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RESUMO. O emprego dos agrotoxicos na agricultura reduz a perda de alimentos ao combater as pragas,
porém os seus residuos podem contaminar 0 meio ambiente, principalmente o solo. Este trabalho teve
como objetivo avaliar os niveis de residuos do inseticida endosulfan e seu principal metabdlito, sulfato
de endosulfan, em solo cultivado com a soja. O experimento com a soja foi conduzido em uma area de
900n?, dividida em trés parcelas iguais, destinadas ao controle (sem aplicagdo do inseticida), ao sistema
de manejo integrado de pragas (MIP) e ao sistema convencional, com aplica¢ces de endosulfan nas doses
de 437gi.a./hae 1312gi.a./ha, respectivamente. O endosulfan foi quantificado por cromatografia gasosa
com detector de captura de elétrdfNij, sete dias e um ano apds cada pulverizacao. Nao foi detectado
nenhum residuo do inseticida endosulfan no solo (10-20cm), onde foi cultivada a soja no sistema MIP,
dentro do limite de quantificagdo do métodegndosulfan (0,005mg/gp-endosulfan (0,005mg/g) e

sulfato de endosulfan (0,1mg/g)]. O residuo de endosulfan total no solo foi de 0,06mg/g para o MIP na
profundidade de 0-10cm e para o sistema convencional os niveis foramg/9,(@10cm) e 0,083/g
(10-20cm). Apds um ano da aplicagdo de endosulfan, nenhum residuo foi detectado em solo (0-20cm)
nos dois sistemas. Ambos os sistemas de cultivo da soja foram eficazes no controle de pragas, todavia o
MIP foi sugerido por resultar em menor nivel de contaminacéo de endosulfan no solo.

PALAVRAS-CHAVE . solo, soja, sistemas convencional e MIP, endosulfan.

! Trabalho apresentado na®Feunido da Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ) 23 a 26 de maio de 2000, Pogos de Caldas/MG.

2 Engenheira Agronoma, M.S®gpartamento de Ecotoxicologia — BIOAGRI Laboratérios Ltda. - Piracicaba/SP. (e-mail: cdcorrea@bioagri.com.br).
*® Quimico, Pesquisador Cientifico, Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Centro de Quimica de Alimentos e Nutricia.Apdinguinas, SP (e-
mail: jorgejvo@ital.org.br).

4 Secao de Ecologi@entro de Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP. — Piracicaba/ SP. (e-mail: vitornis@cena.usp.br)
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Corréa, C. M. D.; Oliveira,J. J. do V.; Tornisielo, V. L. - Residuos de endosulfan em solo (Latossolo Roxo) cultivado com soja
[Glycine maxL.) Merrill] *. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 69 - 75,2003.

INTRODUCAO volatilidade. Associado a esta questéo, a baixa solubilidade do
endosulfan e dos seus metabdlitos em agua contribui para sua
A soja é considerada um dos alimentos do futuro, porqaéa adsorcéo as particulas organicas no solo e para sua baixa
€ a melhor fonte de proteina de baixo custo e de alto vamobilidade, podendo acarretar em uma persisténcia indesejavel
nutricional que se conhece para a alimentagdo humana, aarambienté®,
de ser uma cultura que apresenta alta produtividade e facilidade Em funcdo destes aspectos, o objetivo deste trabalho
de adaptacdo em quase todas as regides do mundo foi avaliar os niveis de residuosalendosulfanf-endosulfan
O Brasil é responsavel por cerca de 20% da producéasulfato de endosulfaro solo cultivado com soja que recebeu
mundial de soja e é o segundo maior produtor de oleaginosgdlicacdo deste inseticida através dos sistemas de manejo
Atualmente, verifica-se uma forte expanséo na area cultivaidéegrado de pragas (MIP) e convencional.
com soja com investimentos em tecnologia pelo sojicultor,
visando o aumento da produtividade. Este investimento tem MATERIAL E METODOS
contribuido sensivelmente para o aumento da demanda de Soja
insumos. Estima-se que a produc¢do de soja devera crescer 39% A variedade da soj&lycine maxL.) Merrill] utilizada
até o ano 2005 foi a IAC 8-2 cultivada em campo experimental do
Um dos obstaculos a producéo de soja é a ocorréncialigpartamento de Genética na Escola Superior de Agricultura
pragas que podem inviabilizar a produtividade, acarretantoiz de Queiroz - ESALQ/USP em Piracicaba, Sao Paulo. O
prejuizos econémicos para o sojicultor. Dentre as pragas guantio da soja foi realizado em marco de 1997 e a colheita
atacam a soja, as mais preocupantes sdo as lagartas, efgiuada em julho de 1997 e julho de 1998.
infestacdo se dé& principalmente na fase vegetativa, e os  Solo
percevejos que atacam do inicio da fase de floracdo até o final O experimento foi implantado em solo latossolo roxo
do desenvolvimento das sementes. A administracao (4R), devidamente preparado com o uso de uma grade aradora.
pesticidas é uma das providéncias eficazes no combate a eAtasea total de 900fisenta de qualquer aplicacdo anterior de
pragas. endosulfan, foi dividida em trés parcelas iguais de 308sndo
Entre os véarios pesticidas, o endosulfan, dema parcela controle e as outras duas reservadas para 0s
nomenclatura IUPAC 6,7,8,9,10, 10 - hexacloro-1,5, 5a, Satamentos nos sistemas MIP e convencional. Cada parcela
9, 9a- hexahidro- 6, 9, metano-2,4,3-benzo dioxatiepin-8entinha uma populacdo de 40 plantas/m2, sendo 50cm entre
oxido é um inseticida largamente empregado na cultura lilghas e 5cm entre plantas. Entre as parcelas foi deixada uma
soja, devido a sua acdo eficaz no combate as pragas, béawadura de 2,5m. Foram adotados para todas as parcelas os
havendo produto substituto de igual eficiéricieoi mesmos tratos culturais como preparo do solo e controle de
introduzido no mercado em 1957 com o nome comerciglantas daninhas.
Thiodan e possui registro para a aplicacdo em soja por meio  Analise fisico-quimica do solo
da Portaria n® 95/85 do Ministério da Agricultura, tendo Foram utilizadas as metodologias apresentadas por
como Limite Maximo de Residuos (LMRs) de Pesticida dRaij et al., 200%, nas analises fisico-quimicas do solo.
1,0 mg/kg para esta cultdra? O ingrediente ativo consiste Controle de infestacdo de pragas nos sistemas MIP e
na mistura de dois estereoisdmeros, sendod@¥dosulfan convencional
e 30% deB-endosulfaf®. O sulfato de endosulfan é o O controle de pragas na cultura de soja no sistema
principal produto de degradacdo quimica, resultado déP consistiu de uma pulverizagdo com endosulfan (100 dias
oxidacao dos isbmeros, segur@oebel et afi apés a semeadura) e de inspecfes semanais a lavoura, com
Embora no estagio atual de desenvolvimento dauxilio do pano de batida, batendo-se duas linhas de soja
ciéncia e da tecnologia os pesticidas sejam essenciais paradire¢cdo ao pano branco com 0,5m de largura e 1,0m de
viabilizar a producdo de alimentos em grande escala, se samprimento, colocado na entrelinha junto ao solo. A soja
forem administrados segundo as boas praticas agricolascolivada no sistema convencional recebeu somente trés
mesmos podem contaminar os alimentos e o0 meio ambiemalverizacdes com o inseticida endosulfan. As trés
principalmente o solo. Uma vez presentes no solo, os pesticipadrerizacdes foram realizadas 60, 100 e 112 dias ap6s a
sdo susceptiveis de lixiviar através deste e atingir o leng@meadura.
freatico® 19.20.24 Aplicacgédo do inseticida endosulfan
O comportamento dos pesticidas no solo € de extrema  Foi utilizado o produto comercial Thiodan 35 CE (1,25L/
complexidade por implicar em numerosas interacfes entrehag, aplicado com pulverizador de barras, marca Jacto PJ 500
fases solida, liquida e gasosa. Entre outros, o processocdm 19 bicos F 110/1.2/3 118F-03, acoplado ao trator, nas
adsorcao/dessorcdo dos pesticidas pelos coldides organicdsses recomendadas pela EMBRARBA 437g de i.a./ha e
inorganicos do solo é de natureza fisico-quimica e controlda12g de i.a./ha, para os sistemas MIP e convencional,
concentracdo do produto na solucdo do solo ou na plamespectivamente. A soja testemunha ndo recebeu nenhum
determinando a sua atividade biolégica, mobilidade teatamento.
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Amostragem do solo transferido com pipeta de Pasteur para um tubo concentrador e
O solo foi coletado com trado nas trés parcelas evaporado com nitrogénio até o volume que apresentasse
profundidades de 0-10cm e 10-20cm, antes de qualgquencentracao dentro da faixa de linearidade do detector.
tratamento, 7 dias e um ano apos a soja ter sido pulverizada Quantificacdo de endosulfan no solo
com endosulfan. Foram coletadas em média 15 subamostras de Para quantificacdo de endosulfan no solo foi utilizado o
cada profundidade e de cada parcela. Estas subamostras fananmatdgrafo gasoso Varian 3.700 com coluna 5% SE-30 (100-
homogeneizadas para formar a amostra composta. 120 Supelcoport) com 1,5m de comprimento, 2mm de didmetro
ApGs secagem a temperatura ambiente por uimerno e 6mm de didmetro externo, equipado com detector de
periodo de 3 dias, o solo foi destorrado, peneirado em matiaptura de elétrons (DCE). As condi¢des cromatograficas foram
de 2mm e acondicionado em frascos de vidro de 500nyireviamente otimizadas nas seguintes condi¢des: injetor a
fechados e armazenados em freezer a temperatura de -134Q°C, detector a 320°C e coluna com temperatura programada
até arealizacdo das anélises. de 150°C durante 5 minutos, gradiente de temperatura de 10°C/
Padrées den-endosulfan,B-endosulfan e sulfato de min até 240°C (5 minutos) e nitrogénio como géas de arraste na
endosulfan. pressédo de 35psi (6,8 atm). Atenuacéo de 8.10.
Os padrBes de a-endosulfgiiendosulfan e Nestas condi¢Bes, as curvas de calibracdes apresentaram
sulfato de endosulfan, todos com indice de pureza de 99%earidade entre 0,005 a 0,020ng parandosulfan €3-
foram fornecidos pela Hoechst Schering Agrevo, Frankfurndosulfan e entre 0,05 a 0,20ng para sulfato de endosulfan,
Prepararam-se solucbes de i@OmL dos trés padrdes com coeficientes de linearidade de 0,9974, 0,9951 e 0,9946,
dissolvidos em hexano para residuos. Apoés diluicGes com egspectivamente. O endosulfan foi quantificado pelo método
solvente, obtiveram-se concentracdes dgdirL, 0,51g/mL, do padrdo externo.
0,1ug/mL, 0,05ug/mL e 0,00fug/mL. Confirmacao de endosulfan no solo
Método de extracdo de endosulfan no solo Para confirmagédo da-endosulfan-endosulfan e
Utilizou-se o0 métodale Luke et al® para extracdo de sulfato de endosulfan em solo foi utilizado o cromatdgrafo
a-endosulfanB-endosulfan e sulfato de endosulfan no solgasoso Varian 3.400, equipado com DCHli) e coluna
segundo as etapas descritas a seguir. megabore DB-5 com comprimento de 30m, didmetro interno
Pesaram-se 5g de solo em erlenmeyer, adicionaramege 0,53im e fase estacionéria com filme de QuUBb As
150ml de acetona para residuo e agitou-se durante 60 minutosdicGes cromatograficas foram de 300°C para o detector,
O extrato foi filtrado, utilizando-se funil Blichner com papel d250°C para o injetor e coluna com temperatura programada de
filtro Whatman n° 5 (previamente tratado com acetona)18(®C durante 1 minuto, gradiente deCmin. até 25€C,
recolhido em kitasato acoplado a bomba de vacuo. Transferiusggemanecendo nesta temperatura por 5 minutos. Gas de arraste
o filtrado para baldo volumétrico e completou-se o volumenrdtrogénio com pressdo de 18psi. Atenuacao de 8.10.
200mL com acetona para residuo. Uma aliquota de 20mL foi  Validacdo da metodologia
transferida para um funil de separacéo de 500mL, acrescentaram- Para validacdo da metodologia, 5g de amostras de solo
se 40mL de solucdo aquosa saturada com NaCl e adicionarggstemunha foram fortificadas com 1ml de soluc¢des qe0,5
se 100mL da mistura de hexano:diclorometano (50:50). O funil, 0,05ug/mL e 0,02hg/mL dea-endosulfan @-endosulfan;
foi agitado durante 5 minutos e deixou-se em repouso &émL de 5,Q0g/mL e 0,jug/mL para sulfato de endosulfan.
separacdo das fases organica e aquosa. Reservou-se aApés fortificacdo, o endosulfan foi extraido conforme descrito
organica. Na fase aquosa adicionaram-se 40mL de diclorometanteriormente.
e, em seguida, a mistura foi agitada durante 1 minuto. Apés
separacao, a fase aquosa foi descartada e esta fase organica foi RESULTADOS E DISCUSSAO
misturada com a primeira fase organica reservada. A fase organica
foi filtrada em funil com sulfato de sédio previamente desidratado Os resultados das analises fisico-quimicas do solo
e o filtrado foi evaporado até quase & secura em rotavapan&ontram-se na Tabela 1. Devido aos resultados dessas andlises
temperatura de 40°C e secado totalmente com nitrogéniofi€co-quimicas do solo, ndo houve a hecessidade de correcdo do
extrato foi retomado em hexano para andlise de residupbl, e de adubacdo com nitrogénio, fosforo e potassio (NPK).

Tabela 1 Resultados das andlises fisico-quimicas* do solo latossolo roxo.

Solo pH M.O. P K mg.dm® Ca Mg H+Al S.B. Vv
(cm) CaChb g.dm® mg.dn?® mg.dm® Mmole.dm® mmole.dn® mmole.dn? (%)
0-10 5,3 19 117 6,1 59 17 28 82,1 75
10-20 5,0 19 103 6,1 60 19 31 85,1 73

* Raij et al., 200%*
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Nas analises de residuos foi utilizado 0 método de Luk&erferentes nos tempos de retencdoodendosulfan,3-
et al!® dispensando-se a limpeza dos extratos pendosulfan e sulfato de endosulfan. Os resultados das
cromatografia de coluna, porque nos perfis cromatograficoscuperacdes apds fortificagdo em amostras de solo testemunha
das amostras de solo testemunha ndo foram detectados p@uantram-se na Tabela 2.

Tabela 2 Fortificacdes e resultados das recuperacgdes de residuos de endosulfan em amostras de solo testemunha.

Inseticida Massa da Nivel de Fortificagdo  Recuperacdo*  Desvio padrédo Coeficiente de
Amostra (g) (ug) (%) (€3] Variacéo (%)
o -endosulfan 5 0,1 90,7 4,4 4,8
0,01 72,9 2,7 3,7
0,005 71,8 1,8 2,5
- endosulfan 5 0,1 92,1 2,8 3,0
0,01 80,0 6,6 8,2
0,005 81,2 2,1 2,5
Sulfato de 5 0,1 88,7 4,9 55
endosulfan 1,0 74,6 2,3 3,0

* Média de cinco repeticdes.
Limite de quantificagcdo do métode:endosulfan (0,00fg/g); B-endosulfan (0,005ig/g) e sulfato de endosulfan ( Qud/g).

L L . . Nao foram detectados residuos de a-endosulfan, b-
Os resultados das 'avallagoes dqs niveis res'dqa'sgﬁiosulfan e sulfato de endosulfan na profundidade de 10-20cm
endosulfan no S.’OIO prov?nlgntes de p'a”“‘_’ de soja nos §|st.e solo cultivado com soja no sistema MIP, dentro do limite de
MIP e convencional estdo ilustrados na Figura 1. Os niveis ntificac&io do método. Como o nivel de endosulfan total na

grldosulfan dtotal c&orre;p%ndemd a §oma do;:d nivdeis dgs d Sfundidade de 0-10cm foi baixo neste sistema de cultivo da
Isbmeros e do produto de degradagao. O residuo de endos 8, se ocorreu lixiviacdo para a profundidade de 10-20cm, os

total no solo, sete dias apos aplicagdo deste inseticida, foi eis dos isdmeros e do metabdlito foram insignificantes, ndo

