassem e ainda tinham concepc¢des erradas quanto

TABELA 1 - Andlises microbiologicas dos manipuladores

Manipuladores Bactérias Coliformes a Coliformes Staphylococcus
Aerdbias 35°C a44,5C aureus
Mesdfilas (NMP/méo) ( NMP/méo)
( UFC/méo)

A 10-12 <3-093 <3-4 -

B 9-19 43 - 93 <3-43 -

C 214 - 294 460 - >2400 460 - >2400 +

D 75-95 <3-<3 <3-<3 -

- auséncia/ +: presenca

UFC: unidades formadoras de col6nias

NMP: nimero mais provavel
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Os resultados encontrados sugerem uma precadandi¢cdes para a sobrevivéncia de patdégenos que se
gualidade higiénico-sanitaria dos manipuladores, podendo desenvolvem & mesma temperatura de incubacao. Resultados
0s mesmos veiculos de toxinfec¢des alimentar@esitivos pareS. aureusalertam para o risco de toxinfeccao
comprometendo com isso a salde das pessoas que consoalementar decorrente de condi¢bes favoraveis para a
esses alimentos. O manipulador C registrando os maiores indicedtiplicacdo do microrganismo e a conseqiiente producéo de
de coliformes totais e termotolerantes, ambos na faixa de 486xina no aliments.
>2400 NMP/méo e positivo pafa aureusalém de alto indice Os resultados encontrados neste trabalho, entretanto,
de bactérias mesdfilas (214 — 294 UFC/mao). Os manipuladosé® muito semelhantes aos encontrados em experimentos
A e B apresentaram igualmente resultados que indicam condaateriores, o que demonstra a importancia do manipulador de
precéarias do ponto de vista higiénico-sanitaria, sendimentos em programas de seguranca alimentar na inddstria de
encontrado uma grande variagdo do nimero de coliformes totdimentos e nos servi¢os de alimentacdo. Oballe, Rodriguez e
em ambos (<3-93 e 43-93 NMP/méo, respectivamente) e presdbganingue* encontrarans. aureugm 22% dos manipuladores
de coliformes termotolerantes em B (<3-43 NMP/ma&o), sende um estabelecimento hoteleiro. Monteiro Btealcontraram
ambos negativos paa aureus Nesse contexto, 0 manipuladorS. aureu E. coliem 35% e 55% dos manipuladores de uma
D apresentou os melhores resultados, representado pelos baiwamha industrial no Ceara. Jeyasekaran ét atlatam a
valores de coliformes termotolerantes e totais encontradu®senca deisteria monocytogenesn 5% dos manipuladores
(ambos <3 NMP/mao), e por nimero relativamente baixo de uma industria pesqueira, enquanto Curtis ‘etndicam
bactérias mesdfilas (75-95 UFC/mao), demonstrando nao 2&r9% dos manipuladores positivos para E. coli. Basto3 et al
uma fonte de contaminacéo na producao de refei¢cdes e lanchasietanto, encontrara® aureuse auséncia de coliformes
0 que pode ser observado pelo cuidado na manipulacao teyeotolerantes em apenas 6% dos manipuladores em indistrias
produtos. Registra-se contudo, que esse manipuladiEpolpas congeladas no Ceara. Campos, Cruz & &illzdiam
desconhecia totalmente praticas minimas de higieneaimda, auséncia de. coli eS. aureus coliformes totais na
manipulacdo de alimentos, sugerindo que caso fosséaixa de 30 —100 UFC/méo nas méos de manipuladores em
executadas um maior nimero de analises, resultados alarmargstaurantself-serviceem um campus universitario no Rio de
poderiam ser encontrados. Janeiro.

Embora ndo existam padrdes oficiais na legislagédo De um modo geral, os manipuladores dos
brasileira com relacdo aos manipuladores de aliment@&stabelecimentos apresentaram precéarios habitos higiénico-
recomenda-se como padrao auséncl derreug coliformes sanitarios podendo se tornar veiculos de surtos de doencas
termotolerantes e um baixo nimero de coliformes totaisatimentares na comunidade discente. Medidas corretivas
bactérias mesdfilas. A presenca de coliformes termolerantgs/olvendo treinamento em higiene/ manipulacéo de alimentos,
indicam a possibilidade de existéncia de patdgenos entéridastrucdes de limpezal/sanitizacao e preparo de solugdes
associados, comBscherichia coli, Salmonella s Shigella sanitizantes serdo parte de um plano de agéo a ser efetuado
sptornando o alimento improprio para o consumo humano. Palos docentes do curso técnico em Quimica Industrial do
mesma forma, altos indices de bactérias mesdéfilas e coliforn@&SFET/Quimica de Nil6polis a fim de preservar a salde das
totais evidenciam precarios habitos higiénicos, indicangeessoas que frequentam esses estabelecimentos.