Ol,Oeug/g para O.MIP na prqfundldade de 0-10cm e Parando possivel detectar por meio da metodologia utilizada. Este

sistema convencional os niveis foram QugA (0-10cm) € 0,03 og a0 vem ao encontro da pesquisa realizada por Tornisielo

ho/g (10-2_Qcm). . L et al#, ao estudarem a quantidade“de- endosulfan lixiviado
Verifica-se pela Figura 1 que os niveis de endosulfaé?n solo latossolo roxo. Segundo estes pesquisadores, a quantidade

total, dos seus isdmeros e do metabdlito foram maiores no slo, - ysuifan lixiviado & muito pouca e decresce a medida que

em que a soja foi cultivada no sistema convencional do auelifmenta a profundidade do solo. Este comportamento também

sistema MIP. foi constatado por Inomata et'aho analisarem endosulfan em
solo arenoso nas profundidades de 0 a 30cm, 30 a 60cm e 60 a
(ug/g) Soem. i
0,12 Egiﬂjgjj.'fg‘: Observa-se que os estereoisomeresB-endosulfan e
T 0 metabdlito sulfato de endosulfan foram maiores na
0,10 | sulfato de endosul profundidade de 0 a 10cm no solo cultivado com soja, nos
U #2endosulfan total . At
0.08 i tratamentos MIP e convencional, do que na profundidade de
T 10 a 20cm. Este fato pode ser devido a adsorcao do endosulfan
0,06 f nas particulas de solo da camada superficial explicada pelas
0,04 ’ caracteristicas lipofilicas deste inseticida. Gfeverificou uma
/ isoterma de adsorc¢ao do tipo “L” que demonstra alta afinidade
0.02 ¢ | entre o inseticida endosulfan e as particulas adsorventes do solo
. ‘ na fase inicial de adsor¢éo. Acrescenta-se, também, que a baixa

| |
MIP (0-10)cm  MIP (10-20)cm Conv. (0-10)cm Conv. (10-20)cm  gp|ybilidade do endosulfan e de seus metabolitos em agua
contribui para que este inseticida tenha alta adsor¢édo as
particulas orgénicas do s&d®
Figura'lA. Resultados das concentracesy/g) de rg§iduos dos Embora o ingrediente ativo endosulfan consista
estereoisOmerog-endosulfan g3-endosulfan e do metabdlito sulfato de

endosulfan nas profundidades de 0 a 10cm e de 10 a 20cm em solo cuIti\gaom'Stuja dos eStereO'Somemen_dosu”an ¢-endosulfan
com soja nos sistemas MIP e convencional (Conv.). na relacdo de 70% e 30%, respectivamente, no presente estudo
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verificou-se que @-endosulfan foi encontrado em maiorprofundidades de 0 a 10cm e de 10 a 20cm, respectivamente.
propor¢do no perfil de 0 a 10cm em ambos os tratamentos. Es¢gundo Marten$ que estudou extensivamente a degradacao
resultado pode ser justificado pelo fato [endosulfan ser oxidativa do endosulfan, nesta faixa de pH os fungos degradam
uma molécula mais estavel. Segundo Leto-endosulfan € preferencialmente os estereoisémeros do endosulfan para o
mais susceptivel de sofrer degradacéo, enquglendosulfan sulfato de endosulfan.
se apresenta como uma molécula mais estavel. Este No presente estudo, os maiores niveif-@mdosulfan
comportamento foi verificado por Byers et®ao relatar a encontrado no solo em relacdo aeendosulfan, na
degradacdo mais rapida do isbmerem relacdo a@- profundidade de 0 a 10cm no sistema MIP, € um resultado
endosulfan. favoravel considerando-se que a toxicidade daquele isbmero é
Segundo os resultados ilustrados na Figura 1, o sulf&@d vezes menor do que o deste inseticida e do sulfato de
de endosulfan apresentou maior concentracédo na profundidaddosulfar.
de 0 a 10cm do que os isbmes B-endosulfan no solo As amostras de solo coletadas nas duas profundidades,
cultivado com soja em ambos os sistemas MIP e convencionah ano apos pulverizacdo do inseticida, ndo apresentaram
O sulfato de endosulfan é o maior produto de degradacdomenhum residuo dos isémeros de endosulfan e de seu
solo, se acumula a taxas compativeis de degradagée@e metabdlito. Este resultado estd coerente com os estudos
endosulfan, segundo Milles e HatfidNo presente estudo osrealizados por Rao e Muffye Gorbach e Mefz Segundo
niveis de residuos deendosulfanf-endosulfan e sulfato de Rao e Murty? o endosulfan possui uma persisténcia
endosulfan na profundidade de 0 a 10cm, no solo cultivadgdativamente curta de 100-120 dias e ndo tem apresentado
com soja no sistema MIP, apresentaram proporcionalidadepteblemas de residuos em solos.
15%, 33% e 52%, evidenciando coeréncia com a relacdo de Verificou-se, no presente estudo, que a soja cultivada
7%, 30% e 63%, respectivamente, obtida por Miles e*Moynos sistemas MIP e convencional apresentou um crescimento
em pesquisas realizadas em solo. Porém, verifica-se quesadio durante todas as etapas de desenvolvimento. As aplica¢cfes
profundidade de 0-10cm no solo cultivado com soja no sistem@ inseticidas nos dois sistemas foram eficientes no controle de
convencional, os niveis de a-endosulfan foram maiores do quagas.

de b-endosulfan. Este comportamento pode ser atribuido a CONCLUSAO
possivel conversdo deendosulfan ar-endosulfan proposta
por Miles e Moy?. Ambos os sistemas foram eficazes no controle de pragas,

A maior concentragéo de sulfato de endosulfan tambéodavia como o MIP apresentou menor contaminacao de
pode ser devido a degradagcédo microbianadadosulfan §- endosulfan no solo, conclui-se que este deve ser o sistema
endosulfan favorecido pelo pH do solo de 5,3 e 5,0 nadotado para o cultivo da soja.
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Corréa, C. M. D.; Oliveira, J. J. do V.; Tornisielo, V. L. - Residues of Endosulfan in soil (Latossolo Roxo)
cultivated with soybearlycine maxL.) Merrill]. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 69 - 75,2003.

ABSTRACT. The use of pesticide in agriculture avoid the loss of foods but their residues may contaminated
the environmental mainly the soil. This study proposed to evaluate the possible soil contamination by
endosulfan and its principal metabolite, endosulfan sulphate. The experiment was carried out with soybean
in area of 900rhseparated in three equal parts: control (without inseticide application), pests integrated
management (PIM) and conventional systems, sprayed with 4379 i.a./ha e 13129 i.a./ha, respectively.
The endosulfan was quantified by gas chromatography with electron capture dete€jaeidin days

and one year after each spray. The endosulfan residues were not detected in the soil (10-20cm) cultivated
with soybean in MIP system (10-20cm), within the limit of method quantificatieenfdosulfan (0.0Q&/

0), B-endosulfan (0.0Q%9/g) e sulfato de endosulfan (Qdlg)]. The total endosulfan residue was Q6

g to PIM in depth (0-10cm) and to conventional (ud4y in (0-10cm) and 0.Q®)/g in (10-20cm). After

one year, none residue was detected in soil (0-20cm) for two systems. Both treatments were efficient to
pests control, however PIM was suggested to use, because it result in low contamination level of soil by
endosulfan.

KEY WORDS. soil, soybean, conventional and PIM systems, endosulfan
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RESUMO. A erva-mate é um produto amplamente consunmdwtura e deve, portanto, ser livre de
contaminacao por insetos e outras matérias estranhas a fim de garantir sua qualidade. Com o objetivo de
comparar a qualidade sanitaria da erva-mate procedente de dois sistemas diferentes de cultivo, foram
analisadas, pelo método da flutuacdo descrito na AOAC em trés repeticdes, duas amostras de erva-mate
da &rea nativa e duas da adensada, além de uma amostra comercial usada como referéncia. Insetos adultos,
larvas, acaros e pélos de roedores, cuja tolerancia é zero, foram recuperados das amostras. Fragmentos de
inseto também excederam o padrdo estabelecido pelo Ministério da Saude. As amostras de erva-mate
comercial apresentaram os niveis mais elevados de fragmentos de insetos (73,3 fragmentos/10 g); seguidas
pelas amostras d&é& 2 poda da area adensada (38,3 e 66,3pe2Ppoda do erval nativo (34,3 e 23,3).

Assim, todas as amostras estavam fora dos padrdes e seriam condenadas. A adocéo de rigorosas medidas
sanitérias deveriam ser realizadas na colheita e em todo o processo para a manutencao da qualidade do
produto. Uma revisédo dos atuais padrdes de qualidade também é necesséria para adequar os limites de
contaminacao a realidade da cadeia produtiva da erva-mate.

PALAVRAS-CHAVE. entomologia microanalitica, erva-mate, matérias estranhas, sujidades leves

tContribuicdo A 1356 do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana.

2 Curso de Pdés-Graduagdo em Entomologia, Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana. Bolsista do CNPq. E-ma
borgeslarissa@onda.com.br

* Depto. de Zoologia da Universidade Federal do Parana — Caixa Postal 19020, 81531-980 — Curitiba, PR, Brasil. E-mail:dadpab@bi

77



Borges, L. R.; Lazzari, S. M. N.; Lazzari, F. A.- Analise de matérias estranhas em amostras de etexipataguariensisSt. Hil., provenientes
de sistemas de cultivo nativo e adensaRev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 77 - 82,2003.

INTRODUCAO provocados diretamente pelos insetos, estes podem criar, como
resultado do seu metabolismo e atividades, condi¢Bes ideais de
O mercado da erva-mate tem crescido e se diversificaganperatura e umidade para o desenvolvimento de fungos. Os
nas ultimas décadas, contudo os avang¢os no desenvolvimdatgos podem afetar a qualidade fisica, sanitaria e nutricional
tecnoldgico e no controle de qualidade tém sido discretos. 8a erva-mate, alterando o sabor, odor e aparéncia do produto,
flutuagcBes de demanda deste produto ao longo dos anos indiedém da producdo de micotoxinas que causam severos danos a
a necessidade de modernizacdo do processo de producaocsquieé 1213
atenda as atuais exigéncias de qualidade do consumidor finale As sujidades presentes em erva-mate podem ser
do mercad®’. provenientes da area de cultivo ou da falta de boas préticas de
A contaminacdo da erva-mate industrializada pdrigiene durante a colheita, transporte e beneficiamento da
matérias estranhas, tais como, insetos inteiros e seus fragmemtaseria-primé
acaros e pélos de roedores, resulta em produtos de ma qualidade, O cultivo tradicional da erva-mate é em sistema nativo;
com perda nutricional e cal6rica, dano estético, depreciacaocdwacterizado pela presenca de arvores de erva-mate que nao
valor comercial e de risco para a salde, pois freqientemefuiam plantadas pelo homem, portanto ndo se pode precisar a
excedem os limites maximos de tolerancia estabelecidos piglade e o espacamento destes povoamentos. Outra préatica
Ministério da Saude para Identidade e Qualidade da Erva-maiemnum é o plantio em sistema de sombreamento, sob a cobertura
baseada na Portarid 234 de 25 de margo de 1998 (Tabelae outras espécies arbdreas, onde o nivel de radiagédo solar €
1)59011.14 parcial. O erval adensado é o erval nativo, apés a retirada da
As matérias estranhas sdo quaisquer materiaisgetacdo de pequeno porte e sem valor econdmico, acrescido
associados a condi¢des ou préaticas inadequadas de produgdmudas de erva-mate e geralmente sem espagamento definido.
estocagem ou distribuicdo, incluindo sujidades (leve, pesafiaualmente, tem-se praticado também a monocultura,
e separada por peneira), material decomposto (tecidos pogrkesitando-se somente erva-mate, em areas extensas, com
devido a causas parasiticas ou néo), terra, areia, videgpacamento definido e sem cobertura vegetal. Contudo, esta
particula metalica ou outras substéancias estranhas, excluingidtica tem resultado em sérios problemas com pragas e doengas,
se as bactérias. As sujidades séo classificadas em levesrmefuncdo do desequilibrio ecoldgico
pesadas, sendo que as sujidades leves, devido a caracteristica O objetivo desta pesquisa foi avaliar a presenca de
lipofilica, sdo separadas do produto por flutuagdo em mistureatérias estranhas ou sujidades leves em lotes de erva-mate
contendo éleo e agua; sdo exemplos: fragmentos de insefsyenientes dos sistemas de cultivo nativo e adensado para
insetos inteiros, larvas, pélos de roedores, barbula de pertterminar se as condi¢cdes de campo com relacdo a ocorréncia
acaros e seus fragmenos de pragas nesses dois ervais afetam a qualidade sanitaria do
Além dos prejuizos quantitativos e qualitativogproduto final.

Tabela 1Legislacdo para Identidade e Qualidade em erva-ttetgaraguariensisdo Ministério da Saude (Portaria284/1998).

Tipos de Matérias Estranhas Quantidade
Fragmentos de insetos préprios da cultura maximo 10/10 g
Fragmentos de outros insetos ausénciaem 10 g
Insetos e 4caros inteiros, vivos ou mortos auséncia em 200 g
Excrementos de animais ausénciaem 10 g
Pélos de animais ausénciaem 10 g
Sujidades pesadas maximo 150 mg/10 g
Outras matérias estranhas ausénciaem 10 g
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MATERIAL E METODOS as amostras obtidas na segunda poda - periodo da safra -
apresentaram um ndmero maior de matérias estranhas. Uma
As amostras de erva-mate foram coletadas nas podRss razdes para tanto, provavelmente, deve-se ao grande
realizadas em 26 de janeiro de 2001 (safrinha) e 18 de setemfifhento no volume de secagem da erva-mate na indistria,
de 2001 (safra) em duas areas de cultivo de erva-mate, nati¥xgondo mais o produto & contaminacao oriunda de outros lotes.
adensado, em uma propriedade na localidade de EstiXg entanto, durante este periodo a ocorréncia das populacdes
municipio de S&o Mateus do Sul, PR. Apos a poda, os d@iginsetos a campo foi baixa, confirmando que a contaminag&o
lotes de folhas da area nativa e adensada foram transportagigsamostras era proveniente principalmente da industria e ndo
para uma industria localizada em Séo Mateus do Sul - PR, negacampo com insetos préprios da cultura (Tabela 3). Os
a erva-mate passou pelos processos de sapeco durante 1 miggi@tados das anélises sdo justificados por Bérges
a 400C e pre-secagem por 2 minutos a@6- a partir deste observou uma incidéncia menor de pragas na area de erval nativo
ponto as amostras nao puderam mais ser processadagdmparada a adensada, pois a maior diversidade de plantas
indUstria por ndo ser possivel a rastreabilidade do lote e ggulta em maior riqueza de espécies de insetos, tanto de
funcao da capacidade do maquinario para larga escala somes§gécies fitéfagas quanto de predadoras, promovendo um
A secagem das amostras de erva-mate ocorreu no Setofn@hor equilibrio ecoldgico.
Ciéncias Biolbgicas, no laboratdrio do Curso de Pos-graduacdo  Devido ao tamanho reduzido dos fragmentos de inseto,
em Entomologia por 63 horas &@Qrealizando-se a trituracdoem funcdo da moagem, h4 uma grande dificuldade para a
em processador de alimentos e a peneiragdo em tamiz 12 AS@ibhtificacado dos mesmos, o que limita a adogao deste critério.
ou 10 TYLER. As amostras, depois de embaladas em saCsnhsidera-se que os fragmentos préprios da cultura da erva-
plasticos e etiquetadas, foram transportadas para a Secagnélée ndo representam grandes problemas como vetores de
Microscopia Alimentar do Laboratorio Central do Estadgatégenos, pois, normalmente, ndo freqiilentam fontes de
(Lacen), Curitiba, PR, para andlise. contaminacab
Foram coletadas quatro amostras, sendo duas de erva-  As cochonilhas encontradas nas amostras da area nativa
mate da area nativa e duas de erva-mate da area adensagg foda) e comercial, sdo insetos associados & cultura e
peso aproximado de cada uma das amostras analisadas foiglgsdrvados com facilidade devido ao fato dos adultos serem
Kg, mas a aliquota de trabalho foi de 10 g com trés repeticG@sdveis e permanecerem aderidos as folhas.
As analises para detecgdo de sujidades leves foram realizadas O inseto da ordem Thysanoptera, observado em &rea
segundo o metodo da flutuac@®81.18 descrito na AOAC — adensada {poda), pode ser fitdfago de diversos tipos de plantas

2000. Paralelamente, foi analisada uma amostra de 1 Kg @lg predadores de pequenos artrépodos como &caros, pulgdes e
erva-mate comercial adquirida em um supermercado da regi@gchonilhas.

para se obter um parametro comparativo dos resultados. Os pélos de roedor encontrados na amostra comercial
. s&0 0s que representam o maior problema sanitério, pois podem
RESULTADOS E DISCUSSAO ser provenientes do erval, onde as folhas colhidas s&o colocadas

diretamente no ch&@o ou por contaminag&o durante o transporte,

A Tabela 2 mostra o numero médio de sujidades levggocessamento ou armazenamento na industria.
recuperadas pelo método da flutuacdo em cinco amostras de Qs &caros da Ordem Oribatida foram encontrados nas
erva-mate comparadas com o padréo (Portaria 23471998mostras comercial e nativa® @ 2 poda). Esses acaros s&o
estabelecido pelo Ministério da Saude. Verifica-se que particularmente comuns em solos de florestas e ndo estariam
sujidades leves sdo de quatro categorias: fragmentos de insetdscionados com o ambiente de armazenamento.
insetos inteiros, acaros e pélos de roedor (Figura 1). N&o se pode afirmar, com base nas matérias estranhas

Recentemente, foram revogadas a Portaria SVS/M$contradas, qual a fonte exata da contaminacéo, entretanto,
n.° 234, de 25 de marco de 1998 e a Resolucdo ANVS/Mfgumas melhorias podem ser feitas ao longo de todo o
n.° 210, de 17 de junho de 1998 sendo adotada somente @rocessamento pelo qual a erva-mate é submetida. Nos ervais,
Resolucdo - RDC n° 302, de 07 de novembro de 2@02 deve-se utilizar pano de colheita ou poncho (com fios de réfia)
estabelece para caracteristicas macroscopicasetando dessa maneira o contato com o solo, onde pode haver
microscopicas a legislagdo especifica, que néo exiskgaros, pélos de roedores e esterco, entre outros. Na industria,
Entretanto, neste estudo foi utilizado a Portaria 234/98, p@sontrole de qualidade aliado as boas condicdes de higiene,
era esta que vigorava na época. principalmente na época da poda, quando o volume de erva-

A amostra comercial apresentou o maior nimero Ggate processada é muito grande, podem reduzir muito a
sujidades leves, seguida pelos ervais adensado e nativo. Negtaminacao.

79



Borges, L. R.; Lazzari, S. M. N.; Lazzari, F. A.- Analise de matérias estranhas em amostras de etexipataguariensisSt. Hil., provenientes
de sistemas de cultivo nativo e adensaRev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 77 - 82,2003.

Tabela 2— Numero médio de sujidades leves recuperadas de amostras de erfi@npteaguariensisprovenientes de sistemas
de cultivo nativo e adensado em Sdo Mateus do Sul, PR, comparadas com uma amostra comercial e com o padréo estabele
pelo Ministério da Saude.

NuUmero médio de sujidades*

Tipo de sujidades 1% poda** 2% poda**
Padrao Comercial Nativo Adensado Nativo Adensado
Fragmentos de insefo  10/10g 73,66 23,33 38,33 34,33 66,33

préprio da cultura

Inseto inteiro 0/200 g 0,33 0,33 - - 0,33
Acaro 0/200 g 1,33 0,33 - 1,00 -
Pélo de roedor 0/200 g 0,66 - - - -

* Média das 3 repeticBes de 10 g/tratamento
** Podas realizadas em janeiro/2001 e setembro/2001, respectivamente.

Tabela 3 -Sujidades leves recuperadas em amostras de ervaHevamgraguariensiscomercial e procedentes de sistemas de
cultivo nativo e adensado, Sdo Mateus do Sul, PR, 2001.

Tipo de sujidade Quantidade Amostra
Cochonilha (Hemiptera) 1 Comercial
1 Area Nativa (i poda)
Trips (Thysanoptera) 1 Area Adensadag@da)
Acaro terciario (Oribatida) 4 Comercial
1 Area Nativa (i poda)
3 Area Nativa (2 poda)
Pélo de roedor 2 Comercial
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Figura 1 —Sujidades recuperadas em amostras de erva-het@araguariensispelo processo da flutuacéoAbdome; b. Elitro; c. Perna; d. Cochonilha;
e. Acaro; f. Trips; g. Pélo de roedor. Fotos: Larissa Rolim BORGES

CONCLUSAO Para esta revisdo, deveriam ser realizados estudos que
interrelacionem o tipo de fragmento de inseto com possiveis
De acordo com a Portaria 234/1998, todas as amostdaencas causadas por este. Entretanto, é importante haver
seriam condenadas pela presenca de fragmentos de inseto agiméancia de pélos de roedor, acaros e insetos nao préprios da
dos limites de tolerancia, assim como pela presenca de outnalsura como baratas e moscas em funcéo do risco potencial
sujidades leves; destes para a salde e dos males que podem acarretar quando
A amostra que apresentou maior nimero de fragmentogeridas.
de insetos foi a de erva-mate comercial, seguida das

provenientes do erval adensado e nativo. Em ambos, as amostras AGRADECIMENTOS
obtidas na segunda poda apresentaram maior nimero de
contaminantes; O Projeto foi desenvolvido com apoio do CNPq. Ao

Devido ao fato de ndo existir uma legislacao especifitaboratério Central do Estado do Parana (LACEN), na pessoa
para padroes de qualidade (macroscopicos e microscopiaesSilvana Bosquirolo pelo apoio na realizacdo das analises; a
em erva-mate, sugere-se que seja realizada uma reviséo Bagtio de Microscopia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) e a
adequar os limites de contaminacéo a realidade da cadeifstria Baldo Comércio e Exportacédo de Erva-Mate na pessoa
produtiva. de Leandro B. Gheno.
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Borges, L. R.; Lazzari, S. M. N.; Lazzari, F. A. - Extraneous material in rietéparaguariensisSt.
Hil., from native and compact cultivation systéniRev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 77 - 82,2003.

ABSTRACT. Maté is a product consumed mostiynatura and must, therefore, be free of insect or
extraneous material in order to guarantee its quality. In order to compare the sanitary quality of the maté
produced by two different cultivation systems, (native and high tree density), processed leaves were
analyzed by the flotation method. A commercial sample was used for comparison; the test was done in
three replicates. Adult insects, larvae, mites, and rodent hairs, for which tolerance is zero, were recovered
from the samples. Insect fragments also exceeded the standard established by the Ministry of Health,
which is 10 fragments/10 g. The commercial maté presented the highest levels of insect fragments (73,3
fragments/10 g); followed by the samples from tharid 2¢ pruning from the dense area (66,3 and 38,3)

and the ¥ and 29 from the native (34,3 and 23,3). Thus, all samples were low grade and should be
rejected. Rigorous sanitation measures, from harvesting through processing, must be adopted in order to
keep the sanitary quality of the product. A revision of current quality standard is also required to adapt the
contaminant limits to the reality of the maté production chain.

KEY WORDS. maté, microanalytic entomology, extraneous material
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RESUMO. O estudo em questao teve como objetivo dimensionar a incidéncia da infec¢do de dengue, no
municipio de Paraiso — SP, por ocasido da epidemia ocorrida em abril de 1993. O inquérito sorolégico
apresentou uma incidéncia de 3,7% indicando que aproximadamente 180 pessoas teriam sido infectadas
pelo virus durante a epidemia, mostrando assim uma relag¢édo de 1:12, isto €, para cada caso diagnosticado
laboratorialmente, existiram 11 sem diagnoéstico. Detectou-se relagédo entre sintomatologia e sorologia
positiva, sendo os sintomas mais referidos a febre, dor de cabeca e dor no corpo. N&o foram constatadas
diferencgas estatisticamente significativas, em relacéo a idade, sexo, ocupacgéo e nivel sdcio-econdmico.
Destaca-se ainda que, dos individuos positivos detectados pelo inquérito sorolégico, 33,0% néo referiram
sintomas.

PALAVRAS-CHAVE . DengueAedes aegyptepidemia, sorologia, ELISA.

Endereco para correspondéncia:

1 — Superintendéncia de Controle de Endemias

* Av. Philadelpho M. Gouveia Neto, 3101, 3° andar, Sdo José do Rio Preto, SP 15060-040, Brasil.
2 — Universidade Federal Paulista de Medicina. Rua Pedro de Toledo, 675 Vila Clementino,
CEP — 04039032, S&o Paulo — Brasil

3- Instituto Adolfo Lutz. Av. Dr. Arnaldo, 355 — Cerqueira Cesar, S&do Paulo Brasil.
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INTRODUCAO semana de junho de 1993.
Nos 90 quarteirdes existentes no municipio, foi sorteada

Dengue é uma infeccao viral aguda provocada por unma casa em cada quarteirdo, para se obter maior disperséo
dos quatro sorotipos de virus (DEN 1, 2, 3 e 4) e transmitidas amostras. Em média, cada quarteirdo tinha 10 casas, e a
pela picada de mosquitos do géngealesprincipalmente das média de individuos por casa era de 4,5. O sorteio das casas,
espéciesaegypti e albopictus para se obter uma maior aleatoriedade, foi realizado em campo

Clinicamente, manifesta-se como uma doenca infecciosa momento da pesquisa.
aguda caracterizada por um amplo quadro de sinais e sintomas As técnicas laboratoriais utilizadas pasquisa de
gue variam desde infec¢do assintomatica ou febre indiferenciagdicorpos para Dengue foram o teste imunoenzimatico
até gravissimos casos de didtese hemorragica e choque(Eshzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA) e a reagéo
elevada letalidade A doenca pode apresentar-se sob duak inibicdo da hemaglutinacéo (HI).
formas: Dengue Classico e Dengue Hemorragico (FHD)/ O ELISA de captura de anticorpos IgM (MAC-ELISA)
Sindrome de Choque do Dengue (SCD). O Dengue cladssapresenta vantagens sobre o HI, é de facil execucgdo, necessita
caracteriza-se por febre alta de inicio abrupto, cefaléia seveapenas de uma amostra de soro/sangue dos pacientes e evidencia
dor retro-orbital, dores musculares e articulares e erupgafeccdes recentes (até no maximo 90 dias). O HI, no caso de
cutanea, podendo ocorrer alguns fenbmenos hemorragicos ssauiérito soroldégico, uma amostra de sangue/soro é suficiente,
maiores conseqiiénctad® O FHD / SCD é caracterizado porna medida em que aponta a presenca de anticorpos IgG,
febre alta, inicialmente indiferencével e apresentando, candicando que o individuo teve contato com a doenga. A reacao
freqliéncia, insuficiéncia circulatéria com ou sem chéicfue € considerada uma técnica classica , ainda muito utilizada em

No Estado de Sao Paulo houve a introducdo do Dengaguéritos sorolégicd$ 2.
tipo 1, confirmado laboratorialmente, a partir do verdo de 1990/  Microplacas de poliestireno com 96 orificios, de fundo
1991. chato, (Costar - Corning, NY, USA) foram sensibilizadas com

O Servigo Regional — 08 da Sucen, que abrange 1@dti - IgM humano (Sigma, Chemical, St Louis, USA). As
municipios, tem sede no municipio de S&o José do Rio Pretangostras de soros humanos em teste foram diluidas a 1/40 em
setores (unidades menores ligada a sede regional) sediadophosphate buffesaline(PBS) pH 7,4 com 0,5 % de albumina
municipios de Catanduva, Sdo José do Rio Preto, Votuporangmeina ( Sigma, Chemical, St Louis, USA). A seguir um “pool”
Jales vém registrando epidemias de dengue desde 1991. No fieahntigenos, dos virus do Dengue sorotipos 1 e 2, contendo
de 1992 havia uma grande preocupacdo em saber exatamef anidades hemaglutinantes, foi adicionado. Esses antigenos
dimensédo das epidemias que vinham ocorrendo, prevenddesam produzidos a partir de cérebro de camundongos albinos
tendéncia de aumento no nimero de casos. De um lado &8ss lactentes infectados e preparados pelo método de extragéo
preocupacéo se justificava devido ao carater explosivo da doenigasacarose — acetona. O sistema de revelacdo da reacao foi
diante da falta de tratamengspecifico, da ndo-existéncia deconstituido de um conjugado anti-flavivirus marcado com
vacinas e das dificuldades de combater os vetores e, de outperxidase (Jackson Immuno Research Laboratories) e do
possibilidade da populagéo j& sensibilizada pela exposicdocsemégeno ABTS ( 2,2 — azino- di-3-ethyl-benzothiazoline
tornar vulneravel a FHD / SCD. sulfonic acid, Kirkegaard & Perry Laboratories — KPL,

Diante dessas preocupacdes, nos propusemos a real@aithersburg, MD, USA). Para leitura de DO utilizou-se um
inquérito sorolégico com o objetivo de identificar casoELISA Titertek Multiskan, filtro 414 nfh O Valor do Limite
positivos assintomaticos e/ou aqueles que, tendo apresentdel®eatividade (“cut off”) foi 0,200. Toda amostra de soro cujo
sintomas durante a vigéncia da transmissdo, ndo procuraramalor de DO fosse maior ou igual a 0,200, foi considerada
servico de saude. Outro objetivo foi estimar a incidéncia gasitiva. O Limite de Reatividade foi calculado utilizando-se a
infecgdo por Dengue, caracterizando a frequéncia da mesmadia dos valores de DO de amostras negativas somada a trés
segundo sexo, idade, ocupacao, sintomas e valor imobiliaviezes o desvio padréo.
na populacdo estudada. Para a pesquisa total de anticorpos principalmente IgG,

Tal investigagcdo que se constitui no objeto do presentlizou-se HI, com 4 unidades hemaglutinantes de antigenos
estudo se circunscreveu ao municipio de Paraiso - SP, quamna Dengue 1 e 2. Todas as amostras em teste foram tratadas
populagdo de 4900 habitantes, o qual registrou pela primeiiam acetona PA e adsorvidas com hemacias de ganso.
vez transmissdo de Dengue em abril de 1868y 15 casos Considerou-se positiva a amostra que apresentou titulo maior
positivos detectados pela vigilancia clinica — epidemiol6gicacel igual a 1/20 para um dos antigenos de Déhgue

confirmados por laboratério A presenca de reagdes positivas por MAC-ELISA e HI
permitiu selecionar o participante como soropositivo.
MATERIAL E METODOS Também coletou-se dados dos participantes tendo em

vista identificar o padrao de distribuicdo de dengue na populagéo

As coletas de sangue e informacdes dos participant@§?l{dada- l\les'se sen.tido, obteve.—se idade, sexo, ocupacdo, nivel
foram realizadas na segunda quinzena do més de maio e prinf&l0-economico e sintomatologia dos participantes de acordo
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com recomendacdes preconizadas pela Organizagdo Mundial Quanto a faixa etéria, 30,1% da populacdo amostral tinha

de Saudg 4 menos de 19 anos; 33,0% entre 20 a 39 anos; 25,9% entre 40 a
As coletas de sangue e a obtencdo das informac&Ssanos; e, 11,0% entre os integrantes com 60 anos e mais.

foram realizadas pelos funcionarios da Unidade Bésica de Saide Com relacdo a ocupacao, integravam a amostra 21,8%

local. de trabalhadores urbanos; 23,2% de trabalhadores rurais e
A classificacéo por idade, foi codificada de 5 em 5 andb,0% de aposentados e donas de casa, constituindo o segmento
e para efeito de andlise, de 20 em 20 anos. da populag¢édo ndo economicamente ativa.

Quanto a ocupacdo, os participantes foram inquiridos No que diz respeito ao valor imobiliario das habitacoes,
buscando, identificar se estavam ou néo inseridos no mercddg8% dos individuos viviam em iméveis com valor menor ou
de trabalho. As ocupac¢Ges foram categorizadas segundigual a R$ 60.000 reais e 25,2% viviam em imoveis acima desse
Classificagéo Brasileira de Ocupactes (CBO), de acordo cemalor.
0s grandes grupos, posteriormente reagrupados, tendo em vista A presenca de sintomas sugestivos de Dengue foi referida
destacar o exercicio profissional relacionado com atividadesr 13 (3,2%) dos 409 individuos integrantes da amostra.
rurais, urbanas, bem como as atividades domésticas. O levantamento sorol6gico, conforme a tabela 2, revelou

Procurando identificar a ocorréncia de casogositividade de 3,7%.
sintomaticos e assintomaticos, ndo detectados pela vigilancia  Relacionando a positividade da reacao soroldgica com
epidemioldgica, foi registrada a presenca de pelo menos amvaridveis estudadas (tabela 1) constatamos distribuicéo
dos seguintes sintomas: febre, dor de cabeca, dor no cogmmelhante por género, ou seja, a soropositividade foi de 3,5%
vermelhiddo, dor nas juntas, dor retro-ocular e fraqueza, no segmento masculino e 3,8% no feminino, ressaltando-se que
periodo de epidemia entre individuos que ndo procuraranessas diferencas néo foram estatisticamente significantes.
Unidade Basica de Saude. Essas informagfes foram obtidasno No que concerne a idade, a porcentagem de
caso das criancgas, junto as maes ou aos responsaveis.  soropositividade variou em torno de 2,0% na populagcdo com

No intuito de identificar a existéncia da relacdo com menos de 40 anos de idade; este valor dobrou (4,7%) na faixa
nivel econdmico dos individuos acometidos por Dengude 40 a 59 anos; e, subiu para 8,9% entre os participantes da
verificou-se o padréo de moradia dos individuos que participaramostra com 60 anos e mais. Apesar das variacdes observadas,
de pesquisa, levando-se em conta o valor imobiliario, em reaif.o foram encontradas diferencas significantes entre as

As casas foram classificadas nos seguintes niveis: porcentagens de soropositividade nas faixas de idade
A acima de R$ 100.000 mencionadas.
B de R$ 60.000 a R$ 99.000 Com relacdo a ocupacéo, a soropositividade entre os
C de R$ 30.000 a R$ 59.000 individuos que trabalhavam na zona urbana foi de 4,5%; entre
D abaixo de R$ 29.000 0s que trabalhavam na zona rural a proporc¢ao foi de 3,1%; e,

entre os aposentados e donas de casa essa proporgéo foi de

A estimativa da ocorréncia de dengue na amostra, p@&®%. As diferencas encontradas de soropositividade ndo foram
o periodo de abril a maio, foi calculada através da férmulastatisticamente significantes (p = 0,882).
namero de casos positivos divididos pela populagdo amostral ~ Constatamos pequenas variagfes de soropositividade
vezes 100. segundo o nivel sdcio-econdmico, considerado a partir do valor
A incidéncia da infec¢éo por Dengue foi caracterizada segunidmbiliario (em reais) da habitac&o: 3,9% de positividade entre
idade, sexo, ocupacéo, nivel sécio-econémico e sintomatologieradores de iméveis com valor menor que 60.000 reais e 3,7%
A relagdo entre positividade no teste sorologico e os outraistre moradores de imoveis acima desse valor. Aqui também
dados foi aferida utilizando-se a estatistica X2 e teste exat@o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes,
Fisher aceitando-se P<0,05. evidenciando que a doenca ocorreu de forma imparcial na
Também, comparou-se a estimativa de Dengue obtida pelapulacdo do municipio.
inquérito sorologico com as informagBes da vigilancia Do total dos individuos investigados, 13 apresentaram
epidemioldgica. sintomas e, destes, 10 (76,9%) eram soropositivos, enquanto
Expandindo-se os dados de positividade para a populacacedtre os 396 integrantes da amostra que nao referiram sintomas,
municipio em 1993, estimou-se a ocorréncia total parasomente 1,3% apresentaram sorologia positiva para Dengue.
municipio, tendo em vista dimensionar a magnitude da epidentizssas diferencas foram estatisticamente significantes

(p<0,0001), evidenciando um nimero substancial de individuos
RESULTADOS (66,7%) com soropositividade e sintomatologia presentes na
amostra, que nédo utilizaram os servigos de saude.

Na tabela 1 mostramos a positividade no teste sorolégico ~ Os sintomas registrados na tabela 3, (febre, dor de
associado a dados dos participantes. Observa-se a presengaldkeca, dor nas juntas, dor retro-ocular, exantema e fraqueza),
42,1% de integrantes do sexo masculino, ou seja, uma relatwabora comuns a véarias doencas, apresentaram associagao
supremacia da proporcdo de mulheres. estatisticamente significante com a positividade soroldgica.
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Tabela 1 -Soropositividade (%) para dengue segundo sexo, idade, ocupacéo, valor imobiliario e sintomas. Municipio de Paraiso,1¢

Variaveis Total de Examinados Positivos Teste Valor de p
N° % N° %
Sexo
Masculino. 172 42,1 6 ,3.5 Fisher P=0,869
Feminino 237 57,9 9 3,8
Total 409 100,0 15
Idade
Até 19 anos 123 30,1 3 , 2.4
De 20a 39 135 33,0 3 , 2.2 qui-quadrado p=0,1628
De 40 a 59 106 25,9 5 , 4.7
+ de 60 anos 45 11,0 4 , 8.9
Total 409 100 15
Ocupacéo
Trabalhador urbano 89 21,8 4 , 4.5
Trabalhador rural 95 23,2 3 , 3.1 qui-quadrado p=0,882
Aposentados/domésticos 225 55,0 8 , 3.6
Total 409 100 15

Valor Imobiliario (em reais)

< 60.000 reais 306 74,8 11 , 3.9 Fisher p=0,5476
> 60.000 reais 103 25,2 4 , 3.7

Total 409 100 15

Sintomas
Sim 13 3,2 10 76.9 Fisher p<0,0001*
Nao 396 96,8 5 ,1.3

Total 409 100 15

* Valor significativo ao nivel de 5%

DISCUSSAO dos quais 15 foram positivos, e nenhum desses individuos
participou deste inquérito soroldgico). Portanto, no municipio
No inquérito soroldgico, os 15 casos diagnosticadake Paraiso (4900 hab.) observou-se uma relagdo de 1:12, entre
pelos testes de Mac-Elisa e Inibicdo da Hemaglutinacéo eesos diagnosticados e sem diagnostico.
amostra (409 individuos), permitiram estimar uma taxa de Em paises asiaticos a positividade encontrada entre grupo
soropositividade de 3,7%. Supondo que a proporgao de infecd&omulheres de maneira geral era superior ao observado entre
da populacéo geral seria igual a proporgdo de infecgdo dmsshomens ' No Brasil, alguns estudos tém mostrado essa
individuos incluidos no estudo, a projecdo desses valodiferenca como o inquérito em Araguaina 2T que identificou
indicaria a presenca de 180 pessoas infectadas pelo virusrégor positividade em mulheres do que em homens, em outros
Dengue durante a epidemia no municipio de Paraiso. Darwle essa diferenga néo foi observada, como no estudo realizado
conta da real extensédo da infecgdo, esses resultados apontagmmRibeirdo Pretd O presente estudo, a semelhanga desse
para um valor muito acima do nimero de doentes que acessaifiimo, também, ndo mostrou diferenca de positividade entre
0s servicos convencionais de saude (que foram 28 individubemens e mulheres.
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Tabela 2 — Soropositividade na populacdo amostral (%). Municipio de Paraiso, 1993.