247



Cruz, A. G. da et al. A questdo da higiene de manipuladores das lanchonetes localizadas ao redor do campus do CEFETNQapolisaRld Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 245 - 248, 2003.

RIALA6/966

Cruz, A. G. da et al. - The question of hygiene of handlers in foodservice establishments located
around the campus of CEFET/QuimicA of Nildpolis, Rdv. Inst. Adolfo Lutz, 62(3): 245 - 248, 2003.

ABSTRACT. The sanitary and hygienic quality of handlers in foodservices establishments (A, B, C, e D)
located around campus of Federal Center of Technological Education of Chemistry — CEFET/Quimica of
Nilépolis, RJ was evaluated. Microbiological Analysis for Total and Fecal Coliform MPN, mesophilic
aerobic bacteria count aigtaphylococcus aureussearch were performed in the their hands. Results
were between 10-294 UFC/ hand for Mesophilic aerobic count and <3 - >2400 MPN/ hand for Total and
Fecal Coliform . It was founfl. aureu®n handler of foodservice establishment C. The results confirm the
importance of handlers as source of food contamination, indicating potential hazard to the Public Health
and being necessary the implantation of corrective actions to minimize the risks faced by the people who
consume the foods served at these establishments.

KEY-WORDS. handlers, quality, food safety.
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Fish residue valorization: aplication in the qualil
diet and study of effects in the eggs

Seibel, N. F. Fish residue valorization: aplication in the quail diet and study of effects in the eggs.
Rio Grande/RS, 2002 [Dissertacao de Mestrado - Fundagédo Universidade Federal do Rio Grande— Departamento de Quimical.

The use of fish industrialization residues is small in thgaseous chromatography; sensorial analysis of scent and
southern part of Rio Grande do Sul State, Brazil. These residtiasor, through structured scales and evaluation of mesofilos
are generally: accumulated in tanks without receiving any typgicrorganism and psicrofilos, according to ABNT (1995), norm
of treatment, discarded in the vicinity of the industries or takeéviB-3462 Novembro/91, using the plaquement method in depth
for low quality fish flour preparation. A simple and cheaand in surface, respectively; these analyses were accomplished
alternative for its use is the production of chemical silage. Whevrith samples stored in different times from 0 up to 30 days.
it is produced in good conditions it can be added in the ratidme found results demonstrate that was possible the use of
of birds, in a percentile maximum of 10%. In this present womesidues under the form of chemical silage, that proved to be a
took place a study for the use of the residues under this forstable product; in the quail eggs the physical-chemical
using its solid fraction in the quails ration and evaluating itsharacteristics are modified along the time, mainly due to the
effects on the physical-chemical characteristichumidity changes; the sensorial terminology of the scent and
microbiological, and the sensorial profile of the fatty acids dfavor of the eggs was gathered in four groups: sweetened,
the eggs. The accomplished analyses were: Haugh Unit; ypl&netrating, oleaginous and farinaceous; the diet has
index; relationship albumen/egg, yolk/egg and peal/egmfluence in the sensorial characteristics, when the silage didn’t
according to Buzaand ®uza(1995) and volume of the yolk contain antioxidant; the storage temperature has great
and albumen; proximal composition, according to A.O.A.dnfluence in the physical properties of the eggs; at the end of
(1995), and for proteins Micro Kjeldahl's method was used, fohe 30 days of storage the eggs didn’t show microbiological
lipids the acid hidrolises and for ashes and humidity was useahtamination; there was a change in the profile of the fatty
gravimetric method; determination of fatty acid througlacids of the quails eggs, in function of the modified diets.