Resultado R %
Positivo 15 3.7
Negativo 394 96.3
Total 409 100

Da mesma forma, no que concerne a idade, era esperg@ata, particularmente, a dificuldade de cobrir cidades de grande
que ocorresse maior positividade em criancas do que @@ite com acdes de vigilancia epidemiologica e controle do
adultos, como aconteceu em Cuba e em outros pafséep  vetor.
presente estudo, observou-se um aumento de positividade com

o0 avango da idade, embora as diferengas observadas ndo fossem CONCLUSOES
estatisticamente significantes. _ _ _ _ o
De forma correlata, em relacdo a atividade ocupacional, A realizagdo do inquérito sorolégico em 409 individuos,

esperava-se que fosse maior a incidéncia de positividade et@féninada a epidemia, possibilitou estimar uma taxa de
os aposentados, criancas e donas de casas, dado o h&piepositividade de 3,7% indicando que aproximadamente 180
domiciliar do vetor, porém, esta expectativa ndo se confirmdndividuos foram infectados pelo virus do Dengue, enquanto
talvez por se tratar de municipio de pequeno porte, onde o logRenas 15 casos foram confirmados pela vigilancia

de residéncia e local de trabalho apresentavam caracteristRpigemiolégica (8,3% dos individuos infectados). Os 91,7%

semelhantes no que se refere as condi¢des que favorecer&d@oanotificados, provavelmente, foram assintomaticos, ou néo
proliferagéo do vetor. procuraram o0s servicos de saude.

A incidéncia da infeccdo neste estudo ndo apresentou  Esses dados indicam que a maioria da populagdo de
relacdo com o nivel sécio-econdmico, aferido pelo valdtaraiso continua vulneravel a Dengue. Se uma epidemia de
imobiliario, provavelmente por ser o municipio de pequeridéngue com outro sorotipo viral atingir o municipio de Paraiso,
porte, com casas de nivel sécio-econémico distintas, me&180 individuos que tiveram Dengue correrdo um risco maior
inseridas de forma aleat6ria dentro da area urbana. de apresentar Dengue Hemorragico, se vierem a se infectar.

O estudo detectou relacédo entre sintomatologia e O estudo apontou para uma relagéo entre positividade e
sorologia positiva, sendo os sintomas mais referidos, febepresenca de sintomas (particularmente febre, dor no corpo e
dor de cabeca e dor no corpo. Esses dados pdem em evidéfeiale cabega), que sinalizou para a presenca de 67% de casos
a presenca de um grande contingente de doentes que nacs¥a®maticos ndo detectados pela vigilancia clinico-
detectados pela rede de satde, conforme referido anteriormegédemiologica, além de significativa (33%) proporgéo de casos
Se o carater pouco especifico desses sintomas pudesseaggintomaticos. A importancia epidemioldgica dessas infecgdes
aventado na explicagdo do fato, ressalta-se a importanciadggintomaticas é grande, pois esses individuos sdo fonte de
explorar tal eixo na divulgacao de informacdes aos servicositteccdo pardhedes aegyptisto €, ajudam na dispersdo do
saude e populagéo, visando maior sensibilidade do sistem&digs €, como ndo procuram atendimento meédico, esses casos
vigilancia. obviamente n&o sé&o notificados, dificultando o direcionamento

Destaca-se que dos 15 individuos positivos detectacdgequado das acoes que visam interromper a transmissao.
pelo inquérito soroldgico, cinco(33,0%) nao referiram sintomas. ~ Nao foram encontradas diferengas significativas de
Esse aspecto é de importante consideracdo, uma vez qu@sitividade segundo sexo, idade, ocupagdo e nivel socio-
vigilancia epidemioldgica passiva existente no Estado de S2@pndmico na amostra da populacdo trabalhada no inquérito
Pauld® esta apoiada no diagndstico clinico, e, neste caso$eiologico, o que indica que a exposic¢ao dos diferentes grupos
presenca de casos assintomaticos n&o seja detectaeyetor deve ter sido semelhante.
prejudicando a implementagéo das agdes de controle do vetor ~Destaca-se a relevancia da realizagdo de inquéritos
com abrangéncia mais ampla possivel em municipios c&®rologicos, no sentido de melhor conhecer a real extensao de
transmisséo da doenca. infectados, como recurso adicional de monitoramento em

Considerando o percentual de assintomaticos verifica@ériodos interepidémicos, permitindo uma avaliagdo mais
no inquérito, dos 180 casos estimados de infecgédo par&dgquada dos resultados do programa de prevencéo e controle
populacgéo do municipio de Paraiso, 60 ndo teriam apresentdédgloenca, bem como do risco de dengue hemorragico a que a
sintomas, contingente este nada desprezivel, levando-se pgaulacéo esta submetida.
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Tabela 3- Positividade Soroldgica segundo sintomatologia (fraqueza, dor retro ocular, dor nas juntas, exantema, dor no corpo, (
de cabeca e febre). Municipio de Paraiso, 1993.

Variavel Total de Examinados Positivos Teste Valor de p
N° % N° %
Fraqueza
Sim 1 0,24 1 6,67 Fisher 0,0366
N&o 408 99,76 14 93,33

Dor retro-ocular
Sim 3 0,73 2 13,33 Fisher 0,0036
Nao 406 99,27 13 86,67

Dor nas juntas

Sim 3 0,73 3 20 Fisher 0,0000
Nao 406 99,27 12 80

Exantema
Sim 5 1,22 5 33,33 Fisher 0,0000
Nao 404 98,78 10 66,67

Dor no corpo

Sim 10 2,44 7 46,67 Fisher 0,0000

Né&o 399 97,56 8 53,33
Dor de cabeca

Sim 9 2,2 7 46,67 Fisher 0,0000

Né&o 400 97,8 8 53,33
Febre

Sim 12 2,93 9 60 Fisher 0,0000

Nao 397 97,07 6 40
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ABSTRACT. This study aims at measuring the dengue fever infection incidence in Paraiso City in the
state of S&o Paulo due to an outbreak occurred in April, 1993. The serological survey showed an incidence
of 3,7%, which indicates that aproximately 180 people could have been infected by the virus during the
outbreak. These data show that the symptomatic ratio is of 1:12, that is, for each case laboratorially
diagnosed there were 11 without any diagnosis. A relationship between symptomatology and positive
serology was found. Symptoms such as fever, headache and sore muscles were the most recalled ones.
There was no statistically significant difference regarding age, sex, occupation and social-economical
level. It is also important to highlight that 33% of the positive individuals detected by the survey didn’t
report any symptom.

KEY WORDS. DengueAedes aegyptepidemic, serology, ELISA
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ABSTRACT. The erythrocyte glutathione reductase (E-GR) saturation with its coenzyme flavin adenine
dinucleotide (FAD) affords the nutritional status regarding the vitamin B2, as FAD proceeds from riboflavin
intake. E-GR normally exhibits physiological partial saturation with its coenzyme.OBJECTIVE: To study
the maximumin vivo saturation which could be reached by increasingly oral vitamin supplementation.
METHODS: Three groups of normal volunteers were given 3 mg (group A), 20 mg ( group B) and 50 mg
(group C ) riboflavin daily during twenty days. The enzyme activities were assayed before and after
supplementation, with and without coenzyme addition to the reagent system. RESULTS: 77%, 83% and
87% saturation were observed in the groups A, B and C respectively. CONCLUSION: Inciresisiag
saturation was observed with increasing oral doses of riboflavin supplementation, but total saturation
was not observed even with the highest oral 50 mg riboflavin supplementaion.

KEY WORDS. red cell glutathione reductase, riboflavin, vitamin B2.
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INTRODUCTION coefficient (AC) is calculated as the ratio of the enzyme activity

There are red cell enzymes which are vitamin dependeafter coenzyme addition / activity before coenzyme addition.
and so their activities are correlated with the specific vitamin Glutathione reductase saturation with its coenzyme was
nutritional conditioA. As an example, glutathione reductasascertained by the ratio enzyme activity before in vitro coenzyme
needs the coenzyme flavin adenine dinucleotide for accomplistidition / enzyme activity after in vitro coenzyme addition in
with its catalytic function, which in turn requires riboflavinthe reagent system x 100.

(vitamin B2) for its biosynthesisThe red cell glutathione Mann-Whitney statistical method for non-parametric
activity assay with or without FAD in the reagent system malata was employed with 5% of significance.

be useful in affording the riboflavin physiological saturation.

When adding FAD to the reagent system it saturates completely RESULTS

the enzyme loci for FAD, reaching maximum activity. Thus, a Tables 1, 2 and 3 depict mean glutathione reductase
high increase of GR basal activity obtained when FAD is addedtivity values before and after treatment. It can be observed
to the reagent system indicates that he GR is deprivedthét there is a significant GR activity increase without FAD in
sufficient vitamin B2 intake. Conversely, an slight activitythe reagent systems, after 20 days treatment in all groups .
increase obtained with FAD means a fairly good vitamin B2 On the other hand, when FAD was added to the reagent
nutritional status. This correlation is linear and may be usedgsgstems in samples from riboflavin supplemented individuals,
evaluate the vitamin intake no significant activity increase ( p > 0.05 ) was observed.

An index has been proposed for measuring the nutritional In all groups a significant saturation increase after
vitamin status for all vitamin dependent enzymes, the activityeatment (p < 0.05 ) was observed. The highest observed
coefficient (AC), which is the ratio of the activity after coenzymsaturation was 87% (AC: 1.15), obtained with 50mg riboflavin
addition/activity before coenzyme addition. Several studies hawtake (Table 3).
reported minimum AC normal threshold values for glutathione
reductase of 1.2131.3%121.411 1.5! and values above these DISCUSSION
figures indicate vitamin deficiency. The GR activity increase without addition FAD in the

As the enzyme coenzyme saturation is always partial iragent systems after treatment with riboflavin in all groups of
individuals with current normal digtthe daily vitamin this work has been also reported by other auttigrs
supplementation for a long period could lead to total coenzyme  However, when FAD was added in the reagent system
saturation. from riboflavin supplemented individuals samples, it was not

In order to investigate which would be the vitamin Bdbserved significant GR activity increase , what suggests the
daily dosis for reaching an hypothetical total saturatiomphysiological saturation was enhanced by the vitamin intake.

increasing oral supplementation riboflavin doses were given to Increasingin vivo saturation was observed with
normal volunteers. increasing oral doses of riboflavin supplementation (Figure 1),
but total saturation was not observed even with the highest

METHODS oral 50 mg riboflavin supplementaion. What would limit this

Normal volunteers, from 24 to 54 years old, of both sexesaturation might be the slow riboflavin input into the red cells,
non smokers, not taking any medicine or vitamimrthe existence of an absorption and or a metabolism regulatory
supplementation were separated in the following groups: mechanism.

It is interesting that glucose-6-phosphate

Group A: dehydrogenase deficients, it does not matter their nutrition
15 individuals were given 3 mg riboflavin daily / 20 days condition, present 95%'saturation. In these individuals there

Group B: is high red cell FAD concentration but low serum level, and this
15 individuals were given 20 mg riboflavin daily / 20 days deficiency could increase the red cell FAD concentration and

Group C: facilitate the FAD linkage with glutathione reductadé*

18 individuals were given 50 mg riflavin daily / 20 days  Cyrrhosis and severe uremia patients presentQa#tiration,
and although presenting higher red cell FAD concentration,

10 ml of blood were drawn and collected in EDTA, kepéxhibit high serum FAD levél
at 4 C for up to 2 days. The samples were washed in saline at The data hereipresented and together with some
4° C for 4 times, and lyzed in deionized water and freeze-aneported findings suggest there are factors which avoid that all
thawing in acetone/dry ice bath. The suspension wapoenzymes linking sites may be saturated with FAD.
centrifuged at 10,000 g and the supernatant was used for It is known that red cells remain in circulation for 120
enzymatic assays. days, and after many metabolic and membrane changes, mostly

The red cell glutathione reductase activity assays, withy oxidative damage, they are deeply affected and are trapped
and without FAD, were done accordig to Beutland were by spleen. It is possible that even red cell ageing may affect
performed just before and just after treatment. The activitiie receptors for riboflavin or FAD
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As the individuals in this study were given vitamino the percentage of old cells, which comprise those cells older
supplementation for 20 daysith high vitamin doses, it is than 105 days, which are not capable to absorb riboflavin and
feasable to suggest that riboflavin was preferably used by yoong¢p convert riboflavin to FAD.

and mature red cells, which present functioning metabofoother approach would to supplement volunteers for 120 days,
pathways. On the other hand, the senescent erythrocythat would afford constant riboflavin availability for all red
which exhibit the referred changes, hardly accomplish with tbells produced during this period, so that all young cells could
metabolic needs and would jeopardize the riboflavin utilizatidme saturated by riboflavin and keep its coenzyme throughout
The lack of maximum saturation, of about 13%, could be ascrilbeeir life span, reaching FAD total saturation in all cells.

Table 1.Group A. Mean glutathione reductase activity (1U.g Hb-1. min —1 a 37°C), without and with FAD addition to the reagent
system, and Activity Coefficients (AC). 15 individuals with 3 mg riboflavin daily supplementation for 20 days

Without FAD With FAD AC % saturation
Before treatment 7.36 +0.6 11.0_+0.9 1.5 +0.1 66.4_+6.2
After treatment 8.5 0.6 11.1_+0.9 1.3 +0.1 77.3_+5.7
P <0.0001 0.1909 <0.0001 <0.0001

Table 2. Group B. Mean glutathione reductase activity ( IU.g Hb-1. min —1 at 37°C ), without and with FAD addition to the reagent
system, and Activity Coefficients (AC). 15 individuals with 20 mg riboflavin daily supplementation for 20 days

Without FAD With FAD AC % saturation
Before treatment 7.2 9.7 10.7_+0.9 15 +0.1 68.1_+6.2
After treatment 8.8 0.5 10.7_+0.9 1.2 +0.1 82.8_+6.4
P 0.0001 1.0000 0.0001 0.0001

Table 3. Group C. Mean glutathione reductase activity (IU.g Hb-1. min —1 at 37°C), without and with FAD addition to the reagent
system, and Activity Coefficients (AC). 18 individuals with 50 mg riboflavin daily supplementation for 20 days

Without FAD With FAD AC % saturation
Before treatment 7.6 +0.8 10.2_+1.0 1.4 +0.1 74.4 +6.8
After treatment 9.0 +.1 10.3_+1.1 1.1 +0.1 86.8_+3.4
P <0.0001 0.3529 <0.0001 <0.0001
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Figure 1 - Percentage of glutathione reductase saturation achieved by
increasing riboflavin supplementation
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RESUMO. A atividade da glutationa redutase eritrocitaria (GR-E) é dependente da coenzima flavina adenina
dinucleotideo (FAD), derivada da vitamina B2. Em condi¢8es nutricionais normais a saturacdo desta
enzima por esta coenzima é paréBJETIVO: Estudar sén vivoa maxima saturacdo da GR-E pode ser
observada através da administrac&o oral crescente de ribofldaRERIAL E METODOS: \oluntarios

normais com idade entre 24 e 54 anos ingeriram por 20 dias consecutivos 3 mg (grupo A), 20 mg (grupo
B) e 50 mg (grupo C) de riboflavina. A determinacgéo da atividade enzimatica foi realizada antes e apés a
ingestéo da riboflavina, com e sem adi¢cdo da coenzima no sistema reB§gSitd TADOS: Foram
observadas saturacdes de 77%, 83% e de 87% nos grupos A, B e C respectiZdN@LaJSAO: O

aumento crescente da saturacao in vivo foi observado & medida que a dose de suplementacgéo foi sendo
aumentada. A saturacao total “in vivo” ndo foi observada mesmo com a maior dose de 50 mg de riboflavina.

PALAVRAS-CHAVE. glutationa redutase eritrocitaria, riboflavina, vitamina B2, glébulo vermelho.
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RESUMO. Os tricotecenos sdo um grupo de micotoxinas sesquiterpendides produzidas por varias espécies
de fungos, comBusarium, Stachybotris, Trichothecium, Trichoderhyrothecium Estes tricotecenos

sdo relativamente estaveis aos principais processos e dificilmente sdo removidos dos grdos contaminados
sob condi¢cdes moderadas. O desoxinivalenol (DON) é o tricoteceno mais freqientemente detectado.
Outro é a toxina T-2, um tricoteceno do grupo A, freqiientemente encontrado em cereais, que tem sido
bastante estudado por ser dez vezes mais téxico que o DON. No presente trabalho, foi adaptado e
avaliado um método para determinagéo simultanea da toxina T-2 e de DON por cromatografia de camada
delgada (ccd). A matriz empregada para o desenvolvimento do procedimento foi o malte cervejeiro. Foram
estudados sistemas de extracdo e purificacdo dos extrato, eluentes e agentes reveladores. Posteriormente
0 método foi aplicado em amostras de arroz e farinha de trigo. O limite de detec¢cdo do método foi de 40 ng/
mancha para toxina T-2 e 50 ng/ mancha para DON; a recuperacdo média foi de 77,9% e 80,5%,
respectivamente para cada toxina. Foram detectadas contaminadas uma amostra de arroz branco com
266ug. Kg' e duas de farinha de trigo com 128 e 3@3Kg* de DON.

PALAVRAS-CHAVE . deoxinivalenol, toxina T-2, determina¢ao de tricotecenos, ccd

*Enderego para correspondéncia:

!Fundacéo Universidade Federal do Rio Grande- Laboratério de Micotoxinas
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INTRODUCAO muito cuidadosas para evitar prejudicar a recuperacdo das
toxinas dos diferentes grupés'e

Os tricotecenos sdo micotoxinas produzidas por varios A proposta deste trabalho foi disponibilizar um
géneros de fungos, tais confasarium, Trichoderma, procedimento simples para a determinacdo simultdnea de
Myrothecium, Stachybotrys, Cylindrocarpeiirichothecium tricotecenos, desoxinivalenol e toxina T-2, respectivamente dos
de onde vem o nome da familia de toxihid&spécies do género grupos A e B, empregando cromatografia de camada delgada.
Fusariumséo as que mais freqiientemente estdo relacionadasa tal foram combinados procedimentos de extracéo e limpeza
com a ocorréncia de tricotecenos em cereais e seus derivadageriormente empregados na determinagéo isolada e simultanea
e podem contaminar a planta ou o grdo no periodo pré e pds-tricotecenos tipo A e B, descritos por Stoptara
colheita. Os tricotecenos podem ocasionar perda de apetiteterminacdo de tricotecenos em cromatografia gasosa; por
vOmito, diarréia e alterar as fun¢des dos sistemas neurolégic®abind’ para determinacao de desoxinivalenol; por Marochi et
imunolégicd®. al™ para determinag&o de toxina T-2 e macrociclicos, e Furlong

Quimicamente os tricotecenos sdo derivados de ushal®, para determinagdo de tricotecenos do grupo A e B por
sistema aromético, chamado tricotecano (Figura 1). Os qerematografia gasosa.
ocorrem na natureza contem uma ligagéo olefinicano C-9,10e  Para efetuar a adaptacdo do procedimento foram
também um anel ep6xi em C-12,13, o que lhes confereescolhidos amostras de malte provenientes de diferentes lotes
denominacéo de “12, 13 epoxitricotecanos”. Geralmente, osdidos por empresas importadoras, situadas na cidade de Rio
atomos de carbono em posicdes 3, 4, 7, ,8, 14 e 15 sdo ocup&tasde, RS. Posteriormente o procedimento desenvolvido foi
por hidrogénio, hidroxila, grupamentos acila, epéxido adicionaplicado em amostras de farinha de trigo e arroz integral,
ou ligacdes éster macrociclicas. Em fungéo dos substituinpssboilizado e branéé?
sdo classificados em 4 grupos com diferentes propriedades

fisico-quimicas e toxicidade. O desoxinivalenol (DON) é
. . . : 10 H 1 H
tricoteceno mais freqlientemente detectado em aliment % g
pertencente ao grupo B. Outro é a toxina T-2, um tricoteceno Rt g i n 3
grupo A, freqliientemente encontrado em cereais, que tem ¢ 1 o OH
amplamente estudado por ser dez vezes mais téxicaque o C | & 13
2,16 e o i

! . . .\-'\"-. ! ..-".. H'-. 3 ..-"-.

Desde que os tricotecenos foram reconhecidt Rd et 15 - — Ri

como contaminantes importantes no meio ambiente e ¢ - 14

. . , , CH,R,
alimentos, foram propostos diferentes métodos para a ana R1

destes compostos. Como ocorre com outras micotoxinas -
métodos cromatograficos sdo importantes para identificacdo e
guantificagéo dos diferentes tricotecenos da familia. Devido a .
falta de croméforo na estrutura os métodos espectroscopicos, MATERIAL EMETODOS
especificamente os colorimétricos e fluorimétricos ndo podelnReagentes:
ser usados diretamente para determinacéo quali ou quantitatiGarvéo ativo granulado: tamanho de particula 1-2 mm marca
deles, tornando-se necessario o uso de reagentes de détiva¢ébsynth Brasil
1, - ALO, activ. 0,063-0,200 mm marca Merck.
Na literatura se encontram varias técnicasCelite comercial, pré-lavada com HCI, segundo a AOAC (1995)
cromatogréficas, tais como cromatografia liquida de altaBilicagel G60: tamanho de particula 5440
eficiéncia, de camada delgada e gasosa combinandOutros reagentes grau P.A.
procedimentos de derivacdo quimica para desenvolvimento de
propriedades cromdforas ou para aumentar a volatilidade par@adrées
a detecgédo e quantificagdo de tricotecé&ns'®’ Os padrdes de desoxinivalenol (DON) e toxina T-2 foram
As técnicas que empregam cromatografia de camaddquiridos da Sigma Chemical Company E.U.A.
delgada sdo as mais simples, e se operadas cuidadosamente As solucdes estoques dos padrées foram preparadas
apresentam boa performance e permitem a determinagdo degitssolvendo-os em benzeno:acetonitrila (98:2), sendo a
toxinas de maneira acessivel para laboratorios com diferenteacentracéo de toxina T-2 @ . mL* e de DON 5qug . mL
tipos de infraestrututd®, o que também vem sendo incentivadé. A partir destas solucdes foram preparadas solucdes
pela FAO e FDA. No caso dos tricotecenos a determinagdiduidas de trabalho. Todas foram armazenadas em frasco
simultanea de compostos de diferentes grupos é um deséfiobar a temperatura — 5°C. Para avaliar as concentracées
para analistas, pois as diferengas estruturais requerdos padrées foi empregado o método descrito por Bennett e
combinagbes de solventes extratores e reagentes derivadSiestwelf, empregando a absortividade molar das toxinas em
benzeno.

Figura 1: Estrutura geral dos tricotecenos
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3. Amostras empregadas na padronizagdo da metodologé&agente revelador. As manchas de tricotecenos foram
As amostras de malte foram cedidas por indUstrizbservadas sob luz ultravioleta em comprimento longo (354
importadora localizada na cidade de Rio Grande, RS. Foram)38911.151621.23Q critério utilizado para a escolha da condicédo
tomadas aliquotas de 4 lotes provenientes de diferentes patsematogréfica a ser adotada foi o que resultou em menor limite
e levadas ao laboratério. Estas foram misturadas e moidasdendeteccdo de DON e toxina T-2 e separacao das toxinas em
moinho tipo de facas marca Tecnal. O material moido felag&o a interferentes.
peneirado em vibrador por 1 hora, e a por¢éo correspondente &scolha do procedimento de extracdo dos tricotecenos das
granulometria de 60 mesh foi separada para ser empregadaarosestras.

procedimentos para adaptacdo de metodologia. As amostras do malte para serem empregadas nesta etapa
4. Escolha do sistema solvente para eluicdo e separac¢do fdosm contaminadas artificialmente com 400 ng/g com DON e
tricotecenos e do agente revelador toxina T-2.

Em placas cromatogréaficas comerciais e preparadas no O primeiro procedimento testado para extracdo dos
laboratério, com e sem tratamento prévio com solucéo de cloraticotecenos das amostras foi o descrito por Sgott
de aluminio 15% em metanol, foram aplicadas aliquotas de 8@senvolvido para determinac¢éo de nivalenol, desoxinivalenol,
100, 150, 250, 500 e 1000 ng de solucdo padrdo de DON e 40t6%ina T-2, toxina HT-2 e diacetoxiscirpenol em amostras de
100, 200 e 400 ng de toxina T-2. farinha de trigo e milho.

Estas foram desenvolvidas em 5 sistemas solventes, O outro procedimento testado foi descrito por Sdares
sendo: tolueno- acetato de etila (1:3); cloroférmio - metanphra determinacdo de aflatoxinas, ocratoxina A,
(93:7); tolueno - acetato de etila - 4cido férmico (5:4:1)esterigmatocistina e zearalenona em milho, feijao, mandioca,
cloroférmio - acetona - isopropanol (8:1:1) e tolueno - acetadamnendoim e arroz e posteriormente adaptado por Furlorfg et al
de etila (2:3). para determinacgdo de tricotecenos em gréos de trigo.

Apés a eluicdo as placas foram submetidas a diferentes  Para avaliar o efeito dos diferentes agentes clarificantes
sistemas de revelagdo: cloreto de aluminio 15% em metanol 8&8%solventes de particdo na extragdo de tricotecenos, foi
acido sulfarico 20% em etanol 50% e acido cromotrépico 10&mpregado o método de analise fatorial, através de uma matriz
com 5 partes de acido sufarico 5 :3 em agua. de planejamento fatoriat &abela 1).

Depois de borrifadas com os reveladores, as placas foram
aquecidas em temperaturas 105°C por 10 minutos; 120° C por 10
minutos e 115°C por 7 minutos, respectivamente para cada

Tabela 1.Planejamento fatoriaP®ara o uso de solventes e clarificantes diferentes na extracdo de amostras de malte.

Experimento Clarificante Solvente de particdo
1 Celite+(NH),SO, CHCL
2 Celite+(NH,),SOy+carvao ativo CHGI
3 Celite+(NH,),SO,+CuCG; CHCL
4 Celite+(NH,),SO, CHCL+CH;COOCHCH;
5 Celite+(NH,),SO;+carvéo ativo CHG# CH;COOCHCHs;
6 Celite+(NH).SO;+ CuCQ CHCL+ CH;COOCHCH;
7 Celite+(NH),SOy CH.Cl,
8 Celite+(NH;),SO4+carvao ativo CiEl,
9 Celite+(NH,),SO;+ CuCGQ CH,Cl,
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Os diferentes extratos foram purificados em minicolunas @002 em diferentes estaces do ano. A coleta delas seguiu um
carvao ativo/alumina/celite (0,7:0,5:0,3), eluidos com 4 por¢dpsotocolo que consistiu em tomar 1% dos pacotes de 1 Kg
de 5 mL do mesmo solvente de particdo. O eluente foi seco disponivel nas gbéndolas, de diferentes estabelecimentos
banho-maria a 3C, quando usado CHI, e a 46C quando comerciais, para comporem a amostra bruta. Destes 1% foram
usado CHCJou CHCJ: acetato de etila, em todos os casos sdbmadas e homogeneizadas para constituindo as amostras de
corrente de nitrogénio. Os extratos secos foram armazenadtabaratorio de onde foram tomadas as aliquotas analiticas. Foram
-5°C e ressuspensos com RQ0de benzeno no momento deavaliadas 112 amostras de farihha
realizacdo da cromatografia. O mesmo procedimento de amostragem foi realizado para
Foi utilizada uma escala de 1 a 9 para determinacdotd&s marcas de arroz branco, parboilizado e integral, levando em
intensidade das manchas de interferentes nas placas, sendanaideracdo a safra ao qual pertencia o produto comercializado.
amostra mais limpa a de pontuagcdo menor. As placas foreoram analisadas 36 amostras de arroz branco, 18 parboilizado
observadas antes e depois de revelacdo com acido sulfugc®integral. Antes da determinagdo os gréos foram moidos em
20% em etanol 50% sob luz ultravioleta longo, sendo avaliadasinho de facas até a granulometria de 60 Hesh
e pontuadas por trés avaliadores treinados.
6. Recuperacéo de DON e toxina T-2 RESULTADOS E DISCUSSAO
Considerando os dados de literat&ta!® que indicam
varios niveis de contaminacdo com estas toxinas, foi prepardd&scolha do eluente e do agente revelador
uma série de amostras de malte contaminadas artificialmente, com  Avaliando os cinco sistemas solventes experimentados
aliquotas de padr6es de DON e toxina T-2 em seis niveis difereqtasa separar o DON e a toxina T-2 observou-se os melhores
(200, 350, 500, 650, 800 e 1000 ng/g). Para avaliacdo dos teoessiltados ocorriam quando foram empregados: tolueno - acetato
recuperados, foram realizadas comparacgdes de fluorescénciadeestila (2:3) e tolueno - acetato de etila - acido formico (5:4:1),
manchas de amostras com padrdes aplicados em placas de silicageb ja haviam mencionado Marochi ét.al
com e sem prévia preparacéo com cloreto de aluminio, visualizadas  Os outros sistemas testados n&o se mostraram eficientes.
sob luz ultravioleta longa, apés a revelacao. Os resultados dos limites de deteccdo determinados nos
A confirmacéo foi realizada empregando o método diiferentes eluentes e agentes reveladores e os respectivos Rf
acetilagdo com anidrido acético — piridina, descrito por Stahragiarecem especificados na tabela 2.

aro. Pode-se observar que houveram duas condi¢ces que
7. Aplicabilidade do método proposto a outros tipos dapresentaram as melhores respostas: usando a placa embebida
amostras. em solucdo de cloreto de aluminio 15% empregando como eluente

Apéds o estabelecimento do procedimento de preparoma mistura de tolueno - acetato de etila (2:3), revelada
extracdo, clarificacéo e separacéo dos tricotecenos DON e toypoateriormente com acido cromotrépico para determinacgéo de
T-2 este foi aplicado a amostras de farinha de trigo, arroz branimxina T-2 e 0 outro usando placa de silicagel desenvolvida
parboilizado e integral. Nestas foram testados os limites dem sistema solvente tolueno - acetato de etila - &cido formico
guantificacdo, recuperacdo e realizados levantamentosreeelada com solucdo de acido sulfdrico 20% em etanol 50%.
ocorréncia em amostras adquiridas no comércio local. Cabe salientar que esta segunda opcdo apresenta um custo

Trés marcas de farinha de trigo, disponiveis no coméraiaais baixo e que o ponto critico é a relacao tempo / temperatura
da cidade de Rio Grande, RS, foram coletadas nos anos de 200@nte a revelacao.
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Tabela 2.Sistemas solventes e agentes reveladores para determinagéo simultdnea de DON e toxina T-2 por CCD e seus limite
deteccdo.

Tricoteceno Revelador Sistema Luz UV (365nm) Luz Visivel Rs
solventé Ld Cor Ld Cor
(ng/mancha) (ng/mancha)
DON AICl; 1 150 Azul ND 0,19
2 100 Azul ND 0,15
3 100 Azul ND 0,13
4 50 Azul ND 0,12
H,SO, 3 50 Marrom- 50 Marrom 0,29
H,SO, 5 100 amarelado 150 Marrom 0,90
Marrom claro
T-2 H,SQO, (em placa 1 100 Verde ND 1
de AICk) 2 ND ND
4 100 Verde ND 0,45
3 40 Verde-azulado 100 Cinza 0,54
H,SOx 5 100 Verde-azulado ND 0,60
H,SO, 4 40 Verde 100 Parpura 0,45
Ac.Cromotrépico 3 60 ND 0,55
(em placa de
AICl5)
Ac.Cromotrépico Pdarpura

Ld: limite de deteccdé 1. Tolueno-acetato de etila (1:3); 2. CH@letanol (93:7); 3. Tolueno:acetato de etila:acido férmico (5:4:1); 4. Tolueno:acetato
de etila (2:3); 5. CHGlacetona:isopropanol (8:1:1). ND- ndo detectado

2. Escolha do clarificante e solvente de particéo. Seguindo a matriz de planejamento (tabela 1) os extratos
Conforme mencionado, primeiramente foram comparadé@zram ressuspensos em 2(0 de benzeno, 2@L foram
os procedimentos de Scdt de Soaréspara a extragéo, pois amplicados em placa de silicagel e desenvolvidas em tolueno:
sdo procedimentos simples, com poucas etapas e que empregyaetato de etila: acido férmico (5:4:1). Os resultados da
pequenas quantidades de solventes. No caso do primeiro, gualiacdo da limpeza das placas pelos diferentes avaliadores
ja havia sido empregado para determinac¢é@o simultinea doses e depois da revelacdo aparecem respectivamente nas
tricotecenos do grupo A e B, algumas dificuldades foramabelas 3 e 4 para placas preparadas no laboratério e
observadas tais como: formacdo de emulsédo, evaporacamerciais.
demorada na etapa final, formacdo de gel na etapa de A observacédo dos resultados descritos na tabela
minicolunas, dificuldade de ressuspensao dos extratos, o qudica que as melhores condi¢des nestas duas etapas séo o
descartou 0 seu emprego. uso de cloroférmio ou cloreto de metileno como solvente de
Durante a aplicagdo do procedimento de S&apesa particdo e de sistema celite-sulfato de am6nio como agente
extracao de tricotecenos das amostras de malte, foi observeldoificante. O mesmo sistema também foi empregado por
gue os extratos apresentavam compostos que interferiamFoaong et él. Ao contrario de Marochi et’altambém neste
determinag&o de DON e toxina T-2 por cromatografia de camadeso o carbonato de cobre ndo acarretou melhora na limpeza
delgada. Alguns interferentes ocorriam na altura do Rf da Ultirdas placas e por isso néo foi utilizado. O cloreto de metileno
toxina o que foi solucionado desengordurando previamentefasescolhido por sua maior volatilidade que facilita nesta
amostras com hexano. etapa do trabalho.
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Tabela 3 Pontuagdo da intensidade dos interferentes nas amostras de malte antes da revelacéo ( média em dois tipos de pl;

Experimento Placa 1 * Placa 2 * Média **

1 4,00 3,67 3,84
2 5,00 5,00 5,00

3 6,33 4,33 5,33
4 5,33 4,33 4,83
5 6,33 5,00 5,67
6 7,33 6,67 7,00

7 1,33 1,33 1,33
8 2,67 3,00 2,84
9 1,33 1,33 1,33

Placa 1: preparada com silicagel G-60 Placa 2: placa pronta Wathman 0,25 mm
* média de trés avaliadores ** média da pontuacdo das duas placas

Tabela 4 Pontuacao da intensidade dos interferentes depois da revelacagSOniridia em dois tipos de placas)

Experimento Placal* Placa 2 * Média**

1 1,33 2,33 1,73
2 4,33 4,67 4,50
3 4,33 4,33 4,33
4 6,33 6,67 6,505
5 7,00 7,00 7,00

6 6,67 7,67 7,17
7 2,33 2,33 2,33
8 4,67 5,33 5,00

9 2,33 3,67 3,00

Placa 1: preparada com silicagel G-60 Placa 2: placa pronta Wathman 0,25 mm
* média de trés avaliadores ** média da pontuagdo das duas placas

3. Procedimento Proposto para determinacéo simultanea de D&)NFiltrar novamente em papel de filtro sanfonado. Transferir
e toxina T-2 no malte. 150 mL deste segundo filtrado para um funil de separacdo
O procedimento que melhor se prestou pareontendo 150 mL de 4gua destilada. Adicionar 10 mL de cloreto
determinacao simultanea de DON e toxina T-2 nas amostragganetileno (ou cloroférmio).
malte cervejeiro foi o procedimento de Soares com 43 Efetuar a particdo agitando lentamente por 3 minutos.
modificacdes mencionadas. Todas as etapas estéo apresenfdadbas@r em repouso por mais 10 minutos para separar as
em segquir: camadas. Recolher a fase organica num bequer. Retirar uma
1) Extrair 50 g de amostra do malte desengordurado com 300 allquota de 5 mL (amostra para quantificacao) e passéa-la
de mistura metanol-KCl 4% (9:1) em blender com velocidageor uma minicoluna de carvao ativo-alumina-celite
média por 3 minutos. (0,7:0,5:0,3). Receber o eluato num frasco. Guardar o resto
2) Filtrar em papel de filtro sanfonado. Transferir uma aliquoti solu¢ao do bequer (amostra para triagem) num segundo
de 150 mL de filtrado para um bequer contendo 150 mL di@sco.
solugéo de sulfato de amdnia 30% e 50 decelite pré-lavada 5) Repetir a particdo com mais 10 mL de cloreto de metileno (ou
com &cido. Homogeneizar com bastao de vidro e deixar eroformio). Recolher a fase organica no outro bequer. Retirar
repouso por mais de 5 minutos. de novo 5 mL e passar por minicoluna.
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6) Eluir a minicoluna com 4x5 mL de solvente de particdo4. Recuperacgdo de tricotecenos das amostras do malte
juntando todas as por¢des no primeiro frasco. As amostras do malte moido, desengordurado e ndo
7) Evaporar o cloreto de metileno em banho-marig®@ 8u  contaminado, foram fortificadas com padr6es de DON e toxina
cloroformio a 46C) sob corrente de nitrogénio. Guardar o extratoT-2 em seis niveis diferentes (200, 350, 500, 650, 800 e 1000 ng/
seco no frasco fechado a temperatuf@ -5 ). Foi empregado o procedimento estabelecido para a extracéo
8) Ressuspender o extrato com @D@e benzeno e agitar em dos tricotecenos e os padrdes foram aplicados nas placas nas
banho ultra-sbnico. Este extrato estd pronto para aplicacdo eroncentracdes mencionadas em material e métodos (item 6).
placas cromatogréficas. Os resultados de recuperagéo dos tricotecenos DON e
9) Aplicar na placa de silicagel (simples ou embebida em solug&oxina T-2 em todos o0s niveis estudados, aparecem na tabela
de AICI, 15% em metanol 85%) 1@ do extrato finalda amostra 5, onde estdo os resultados das aplicacGes feitas nas placas
e quantidades de padrées de DON e toxina T-2, correspondermig2-prontas de silicagel ou nas placas de silicagel embebidas
a possivel contaminacdo de amostra. em solucdo de AICL5% em metanol, respectivamente.