*Tese disponivel na Biblioteca
da Fundacéo Universidade Federal do Rio Grande
e Universidade Estadual de Londrina.

e-mail: nseibel@pop.com.br
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Infeccdo pelos virus linfotropicos de células T humanas dos
tipos 1 (HTLV-1) e 2 (HTLV-2) em individuos infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
em Londrina e regidao, Parand, Brasil

Morimoto, H.K. -Infeccédo pelos virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 (HTLV-1) e 2 (HTLV-2) em individuos
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em Londrina e regido, Parana, BrasBao Paulo, 2003. [Dissertacéo de
Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP]. Orientador: Profa. Dra. Primavera Borelli. Co-orientador: Rtefa. Dra. A
Caterino de Araujo.

A ocorréncia de co-infeccao entre o HIV e o HTLV-1 od e —II, além dos ensaios soroldgicos, a reagdo em cadeia da
HTLV-Il tem sido relatada em varias partes do mundgmolimerase (PCR) e a pesquisa de polimorfismo de fragmentos
provavelmente como consequéncia de as vias de transmisséorestricdo enzimética (RFLP). Foram entrevistados e
desses virus serem as mesmas, ou seja, contato sexpatticiparam do estudo 758 individuos, dos quais a maioria era
transfusdo sangiiinea, uso de agulhas e/ou sering@&scor branca, com escolaridade de ensino fundamental
contaminadas e de méae para filho. Freqiiéncias variaveiscdenpleto e pertencente as classes sociais C e D. A média de
co-infec¢do por HIV/HTLV-I e por HIV/HTLV-Il tém sido idade da populagéo foi de aproximadamente 35 anos e a DST
descritas e estas dependem do tipo viral prevalente na regi@as freqiente foi a gonorréia, seguida de sifilis e condiloma.
estudada. Sabe-se que esses retrovirus ativam-se mutuamgntentagem de células CD4+ mostrou que a maioria dos
in vitro e existem evidéncias de que isto também odorra pacientes apresentava contagem acima de 200 ce€lsienm
vivo, estando, assim, a co-infecgdo relacionada a progressaague. O principal fator de risco associado a aquisi¢cao dessas
mais rapida para aids e ao surgimento de leucemias e linfometsoviroses foi 0 sexual para a infec¢do por HIV, e 0 uso de
de células T e de quadros neuroldgicos e dermatologiairegas injetaveis para a infec¢édo por HTLV-l e HTLV-II. Houve
associados a infeccdo por HTLV-I/Il. O presente projeto dessociacdo de infecgdo por HTLV-I/Il com o uso de drogas
pesquisa teve como objetivo principal determinar a prevalénaigetaveis, com a hepatite C e a hepatite B. Usando os resultados
de infeccao pelos virus HTLV-l e HTLV-II em individuos comobtidos com a sorologia e a biologia molecular parao HTLV-l e
HIV/aids do municipio de Londrina e regido. Além disso, visodll, foi possivel determinar a prevaléncia de co-infecgéo por
caracterizar a populagao de individuos infectados por retroviid&//HTLV-I/1l na populagéo geral, que foi de 5,8%, sendo 0,8%
humanos nesta regido geogréfica, analisando variaveira a infecgdo por HTLV-I e 4,9% para a infec¢éo por HIV/
sociodemograficas, histdria prévia de doencas sexualmeHhifELV-II. A PCR se mostrou mais sensivel em relacdo ao teste
transmissiveis (DSTSs), presenca de outras doengas infecciazadirmatério de WB para detectar casos verdadeiramente
(hepatite B, hepatite C e sifilis) e nimero de células CD4positivos de infec¢cdo por HTLV-Il. Houve prevaléncia de
Fatores de risco associados & aquisicdo dessas retrovirosrcdo por HTLV-II do subtipo lla, com predominio das
foram também pesquisados, assim como a variante viral\dgiantes a4 e a6. Detectaram-se casos de infec¢éo por HTLV-
HTLV-Il que predomina na regido. Utilizaram-se nesta pesquiia de variantes ainda ndo descritas na literatura, designadas
testes soroldgicos de rotina e, no caso de infec¢do por HTldé aBr, e um caso de infec¢@o por HTLV-II do subtipo b.

*Tese disponivel na Biblioteca

Digital da USP www.teses.usp.br
e-mail: catarino@ial.sp.gov.br
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Neurocisticercose: Aspectos clinicos, epidemiolbgicos e
analise de 171 prontuarios do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas de 1980 a 1990

Bedaque, E.A. Neurocisticercogespectos clinicos, epidemiolégicos e andlise de 171 prontuarios do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas de 1980 a 199040 Paulo, 2003. [Disserta¢éo de Mestrado — Coordenacao dos Institutos de Pesquisa da Secreta
de Estado da Saude de Sao Paulo]. Orientadora: Profa. Dra. Adele Caterino de Araujo.