10) Desenvolver a placa simples no sistema solvente Pode-se observar pela tabela 5 e considerar que houve
tolueno:acetato de etila: acido formico (5:4:1) e a placa embebidana boa recuperacdo das duas toxinas, sendo que para 0s
em AICl, em sistema solvente tolueno:acetato de etila (2:3). niveis de contaminagdo mais baixos, a toxina T-2 foi melhor
11) Secar a placa a temperatura ambiente dentro da capela. recuperada, enquanto que para os niveis mais altos, foi o DON
12) Revelar a primeira placa com solugédo ¢8®j 20% em  que mostrou valores mais altos de recuperagao.

etanol 50% e aquecer a *2@or 10 minutos. Observar sob luz Os valores médios de recuperacao foram 80,55% para
UV, comprimento de onda longo, as manchas marrom de DON DON e 77,94 para a toxina T-2. Cabe salientar que para a
aproximadamente em R 0,29 e as manchas fluorescentesestimativa do valor medio da recuperacéo de DON néo foi
esverdeadas da toxina T-2 aproximadamente en@f84. Sob  considerado o nivel de contaminagéo 200 ng/g, que foi 41%.
luz visivel as manchas da toxina T-2 aparecem de cor cinza. O maior nivel de contaminacao foi utilizado para estimar
13) Aquecer a placa embebida em Al@r 10 minutos a 106. a repetibilidade do procedimento, tendo um coeficiente de
Observar sob luz UV as manchas fluorescentes azuis de DOkMriagéo de 7,3% e 7,2% respectivamente para DON e toxina
em R= 0,12 aproximadamente. Revelar a regido da toxina T-I-2. Esta estimativa realizada nos diferentes niveis de
com &cido cromotrépico e aquecer a “2@or 7 minutos. contaminacgdo estudados resulta em coeficientes de variacao
Observar as manchas fluorescentes verdes desta toxina sob phara DON de 23,6% e de 12,3%.para toxina T-2

UV, comprimento de onda longo er=R,45. Alguns fatores podem influenciar nestes resultados.
Primeiro, provavelmente as toxinas competem entre si pelos

Tabela 5.Resultados de testes de recuperagdo de DON e T-2 eMventes de extracio e separacdo. Um maior nimero de

seis niveis de contaminagdo de amostras de malt[?artigées poderia realizar uma recuperagao maior.

desengordurado. Outro fator pode ser a minicoluna utilizada para limpeza
Contaminacéo % recuperagéo % recuperagao do extrato. Foram utilizadas minicolunas de carvéo ativo:
(ng/g) DON toxina T-2 alumina: celite (0,7:0,5:0,3), que séo recomendadas por muitos
1 200 40,8 81,6 autores para estas determinaé®é4*2* Mas, segundo um
1 200 40,8 81,6 estudo de Galvano et’atom 19 tipos de carvédo ativo, foi
observado que a capacidade deles para adsor¢cdo do DON
2 350 69,9 93,9 varia de 1,83% a 98,93%. Os tipos utilizados pelo autor e
2 350 70,0 93,3 colaboradores ndo foram Darco G-60, que é o carvao utilizado
para preparac¢éo das minicolunas de limpeza neste caso. Mesmo
3 500 81,6 65,3 L . .
assim, € muito provavel que o carvao ativo Darco G-60 adsorva
3 500 65,3 65,3 uma quantidade do DON. Este efeito é notavel nos niveis
4 650 87.9 67.6 baixos de contqmina@éo. S.eri.a interessante utilizar ogtro t~ipo
de coluna de limpeza, principalmente para determinacdes
4 650 87,9 67,8 quantitativas nos niveis menores que 300 ng/g.
5 800 81,6 75,5 O terceiro fator que pode causar este grau de
recuperacdo, principalmente para o DON, é o tipo do
S 800 81,6 75,5 solvente utilizado para ressuspender o residuo. Tanaka et
6 1000 97,9 83,4 al’?mostraram que a melhor recuperacédo do DON e NIV das
amostras artificialmente contaminadas do arroz, foi obtida
6 1000 89.8 89.8 usando o metanol como solvente de ressuspensdo do
6 1000 97,9 80,0 extrato seco, enquanto que a menor recuperacao para o
6 1000 73,5 88,2 NIV obteve-se utilizando a mistura CH@hetanol (9:1).

No nosso experimento foi utilizado o benzeno, o mesmo
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Tabela 6.Determinacéo de tricotecenos do grupo A e B em arroz e farinha de trigo

Caracteristica Farinhas de Trigo Arroz
Recuperacado média de DON % (200 a 1000 ng/g) 90 77
Recuperacdo média de Toxina T-2 (200 a 1000 ng/g) 87 79
Repetibilidade DON, toxina T -2 (CV%) 17 11e10
N° amostras analisadas 112 72
Falsos positivos 6(DON) 7(T-2) 2 (DON) 3(T-2)
Amostras confirmadas 2 (DON) 1 (DON)
Niveis de contaminaggey . Kg* 323 e 128 266
CONCLUSAO

solvente de preparacdo dos padrbes, por ele mostrar Foi proposto um procedimento para determinagao
estabilidade maior no armazenamento das amostras. P&imultanea de tricotecenos do grupo A e B, desoxinivalenol e
outro lado o benzeno ainda permite uma melhor aplicaga¢oxina T-2, cujas melhores condigbes foram obtidas empregando
nas placas cromatogréaficas, comparando com o metanol, @mo sistema extrator metanol - KCI (3:1), clarificante sulfato de
qual deixa uma mancha muito espalhada (Soares amonioelimpezaem minicoluna de carvéo ativo - celite e alumina.
comunicacao pessoal). A fase estacionéria foi a silicagel G 60, 0, 25 mm de espessura;
5. Aplicabilidade do método a outros produtos alimenticios eluentes foram o tolueno - acetato etila - acido férmico (5:4:1) e

O procedimento descrito foi checado quanto ao limitetolueno - acetato de etila (2:3). Os melhores agentes reveladores
de quantificacéo, recuperacéo e repetibilidade em amostrggram: acido sulfdrico 20% em etanol 50% e cloreto de aluminio
de farinhas de trigo, de trés marcas comerciais diferented,5% em metanol 85% e acido cromotrdpico.
coletadas em diferentes periodos nos anos de 2000 a 2002 e Olimite de detecgdo para a toxina T-2 foi de 40 ng/mancha
em amostras de arroz integral, parboilizado e brancce para DON de 50 ng/mancha. A avaliagdo da recuperagdo media
coletados no ano 2000, no comércio da cidade de Rio Grandpara os niveis de contaminagao variando de 200 a 1000 ng/g
RS. foi de 80,5% e 77,9% respectivamente para malte.

Os resultados destas atividades aparecem na tabela 6. O método aplicado a amostras de arroz e de farinha de

Pode-se observar pela tabela que a performance dgigo mostrou ter boa repetibilidade (CV 11 e 17%) e
método nao diferiu entre as matrizes em que foi aplicado. Cabkecuperacao entre 90 e 77% respectivamente para DON e T-
salientar que o nimero de amostras contaminadas pa, € um numero baixo de falsos positivos (9,7%).

tricotecenos, desoxinivalenol e toxina T-2 foi relativamente O DON foi o tnico tricoteceno detectado, aparecendo
pequeno e abaixo dos limites legislado por paises d&m 1,6% amostras, sendo duas de arroz e uma de farinha de
Comunidade Européia para estas toxthas trigo em niveis respectivamente de 128, 323 e 266 mg/Kg.
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Baraj, E. ; Badiale-Furlong, E. - Procedure for simultaneous determination of trichothecenes: deoxynivalenol
e T-2 toxin.Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 95 - 104,2003.

ABSTRACT. The trichothecenes are a group of sesquiterpenoid mycotoxins produced by several general
and species of fungi such Bssarium, Stachybotris, Trichothecium, Trichoderarad Myrothecium

These trichothecenes are relatively stable during food processing and can be removed with difficulty
from contamined grains under moderate conditions. Among then deoxynivalenol (DON) is the most
common contaminant of cereal grains, whilst the T-2 toxin, wich is frequently detected in foods, has been
the most widely, because is 10 times more toxic then DON. In the present work it was adapted a methodology
for simultaneous determination of DON and T-2 toxin by thin layer chromatography (TLC). The matrix
chosen was barley malt. Extraction and purification systems, developing solvents and spray reagents
used to visualize the trichothecenes have been compared. The method was employed to rice and wheat
meals. The limits of detection of the method were 40 ng/spot for T-2 toxin and 50 ng/spot; with the average
recoveries of 77,9 and 80,5% respectively. A rice sample was found contamined with R§6 and two

samples of wheat meal with 128 e 3@83 Kg* DON.

KEY WORDS. deoxynivalenol, T-2 toxin, trichothecene determination, TLC
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Simdes, M. et al. - O uso de equipamentos de protecédo individual (EPIs) e coletiva (EPCSs) nos acidentes
ocorridos em um laboratdrio de Saude Publica no periodo de maio de 1998 a maioRie2082. Adolfo
Lutz, 62(2): 105 - 109,2003.

RESUMO. A saude dos trabalhadores tem merecido atencdo do Sistema Nacional de Salude e de
organizac®es internacionais. Este estudo teve como objetivo avaliar os 38 acidentes registrados no periodo
de maio de 1998 a maio de 2002 num laboratério de saude publica, a relagdo com 0 ndo uso ou 0 uUso
inadequado de EPIs e EPCs pelos funcionérios e a quantidade de horas trabalhadas pelos profissionais
quando da ocorréncia dos acidentes. Os dados foram obtidos nas fichas de registro de acidentes de
trabalho elaboradas pelo grupo de biosseguranca local e preenchidas durante entrevista com os acidentados.
Os acidentes foram agrupados segundo a sua natureza, em cinco categorias: queimaduras (calor, frio,
acido); pérfuro-cortantes; amostras biolégicas; transporte de amostras; incéndios. Foram registrados 38
acidentes envolvendo 30 pessoas, sendo: 7 casos (18,42%) em 1998 (maio a dezembro); 10 (26,32%) em
1999; 7 (18,42%) em 2000; 7 (18,42%) em 2001 e 7 (18,42%) em 2002 (janeiro a maio). O acidente mais
frequiente (37%) ocorreu com amostras biolégicas, seguido pelos pérfuro-cortantes (24%). Os EPIs estavam
sendo utilizados de maneira incorreta ou incompleta em 22 dos acidentes relatados. Conclui-se, portanto,
que é de fundamental importancia a prevencéo de acidentes frente a situacdes de risco em laboratério, e
gque a conscientizacdo e responsabilidade na observacdo das normas de biosseguranca envolve os
profissionais em todos os niveis.

PALAVRAS CHAVES. biossegurancga, laboratorio, acidentes, EPIs, EPCs.
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INTRODUCAO de erros humanos, da falta de técnica ou do uso inadequado dos
equipamentds Deve-se, portanto, estimular programas que visem

A saude dos trabalhadores, em relagdo as suas respectvaglhoria continua do trabalho levando-se em conta a sua qualidade
atividades profissionais, tem merecido uma atengdo progressi@ apenas para quem recebe o seu produto final, mas também
do Sistema Nacional de Saude e de organiza¢des internaciopaia quem o realiza.
como a Organiza¢do Mundial de Saude, a Organizacao Internacional Todos os laboratdrios devem ter disponiveis para uso os
do Trabalho e as Comunidades Européias. Uva éfesarevem EPIs e EPCs recomendados para cada atividade especifica, e 0s
risco profissional como a possibilidade de que um trabalhadancionérios devem ser capacitados para o seu uso correto e para
sofra um dano provocado pelo seu trabalho, sendo este damealizacdo adequada dos procedimentos técnicos necessarios.
patologias ou lesBes sofridas por ele em motivo deste trabalhd\mulaboratério em estudo foi criada, em marco de 1998, uma
durante 0 mesmo. Costdefine acidente como toda acdo nd@omissdo de Biosseguranca que desde entdo vem trabalhando no
programada, estranha ao andamento normal do trabalho, da geatido de conscientizar e orientar os funcionarios a executarem
poderé resultar dano fisico ou econémico. Como as atividades sizas atividades de forma segura.
instituicdes de saude expbem o trabalhador a diversos agentes de Este estudo teve como objetivo avaliar os 38 acidentes
risco, para a prevencdo de possiveis acidentes advindos de=giatrados no periodo de maio de 1998 a maio de 2002, a sua
exposicdo faz-se necesséario estabelecer um programa que relsgdo com o ndo uso ou o uso inadequado de EPIs e EPCs pelos
reduzir ou eliminar tais riscos. O primeiro passo para isso dumcionarios e a quantidade de horas trabalhadas pelos
identificacdo de fatores de risco que possam causar estes acidgntdissionais quando da ocorréncia dos acidentes.

e o estabelecimento de medidas que possam evita-los, criando-se
nos laboratérios um programa de prevencao de aciélentes CASUISTICA

O termo “contenc&o” é usado para descrever os métodos  No periodo estudado trabalhavam no laboratério 53 pessoas
de seguranca utilizados na manipulagéo de materiais infecciogssim distribuidas: 33 funcionarios, sendo 17 de nivel universitario
num ambiente laboratorial. O objetivo da contenc¢éo é reduzir @46 de nivel médio e/ou basico; e 20 estagiarios (nivel universitario)
eliminar a exposic¢éo da equipe do laboratério, de outras pessogespermaneciam por um ou dois anos. Os dados foram obtidos
do meio ambiente em geral, aos agentes potencialmente perigosas fichas de registro de acidentes de trabalho, elaboradas pelo
capazes de causar riscos a saude. Elementos de contencdo ingjugoo de biosseguranca local e preenchidas durante entrevista
a prética e a técnica laboratorial, 0 equipamento de segurancaern os acidentados. Os acidentes foram agrupados segundo a
projeto de instalacdo do laboratério. A avaliagdo do risco do trabath@ natureza em cinco categorias: queimaduras (calor, frio, acido);

a ser realizado com um agente especifico determinard a combinggafuro-cortantes; amostras biol6gicas; transporte de amostras;
adequada destes trés elementos. A rigida adesdo as normascéedios.

préticas e procedimentos corretas, uso de Equipamentos de Protecéo

Individual (EPIs) e instala¢cdo de Equipamentos de Protecéo Coletiva RESULTADOS

(EPCs) nos niveis de seguranca adequados a cada laboratério, No periodo de quatro anos compreendido entre maio de
contribui para um ambiente de trabalho mais seguro e sauda#98 a maio de 2002 foram registrados junto a Comissdo de
para a equipe, seus colaboradores e a comunidadmiaf) r Biosseguranca 38 acidentes envolvendo 30 pessoas, sendo: 7 casos
Todavia, 0s programas de biosseguran¢a em laboratérios depend@m2%) em 1998 (maio a dezembro); 10 (26,32%) em 1999; 7 (18,42%)
principalmente da dedicacao individual e atencdo ao trahalhem 2000; 7 (18,42%) em 2001 e 7 (18,42%) em 2002 (janeiro a maio).
Ainda, o trabalho excessivo, executado de forma inadequada, pode Na figura 1 observa-se a frequiéncia dos acidentes por
levar ao desgaste fisico e a aciderRasaAlmeida a expressao categoria funcional e por ano estudado.

“(con) fiabilidade humana” pode ser usada para indicar “a

probabilidade de que um individuo, uma equipe, uma organizagdo

humana realize uma missdo nas condi¢des dadas, no interi
limites aceitaveis, durante um certo tem@perandi& sublinha
a expressao “missao a cumprir” sob certos critérios e acresc
“a confiabilidade ndo é somente ndo cometer erros, é também f
0 gesto adequado, tomar a iniciativa que convém ao mome
recuperar um erro da maquina ou de outra operagéo”.

Os acidentes ocorridos, independentemente de s
dimenséo, devem ser documentados e avaliados, visand
identificacdo das causas e possiveis corrégaedora algumas
causas de infec¢des acidentais tenham origem conhecida, ap
20% das infec¢Bes adquiridas em laboratorio obedecem a cont:
causas conhecidas e/ou detectdvéls entanto, a maior parte
das infec¢Bes laboratoriais e dos acidentes de laboratério dec

7 ntes ocorridos no laboratdrio em estudo, po
oria funcional, no periodo de maio de 1998 a maio de
2002.

E Universitarios
E Niveis médio e basic]
I Estagiario i

1999 2000 2001 2002
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~ Dos 38 acidentes ocorridos, 9 (23,7%) foram com  Figura 2. Porcentagem do nimero de acidentes
universitarios (sendo que duas pessoas acidentaram-se  ocorridos, agrupados segundo sua natureza.
duas vezes cada uma); 19 (50,0%) com funcionarios de nivel

duasvezes).

Com relacdo a natureza dos acidentes, os resultados
estdo na figura 2. Em oito casos houve necessidade d
atendimento médico, seis deles do tipo pérfuro-cortante, ¥
por queimadura e um por incéndio, sendo que em quatro

médio e/ou basico (sendo que uma pessoa acidentou-se 5%
casos houve necessidade de afastamento temporéario do
trabalho.

trés vezes e trés pessoas acidentaram-se duas vezes) e 10 **
37% E Amostras biol6gicas
@ Perfurocortantes
E Queimaduras
E Transporte de amostra
@ Incéndio
A relacdo entre o uso incorreto e/ou a falta de uso de

(26,3%) com estagiéarios (sendo que um deles acidentou-se
EPIs e EPCs durante os acidentes esta na tabela 1. 24%

Tabela 1.Relacéo entre uso correto / incorreto / falta de uso de EPIs e EPCs, com as categorias de acidentes acontecidos.

EPIS/EPCs uSo

Sim N&o Total
Tipos de acidentes correto Incorreto
Amostra biologica 4 3 3 10
Pérfuro-cortantes 3 0 6 9
Queimaduras 0 9 5 14
Transporte de amostra 0 2 1 3
Incéndio 0 1 1 2
Total 7 15 16 38

Os acidentes ocorreram nas seguintes &rea
administrativa (1); técnica (23); lavagem, esterilizag&o e prep
de meios de cultura (7); recebimento de amostras (7). Na Fig
3, observa-se a relagéo entre o nimero de acidentes ocor , B neionéiios
nas diferentes areas do laboratdrio, com o nimero de pesy 5 B Portaria/Funcionarios

trabalhando em cada area e com o nimero de exames realiz, BPortaria/Acidentes |
B Lavagem,Ester./Func}
por ano. M Lav.,Ester./Acidentes

D|SCUSSAO M Técnica/Funcionarios
~ . ~ E Técnica/Acid
Para Fayékt al. nem sempre se da a devida atencao & e

riscos de transmissdo de patdgenos para profissionais da
de salude, mas estes riscos sdo reais. Por outro lado 1998* 1999 2000 2001
Iaborgtorlo estudado_,,(?ewdo ao grande numero de _aC|d_eruca (28696)*** (31453) (41272) (58682) (40378)
ocorridos com estagiarios em 1999, no ano de 2000 incluiu-se + Maio a b )
no programa de treinamento, um curso com as normas basitié’ Ja";';’iri ae,;zi'g ro
de biossegur.ang.a. Foi planejado com os respons_éveis. de cada «++ Ngmero de exames realizados por ano
area a conscientizagao dos estagiarios sobre 0s riscos ineremt@sa 3: Relacdo entre o nimero de acidentes ocorridos nas

a cada atividade e o uso correto dos EPIs e EPCs para as véiiai¢ntes areas do laboratério, com o nimero de pessoas
atividades trabalhando em cada area e com o nimero de exames realizados,

por ano.
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Para Moreiraet al.,os acidentes com percutaneos salaboratério. SouZa estudando os acidentes ocupacionais e
0s mais freqlientes e 0s com maior risco entre os acidentes sitoacdes de risco para a equipe de enfermagem em cinco
amostras bioldgicas. Neste estudo ocorreu o inverso, o aciddraspitais do municipio de S&o Paulo observou que a categoria
mais freqUente (37%) foi com amostras bioldgicas, seguidamcional que mais se acidentou foi a de auxiliar de enfermagem
pelos pérfuro-cortantes (24%). porgue as atividades desenvolvidas por eles séo as de contato

Os EPIs estavam sendo utilizados, em 22 dos acidentesis direto com o paciente e seus fluidos corporeos; as de
relatados, de maneira incorreta ou incompleta. Nos casos gosparo e administracdo de medicamentos; coleta de material
acidentes com amostras biolégicas, as causas situaram-separa laboratorio (sangue, urina, fezes e escarro) e cuidados de
procedimentos técnicos realizados de maneira incorreta, aliati@gene. Desde margo de 1998 o grupo de biosseguranca deste
ao uso de EPIs e EPCs de forma incorreta, incompleta laboratério realizou diversas atividades de prevencao tais como:
inadequada. A reciclagem da equipe de técnicos mostraignamento de incéndio, com vistoria do prédio pelo Corpo de
necessaria nestes casos para corrigir e evitar vicios adquiriBosnbeiros; o | Encontro Regional de Biosseguranc¢a, em 2000;
ao longo do tempo e criar uma conscientizagdo com relacd® apresentacdo de médulos do “Programa de Seguranca em
“importancia de cada um na seguranca de todos”. Visandaboratério”, em 20019s cursos do Programa Nacional de DST/
minimizar os riscos decorrentes da manipulacdo de amostfdBS, do Ministério da Salde, em 20@2apresentacdo de um
biolégicas, a instituicdo adquiriu quatro novas cabines #édeo educativo tendo como tema a biosseguranca em
seguranca bioldgica pipetadores automaticos, uma geladdataoratério, produzido a partir de uma peca de teatro elaborada
para solventes, torneiras com sensor elétrico, lixeiras com pegat funcionarios do laboratério, em 2001 e 208&m de
e uma maquina de laveidraria. treinamentos e reunies com as chefias para discussfes de

Calhoun identifica os agentes especificos de “stressitividades especificas.
para os profissionais da saude como relacionados a rea¢cdes Considerando-se que o niumero de acidentes no ano de
adversas a este, como: sobrecarga de trabalho, inseguran¢gz08@ foi relativo a apenas quatro meses, parece ter havido um
trabalho, inadequac¢édo das capacidades do individuo ao tip@denento neste nimero, mas este aumento pode ser devido
trabalho realizado, ambiglidade de papéis, ndo participacdo siagplesmente a um aumento no nimero de relatos de acidentes
decisGes ou planejamento, subaproveitamento das snaste periodo, provavel conseqiéncia de uma maior
capacidades, recursos inadequados, mudancas tecnolégomscientizacdo dos individuos decorrente do trabalho realizado
rapidas, sentimentos de imortalidade (exposi¢cdo continuadpedo grupo de biosseguranca local nos dois Ultimos anos.
morte), etc. O autor aponta ainda a carga horaria como umaAateriormente muitas vezes os acidentes deixavam de ser
principais fontes de “stress”. A maioria dos acidentes ocorridoslatados, fosse por descaso em relagcdo ao préprio risco; por
neste estudo ocorreu apés trés horas do inicio da jornadaetgsténcia a implantacao rigida das praticas de biosseguranca;
trabalho. A sobrecarga de atividades decorrente da faltaalepor desconhecimento e medo de reprimendas, principalmente
pessoal e o aumento do numero de exames (periodogqdendo o acidentado sabia ndo estar cumprindo os
epidemias) acarreta ansiedade e fadiga, podendo aumentar ageirtedimentos corretos por pressa ou outro motivo qualquer,
os riscos de acidentes. Uva e Fdridassificam os fatores de ou porque ndo estava usando os EPIs adequados. O trabalho
risco de origem profissional a que se encontram expostosdasconscientizacao baseado no principio “a importancia de cada
trabalhadores da salde, em quatro categorias conforme alguana seguranca de todos”, deve, aos poucos, ir substituindo
natureza: fisicos, quimicos, biolégicos e psico-sociais, sendas pessoas o medo e o descaso pelo sentimento de
gue nesta Ultima encontra-se o “stress” ocupacional devideesponsabilidade pelo seu préprio bem estar e da comunidade
natureza do trabalho realizado (no caso dos profissionaisateredor.
saude). A grande importancia dos fatores de natureza psico- Conclui-se, portanto, que é de fundamental importancia
social reside na sua invisibilidade. Costa Re@ssalta que a prevencdo de acidentes frente a situacBes de risco em
entre os fatores de risco inerentes as atividades desenvolvidasratério, e que a conscientizagcdo e responsabilidade na
pelos profissionais, h4 uma série de fragilidades, sejam ela®tiservacdo das normas de biosseguranca envolve os
origens estruturais, de recursos humanos, de capacitacaopmdissionais em todos os niveis. Todos os acidentes e
procedimentos operacionais ou politicos. incidentes devem ser documentados e avaliados visando a

O aumento do numero de acidentes ocorridos com identificacdo das causas e suas possiveis corre¢cdes. Devem
profissionais de nivel médio e basico, em 2001 a 2002, podeser elaborados em todos os laboratérios mapas de riscos
associado com a sobrecarga de trabalho (nos casos dlgjstivando reunir as informac¢des necessarias para estabelecer
epidemias de dengue); a falta de funcionarios, especialmeotdiagndstico da situacdo de seguranca e possibilitar, durante a
no setor de lavagem e esterilizacdo; e ao uso incorreteua elaboracdo, a troca e divulgagcéo de informacgBes entre 0s
incompleto de EPIs e EPCs. Cabe ressaltar ainda quérabalhadores, bem como estimular a participacdo destes nas
profissional da recepcdo de material tem maior contato catividades de preveng&oCada laboratorio devera desenvolver
diferentes tipos de amostras, pois recebe todo o material queadotar um manual que identifique os riscos e especifique as
chega para andlise e o distribui para as diversas areaspdiicas e procedimentos especificos para minimizar ou eliminar
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as exposicbes a estes perigos. A equipe, as praticasodsso adequado de equipamentos sdo medidas importantes para
seguranca e as técnicas laboratoriais deverdo sentrabalho seguro, mas por outro lado, sem a conscientizacéo
complementadas com um projeto apropriado das instalacdeoen mudanca de postura de cada funcionério, o esforco
das caracteristicas da arquitetura, do equipamento de seguramgpieles que trabalham pela biosseguranca esbarra em
e das praticas de gerenciamén@s programas educacionais aificuldades intransponiveis.
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Simdes, M. et al. - Individual and collective protection equipments (IPE and CPE) wearing in a health
public laboratory accidents from may 1998 to may 2B@®. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 105 - 109, 2003.

ABSTRACT. The Health National System and international organizations have given a special attention
to the health workers. The goal of this study is to evaluate 38 accidents from May 1998 to May 2002 in
public health laboratory, the relation with the IPEs and CPEs adequate uses or the incorrect uses by the
professionals and the influence of worked time when the accident happened. The data were obtained from
the accident registration organized by the biosafety staff and it was filled during the interview with the
injured. The accidents were classified in five groups according to their causes: - burn (by hot, cold and
acid); sharp instruments; biologic samples; samples transport and fire. Thirty eight accidents were
reported involving 30 workers: 7 (18,42%) in 1998 (May to December); 10 (26,32%) in 1999; 7 (18,42%) in
2000; 7 (18,42%) in 2001 and 7 (18,42%) in 2002 (January to May). The most frequent accident (37%)
occurred handling biologic samples, followed by sharp instruments (24%). The IPE had been used
incorrectly or incompletely during the 22 accidents. In biologic samples accidents, the causes were using
IPEs and CPEs to around incorrectly or in incompletely way. We conclude that training prevention is very
important in a laboratory routine. Moreover all the professionals in the laboratory need to be aware and
responsible with biosafety guidelines.

KEY WORDS. biosafety, laboratory, accidents, IPE , CPE
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RESUMO. Salmonellaspp € um dos patdgenos mais comumente relacionados com enfermidades
transmitidas por alimentos em humanos e €, freqiientemente, associada com o consumo de aves e produtos
derivados, no Brasil e no mundo. Este estudo foi conduzido para avaliar a contaminacao de carcacas de
frango resfriadas, comercializadas diretamente ao consumidor, no municipio de Bauru, S&o Paulo, Brasil.
No periodo de abril de 1996 a agosto de 1999, foram coletadas 102 amostras no comércio varejista para
pesquisa d&almonellaspp. Dessas, seis (5,9%) foram positivas Salenonellae, entre os sorotipos
isolados S. Enteritidis foi o mais freqlente com quatro (66,7%) isolamentos, seguido de um (16,7%)
isolamento d&.Ouakam e um (16,7%) @& Saintpaul. Apesar dos resultados terem demonstrado uma
porcentagem de contaminacdo menor do que a verificada em outras pesquisas, o0s resultados obtidos
paraS. Enteritidis sdo semelhantes ao de pesquisas recentes, reforcando a tendéncia deste sorotipo
configurar um problema de Saude Publica no municipio de Bauru, SP.

PALAVRAS-CHAVE. Salmonella carne de frango.

Endereco para correspondéncia:

* Mestre em Vigilancia Sanitaria e Méd. Vet. da Vig. Sanitaria da DIR-X-Bauru/SP
Rua Alexandre Neme, n° 1-73- Vila Pacifico- Bauru- SP- CEP: 17050-400

e- mail: daniel_matheus@uol.com.br

2 Prof. Doutor da FMVZ - UNESP — Botucatu — SP

3 Biologista Chefe do Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz — Bauru — SP
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INTRODUCAO Estado de Sé&o Paulo, e que surtos epidémicos e casos isolados
da doenca estdo ocorrendo ainda sem a devida notifiéacao
A obtencdo de proteina animal para alimentacdo é Na regido de Bauru, SP, foram registrados 4 surtos
caracterizada por uma intrincada rede de operac¢@es destinadammanos durante o periodo de fevereiro de 1995 a maio de 1996,
produzir, sacrificar, descarnar, distribuir, armazenar e prepaesavolvendo 195 pessoas no total. Em 3 destes surtos foram
para o consumo humano, a carne e as visceras de anigifadosS. Enteritidis e no outrds. Infantis. Os dados
domésticos, mamiferos ou ndo, sobretudo os bovinos, suiregEesentados pelo Sistema VETA nos anos de 1995, 1996 e 1997
ovinos e aves. Porém, alimentos de origem animal, especialmettefirmam a importancia daalmonellaspp como causadora
carnes, sdo uma das mais importantes fontes de muitas bactéeasirtos em nosso meio, demonstrando um elevado percentual
responsaveis por enfermidades transmitidas por alimeng&rgre as ocorréncias de destaque nesse pé&riodo
(ETAS). Microrganismos presentes nos animais vivos podem Em vista do exposto, o presente estudo
ser veiculados pelas carnes cruas apo6s o abate, podefodplanejado de forma a contribuir com a Saude Publica, no
persistir no produto final, se ndo forem aplicadas as boas pratisastido de fornecer dados concretos em relagdo as condi¢des
de produgéo por parte dos manipuladores ao longo da cadwinitarias da carne de frango comercializada no municipio de

de produca®. Bauru, SP, quanto & contaminac¢éo $atmonellaspp.
Durante o processamento de carcacas de frango, pode )
ocorrer a contaminagao do préprio ambiente, dos manipuladores MATERIAL E METODOS

e contaminagéo cruzada de outras aves contaminadas. O rapido Amostras
crescimento da industria avicola proporcionou uma fonte de  Entre abril de 1996 e agosto de 1999, foram analisadas
proteina rapidamente disponibilizada e de custo reduzido, mi#@? amostras de carcacgas de frango resfriadas, colhidas
também aumentou a taxa de infeccdo das avesaleatoriamente no comércio varejista de Bauru, SP .
conseglientemente a contaminacdo das caféagds Nos pontos de venda, procedeu-se a colheita da amostra
O géneroSalmonellacompreende duas espéci&s: de frango resfriado, inteiro, com embalagem original do
entericae S. bongori Essa duas espécies contém atualmendbatedouro de que era procedente, dotado de inspecéo sanitaria.
2501 sorotipos. A maioria das cepas isoladas do homem e Nasnaioria dos estabelecimentos visitados, encontrou-se apenas
animais domésticos pertencel.@&ntericaubespéciergericay uma marca de frango exposta a venda. Nos locais onde havia
gue sdo designadas como géngedmonellaem italico e a mais de uma marca de frango resfriado, colhia-se amostras de
primeira letra do sorotipo é escrita em mailus€ulastes cada uma delas.
organismos podem infectar uma enorme variedade de  As amostras foram colhidas conforme as “Normas de
hospedeiros (incluindo humanos) resultando, em algum@sleta de Amostras de Alimentos”, estabelecidas pelo Instituto
situacdes, em portadores e, em outras instancias, causafvdolfo Lutz - Laboratério Central de Sdo Pag¢ldevidamente
doenca3?* . identificadas. Em seguida, foram colocadas em caixas de material
Infec¢des de aves domésticas paimonellacostumam isotérmico, contendo blocos de gelo reciclavel e imediatamente
ser dispendiosas, tanto para a industria avicola como patdawadas ao Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz, em
sociedade como um todo. Os custos associados c®awuru, SP, onde foram realizados os ensaios de isolamento e
salmonelose em aves recaem em duas amplas categoriagletificacdo desalmonella
primeira se refere aos gastos associados com a doenca humana, Metodologia
causada pelo consumo de produtos avicolas contaminados. A metodologia empregada foi a recomendada pela
Em paises que possuem vigilancia e notificagdo de salmoneldseerican Public Health Associatitn com modificacdes
humana observa-se que a doenca é responsavel por incidéméatinentes relacionadas a substituicdo do caldo de pré-
anuais significativas e, conseqlientemente, gera um custo saamsiquecimento por agua peptonada 1% tamponada, introducéo
consideravél. A segunda categoria de custos associados calm meio de enriquecimento seletivo Rappaport- Vassiliadis e dos
salmonelose em aves envolve varias despesas decorrentesraass de isolamento Verde Brilhante (adicionado de Novobiocina)
infecgGes poSalmonellaem seus plantéfs'®. Além disso, a e Salmonella Shiguela Ap6s o pré- enriguecimento em agua
publicidade negativa gerada pela midia pode, também, afetaeptonada 1% tamponada (Merck, Darmstadt, Alemanha), 1 ml
demanda dos consumidores desses itens, prejudicandde@ada amostra foi semeado em 10 ml de caldo Selenito- Cistina
lucratividade dos produtorésg®. (Difco, Detroit, Estados Unidos) e de caldo Rappaport- Vassiliadis
Apesar de, no Brasil, existirem iniciativas no sentido d@xoid, Basingstoke, Inglaterra), os quais foram incubados por
elaboracdo de um sistema de informacdo sobre salmonel@ehoras a 42°C para enriquecimento seletivdedimonellaNa
s&o poucos os dados disponiveis. No Estado de S&o Paulseqiiéncia, esses meios foram semeados em placas de Agar
Sistema de Vigilancia de Enfermidades Transmitidas p8&almonellaShigella(Merck, Darmstadt, Alemanha) e Agar Verde
Alimentos - VETA, implantado em 1994, esté reforcando Rrilhante (Merck, Darmstadt, Alemanha), acrescentando- se
hip6tese da salmonelose ser um problema de Saude Public8,002% de novobiocina (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) no
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Agar Verde Brilhant® e incubando- as por 24 a 48 horas a 37°@mostras, pela metodologia empregada e também pelo pequeno
As colbnias suspeitas presentes nesses meios de isolameftoero de amostras analisadas.

foram submetidas a identificagdo bioquimica e confirmadas Estudos conduzidos em outros paises revelaram uma
sorologicamente com os soros polivalentes soméatico (O) e flagéferidéncia deSalmonellaem carnes de frango maior do que a
(H) (Probac, Sao Paulo, Brasil). As cepas confirmadas nesta fdstectada nesta pesquisa, como em Madrid, na Espanha, por
foram posteriormente encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz éderoyo e Arroyd, eno Reino Unido, por Plummer et?l.