De 171 prontuarios de casos de neurocisticercosgluir a pesquisa da neurocisticercose e que a triade meningites
registrados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas no periodecorrentes, hipoglicorraquia e neurocisticercose pode indicar a
de 1980 a 1990, foram extraidos os dados possiveis de ordednocefalia, a cisticercose racemosa, ou ambas. A febre foi
clinica, epidemiolégica e de exploragao laboratorial. indicativa de gravidade ao acompanhar estes processos

O A. procedeu ao estudo individual e conjunturainflamatérios recorrentes ou obstrutivos e que culminaram com
estabelecendo tabelas com dados de naturalidade, procedénaiito. Relata que a neurocisticercose, a admissao, mimetiza
idade, ocupacdo, habitos, sintomatologia e evolugdo. Verifiseeningites bacterianas, meningites virais, meningites
gue as informacbes dos prontuarios sdo deficientasdeterminadas, afecgbes cerebrais neoplasicas, vasculares e
contrastando com a importancia, a freqiiéncia e as repercussfiea variedade de outras doencas.
graves da doenca que, em geral, ndo é reconhecida de pronto. O complexo teniase/cisticercose esteve presente nas areas

Mostra que é indispensavel a complementacédo dorais e, também, nas urbanas, de regides consideradas indenes
diagndstico clinico-epidemioldgico por exames subsidiarios @@m casos autéctones provenientes dos Estados do Piaui,
LCR e de neuroimagem e que o seguimento € fundamental gaomdodnia, Goias e Mato Grosso do Sul. A prevaléncia da teniase
a deteccao e tratamento precoces de complicacdes, tais conem 8% dos pacientes indica perenidade do parasita heteroxénio
hidrocefalia, a doenca racemosa e as infec¢cdes bacteriamagcossistema brasileiro.
concomitantes. Faz, também, recomendagfes para que se proceda a um

O LCR identificou a eosinofilorraquia em 63% dosnterrogatdrio meticuloso do paciente sobre a sintomatologia e
pacientes a admisséo, as provas imunolodgicas foram positieasseus antecedentes epidemiologicos através da elaboracéo
em 85% desses casos, a maioria com histéria clinica de cefaéiganterrogatorio dirigido préprio, a fim de se obter a idéia para o
e irritacdo meningea, sugestivos do processo meningitidiagnodstico precocemente. Finalmente descreve o cenario
verificado, os exames de neuroimagem identificaram lesdeatocendtico do periodo e, questiona a colocacao da
cisticas e calcificadas como alteragcao predominante. neurocisticercose no rol das doencas de notificagdo compulsoria

O A. acentua que o diagnadstico de epilepsia tardia degm Séo Paulo.

*Tese disponivel

no site: www.melhoresteses.hpg.com.br
e-mail: nseibel@pop.com.br
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MARTA TANIWAKI — ITAL

MAURO LEITAO — UNICAMP
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MIYOKO JAKABI —IAL

MYRNA SABINO —IAL

PAULO AUGUSTO ACHUCARRO SILVEIRA —HOSPITAL DAS CLINICAS
PAULO ROBERTO NOGUEIRA DE CARVALHO —ITAL
PRIMAVERA BORELLI —USP

RAYMUNDO S. AZEVEDO - USP

REGINA SORRENTINO RODRIGUES MINAZZI - IAL
RONALDO ZUCATELLI-INSTITUTO BUTANTAN
ROSA MARIA D. FAVARO — IAL

ROSEMAR ANTONIASSI - EMBRAPA

SEBASTIAO TIMO IARIA —USP

SILVANA BOSQUIROLI-LACEN -PR

SONIA MARIA N. LAZZARI — UFPR

SUELI CABRINI—NESTLE DO BRASIL LTDA

SYLVIA CARDOSO LEAO — UNIFESP

TERESA CRISTINAVESSONI PENNA - USP
TEREZINHA DE JESUS ANDREOLI PINTO —USP
VERA LUCIA SIGNORELI BALDINI - ITAL

VICTOR EDUARDO A. ARIAS - FMUSP

VIVIANE F. BOTOSSO —INSTITUTO BUTANTAN
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