S&o Paulo para identificagédo sorolégica completa. Ainda no Reino Unido, Jobstrestudou a incidéncia
deSalmonellaam 601 amostras de frangos, entre 1993 € 1994, e
RESULTADOS E DISCUSSAO concluiu que houve uma tendéncia de queda na contaminagéo

da carne de frango a partir de 1990, de 54% para 41% em frangos

Das 102 amostras de carcacgas de frango resfriadamgelados e de 41% para 33% em frangos resfriados. Esta
analisadas, 6 foram positivas pa&almonellaspp o que tendéncia de diminuicdo da contamina¢do poderia explicar o
corresponde a 5,9% das amostras. Degsé85,7%) foram menor grau de contaminagdo observado na presente pesquisa
identificadas com&.Enteritidis, 1 (16,7%) com®8.Ouakame 1 pois, os resultados aqui obtidos apresentaram valores menores
(16,7%) comds.Saintpaul Salmonell&Enteritidis foi o sorotipo  em comparacdo com pesquisas realizadas no inicio da década
mais isolado. de 90, em outras localidadeéd/esmo na Malasia, em pesquisa

Na ultima década, diversos paises tém relatado o aumemtocomércio varejista, Arumugaswamy et,atncontraram
no nimero de surtos ocasionados @rEnteritidis, contaminacdo poBalmonellaem 32% de 219 amostras de
constituindo-se na maior causa de surtos de ETAs nos Estaaloeentos crus, dos quais, uma grande propor¢ao era originaria
Unidos, Reino Unido e Europa Central, aceitando-se que edécarne e mitidos de frango.
em curso uma panderti& Podemos ainda aventar a hip6tese de que possa estar

Muitas pesquisas foram realizadas com o objetivo dewvendo uma melhora na qualidade microbiolégica dos frangos
isolar Salmonellade carcacas de frango resfriadasesfriados comercializados em Bauru, em virtude dos segmentos
comercializadas no varejo, tanto em estabelecimentos di cadeia alimentar do frango de corte estarem se adequando
segmento de supermercados, como também nasnormas sanitarias nacionais e internacionais em vigor. Estas
estabelecimentos de porte menor, como os agougues e caslquacdes estdo relacionadas ao monitoramento de
especializadas somente no comércio de aves e seus deriva8abnonelladesde a incubadora até o produto acabado, com a

Pesquisas d&almonellaem carcacas de frangos,implementacdo de estratégias minimas de controle de
realizadas nas décadas de 70 e 80 no Brasil, detectaram valSedmonellaexigidas atualmente pelo Coédigo de Defesa do
muito superiores aos encontrados no presente trd5&o Consumidor, Legislacdo Sanitaria Nacional e barreiras sanitarias
Observou-se nesses estudos, que o sor8tipoteritidis ndo internacionais para exportacao e importacao
era freqiiente nessa época, com os soro8pdgohimurium Os dois outros sorotipos identificados neste estudo,
S.Derby, S. Anatum S.Newport S.Give, S.Mbandaka €5. foram aS.Saintpaul &.0Ouakam. Entre 1950 e 1990, Taunay et
Bredeney, entre outros, sendo os mais freqiientes. Segualfé relataram a presenca 8eSaintpaul em 151 amostras de
esses autores, a maior ocorréncia dessa bactéria naquela épatarial clinico, e em 37 amostras de alimentos e animais. Nesse
pode ter sido devido a falta de condic¢des higiénicas e sanitariassmo periodo ndo constataram o isolameng@aakam.
satisfatérias nos estabelecimentos de abate pesquisados. A Lirio et al?®relatam a identificacdo de apenas uma amostra
implementacdo das boas praticas de producéo e utilizacdaddalimento contaminado pStSaintpaul entre 1992 e 1996 e
sistema HACCP- Andlise de Perigos e Pontos Criticos denhuma identificacdo &&Ouakam, em amostras de alimentos

Controle, contribuiu para melhorar esse quadro contaminados em Sao Paulo/SP.
No entanto, a partir de 1993verifica- se um aumento
na frequéncia de isolamento 8eEnteritidis em nosso meio, CONCLUSAO
corroborando o paradigma de GastTaunay et &, de que a Os resultados do presente trabalho confirmam que a

distribuicdo dos sorotipos dgalmonellaoriundos das aves presenca d8almonelleem carcacas de frango comercializadas

varia geograficamente e muda com o passar do tempo. Pesquisasiunicipio de Bauru, SP, constitui um fator de risco para a

realizadas em municipios brasileiros, em condi¢bes semelhas@éde publica e que & Enteritidis € o sorotipo de maior

as encontradas no municipio de Bauru, SP, também revelarancééncia no produto pesquisado.

prevaléncia do sorotip®.Enteritidis em carne de frantj®%22 Do ponto de vista de vigilancia sanitéria, os resultados
Vieira e Teixeir& em Pocos de Caldas, MG, por outradessa pesquisa apontam que é necessaria a implantacdo de

lado, ndo detectaram a presenc&adkenonellanas 36 amostras programas especificos para o controleSémonellapara

de carcacas de frango resfriadas, comercializadas no varejmimizar os fatores que contribuem para a multiplicacéo desta

entre janeiro e marco de 1996. Esta ndo deteccdo pode ter baltiéria e a implementacgéo de treinamento de pessoal em todos

devido a presenca de elevada populacdo competitiva nessasegmentos da cadeia produtiva.
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Matheus, D.P.; Rudge, A.C.; Gomes, S. M. M - OcurrenGabhonellaspp in chicken meat marketed in
Bauru, SP, BrazilRev. Inst. Adolfo Lutz,62(2): 111 - 115, 2003.

ABSTRACT. Salmonellaspp is responsible for most of the foodborne disease occurred worldwide, and

it is often associated with poultry and their products. This study has been conducted to evaluate the
contamination of chilled chicken carcasses in retail market, in Bauru, Sdo Paulo, Brazil. From April, 1996 to
August, 1999, one hundred and two samples were analysed for the presSat@ariellaspp. Six
samples (5.9%) were positive f8almonellaand among the isolateS,Enteritidis strain was the most
frequent (66.7%), followed by.Ouakam (16.7%) an8.Saintpaul (16.7%). Although results showed a
contamination rate smaller than that found in other researches, the greatest frequency of isdation for
Enteritidis showed a behavior that was similar to other recent studies, thus strengthening this serotype
trend to become a problem for Public Health in Bauru, SP, Brazil.

KEY WORDS. Salmonellachicken meat.
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Niveis de Arsénio total como indicador biolégico, na avaliacdo da
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Total Arsenic levels as a bioindicator in the evaluation of fish quality
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Mollerke, R. de O. et al.- Niveis de Arsénio total como indicador biolégico, na avaliagcao da qualidade do
pescado L(eporinus obtusidersPimelodus maculatyslo Lago Guaiba em Porto Alegre RS-Brdzdy.
Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 117 - 121, 2003.

RESUMO. Foram avaliadas, quanto a presenca de arsénio, 27 amositapatius obtusidens
(Valenciennes, 1847) “Piava” e 27 denelodus maculatuglLacepéde, 1803Pintado”, capturados no

Lago Guaiba, P.Alegre, RS. Os niveis de arsénio total foram determinados por espectrofotometria de
absorcao atébmica com gerador de hidretos. Os niveis encontrados estavam abaixo de 1,0 mg/kg, limite
tolerado pela legislagéo vigente no Brasil para peixes e seus produtos. A média encontrada nas Piavas foi
de 0,14 mg/kg e nos Pintados 0,14 mg/kg. Os resultados sugerem mais estudos de monitoramentos em
outras espécies de peixes do lago, para que os dados obtidos possam ser utilizados pelas autoridades de
preservacdo ambiental na prote¢@o da salde humana e qualidade dos alimentos.

PALAVRAS-CHAVE . arsénioLeporinus obtusidens, Pimelodus maculatizgo Guaiba, metais pesados,
pescado.
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INTRODUCAO altos, atingindo 80 pg/g. A ingestdo da dieta €, portanto,
O Lago Guaiba esta inserido na porc¢éo final de uma bagi@ndemente influenciada pela quantidade de frutos do mar
hidrografica que drena 30% da area do Estado do Rio Gramulgeridos®.
do Sul. Este lago encontra-se em frente a Porto Alegre e ao sul Ao arsénio é atribuida também atividade carcinogénica,
do Parque Estadual do Delta do Jacui, um arquipélago dees@belecendo-se associacdo epidemioldgica entre cancer de
ilhas originadas por depésitos de sedimentos carregados pelele, de figado e de pulmé&o e ingestéo prolongada de aguas de
rios que formam a Bacia. Possui area de 49.600 ha (496eKmabastecimento e vinhos contaminados ou contato ocupacional
tem bacia de acumulacdo de 4gua com capacidade de 1,5 billn@egroducéo de pesticidas e nas industrias produtoras de ligas
de m3 com extensdo de 50 Km e largura variando de 1 a 20 knetalicas
com uma profundidade média de 2'fn A Organizacdo Mundial da Saude diminuiu a IDA
Nesta bacia hidrografica estdo situados os nucleflagestdo Diéria Aceitavel) de 50mg/kg de peso corporeo para
industriais mais importantes do estado, concentrando d@img/kg com a recomendacdo de que mais trabalhos sejam
tercos da producédo industrial e, consequentemente, 70%efietuados para elucidar a natureza do composto arsenical que
populacdo dos maiores centros urbanos, incluindo a capitabrre nos alimentos, em particular, em alimentos marinhos, onde
Porto Alegre. O Guaiba €, portanto, o grande receptor dmsniveis sdo geralmente mais elevadas
efluentes produzidos na Regido Metropolitana e no nordeste A Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude estabeleceu
do estadbd. que os niveis maximos de contaminantes quimicos em alimentos
O Lago Guaiba representa importante manancial hidrimmm relacéo ao arsénio em peixes e produtos de peixe € de 1,0
tanto no aspecto social, como no biolégico. No primeiro casug/kd.
porque, além de proporcionar area de lazer, serve como principal No Brasil existem poucos dados quanto a sua presenca
fonte de abastecimento de agua para mais de um milh&ene alimentos de uma maneira geral e, sobre sua presenga em
trezentas e sessenta mil pes¥o&om referéncia ao aspectopeixes, muito pouco até 0 momento se encontra registrado.
biolégico, o Guaiba é um local de ocorréncias sazonais de algumas As espécies bioldgicas, pelo exposto, podem ser usadas
espécies de peixes provenientes do sul da Lagoa dos Patwmao sentinelas da existéncia da poluicdo arsenical a niveis
com 56 espécies residentes permanéhteSontiguamente perigosos.
associado ao complexo de ilhas que formam o delta do Jacui, 0 A piava é a espécie mais comercializada na cidade de
Guaiba abriga igualmente grande diversidade animal e vegelairto Alegre e o pintado a mais consumida pelos pescadores e
Menegat et &t e Torgan et & comprovam que os locais menossuas familias, sdo também as espécies mais abundantes do
contaminados deste lago ainda apresentam qualidade adeqliag® e a base econémica dos pescadores, pois além da venda
a preservacao dos organismos aquaticos. do peixe inteiro, sdo utilizados no fabrico de subprodutos, como
No Rio Grande do Sul, o consumo de pescado é de &Binha de peixe.
kg/hab/ano, bem aquém do preconizado pela’Fa©13,1 kg/ Além do fator econdmico a escolha destas espécies teve
hab/ano. Se, por hip6tese, o consumo fosse estimulado pavano base o habitat e os habitos alimentares; a Piava, peixe de
alcancar o recomendado pela FAO, a quantidade demandadeel tréfico baixo, vive no interior do lago e é herbivora
aumentaria para, aproximadamente, 78.000 toneladas de pescanigiianto o Pintado, de nivel tréfico elevado, é omnivoro,
ano somente no Rio Grande do Sul. alimentando-se nas margens e também no sedifnento
O problema da contaminagdo do meio ambiente por Levando-se em conta as consideragdes acima, este
metais pesados alcanga, hoje em dia, dimensdes mundiahalho teve por objetivo determinar quantitativamente a
sendo observado tanto nos paises desenvolvidos copmesenca de arsénio em duas espécies de peixes do Lago Guaiba,
naqueles em desenvolvimento, devido a expansdo industriavaliar os riscos para a populagdo consumidora deste pescado
Os peixes, por serem consumidores e pertenceremeadundamentar a¢f6es e politicas publicas de salde
nivel superior do ecossistema aquatico, acumulam poluentesbsequentes.
dai a sua grande importancia em testes de toxicidade e
contaminac6€s MATERIAL E METODOS
O arsénio, néo tem caracteristicas de essencialidade,
como a tem outros metais (zinco, cobre, manganés e cromo), Foram adquiridos, de pescadores artesanais do Lago
constituindo-se em objeto de preocupacdo dado a s@aaiba, durante os meses de junho de 2000 até setembro de
importancia toxicolégica. O efeito tdxico deste elemento depen2i@01, originarios de trés locais de captura no lago; no Delta, a
da forma em que ele se encontra. Os compostos organicosjsdante do Lago e no canal de navegacao, 27 amostras de piava
reconhecidamente menos toxicos que os inorgdfiieatestes (denominacao local)eporinus obtusider(¥alenciennes, 1847)
ultimo, os compostos trivalentes sdo os mais téXicos e 27 de pintado do Guaiba (denominacédo locate®dus
A maioria dos alimentos de origem terrestre contémaculatus(Lacépéde, 1803).
menos que 1ug de arsénio/g de peso seco; 0s niveis presentes Os peixes foram adquiridos frescos e levados ao
nesses alimentos de origem marinha séo substancialmente nadisratorio em caixas de isopor. As amostras (musculo) livre de
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gordura e tecido conjuntivo foram analisadas em triplicataalores de arsénio entre 5,85 mg/kg e 61,5 mg/kg em cinco
conforme Procedimento Operacional Padrdo EAA método 4@¥pécies de peixes capturados no Mar Adriatico. Todas as
012. O arsénio foi determinado quantitativamente ap@snostras apresentaram valores acima dos limites estabelecidos
mineralizacdo por via seca com nitrato de magnésio/acido nitripela legislacdo de varios paises e os autores consideraram a
dissolucdo da cinza com acido cloridrico e posterior diluicAd@riacdo dos resultados devido aos diferentes hébitos das
com agua destilada e deionizada (1:10). A arsina foi gerada petpécies, principalmente das que tem seu habitat proximo ao
técnica de hidretos no equipamento MHS - 10 Perkin - EImesedimento.
guantificada no espectrofotdmetro de absorcéo atdmica Perkin ~ No Brasil, Mantovani e Angelucdéideterminaram os
Elmer modelo 2380, utilizando-se lampada EDL especifica paeores de arsénio em sardinhas e atum “in natura”, em dois
arsénio, num comprimento de onda de 19%nm periodos de aquisi¢do das amostras, encontrando 1,53 e 1,58
A validacdo do método foi realizada conformeng/kg na sardinha inteira e 0,85 e 1,51 mg/kg no atum. Este
Procedimento Operacional Padrao; Validacdo de metodologtesbalho também mostra a contaminacgéo de espécies marinhas,
analiticas quantitativas por espectrofotometria de absorggiee apresentam niveis de contaminag¢do acima do limite
atbmica do MAPA/LARA/PORTO ALEGRE/RS - Secédo depermitido pela legislacdo brasileira, na maioria das amostras.
Andlise Fisico- Quimica — Setor de Espectrofotometria de Em 1983, Teixeira et&lanalisaram por colorimetria, no

Absorcao Atdmica entdo Rio Guaiba, vérias espécies de peixes com relacdo aos
O limite de deteccéo foi de 5 mg/kg e o limite deniveis de arsénio na musculatura e visceras, encontrando valores
quantificacdo de 10 mg/kg. que variaram de ND - 1,00 mg/kg e ND a 3,98 mg/kg,

Quanto a recuperacio a média dos valores testados paspectivamente. E interessante observar que, para as mesmas
20 repeticBes de figado foi de 102,55 %, o desvio padréo 8,08spécies analisadas no mesmo lago, a musculatura da Piava
o coeficiente de variacdo: 7,86. Para 16 repeticdes de rimmesentou valor médio de 0,90 mg/kg e a do Pintado 0,39 mg/
recuperacdo média foi 100,46 %, o desvio padrdo: 5,86 &g resultados mais elevados do que os do presente trabalho,

coeficiente de variacéo: 5,84. determinados por espectrofotometria. As metodologias

A curva padrdo de As foi linear de 5 a 40 mg/kg e diferentes empregadas poderiam justificar os resultados

coeficiente de correlacdo de 0,9908. encontrados, uma vez que métodos mais sofisticados
apresentam maior sensibilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO A contaminacgdo por arsénio também foi avaliada por

Os teores de arsénio total analisados nas piavas variafdelo et al® em polpa e filé de 7 espécies de pescado de dgua
de 0,01 a 0,38 mg/kg e a concentragdo média e o desvio padiéice, criados em tanques e alimentados com racdo (ndo
foram de 0,14+ 0,09 mg/kg respectivamente e nos pintadascluindo pintado e piava), em Pirassununga, SP. Os valores
variou de 0,03 a 0,56 mg/kg e a média e o desvio padrdo foranedeontrados, também por espectrofotometria de absorcéo
0,14 + 0,15mg/kg respectivamente. Nenhuma amostratémica, em filés variaram de 0,027 a 0,066 mg/kg, resultados
ultrapassou o limite tolerado pela legislacdo vigente no paisgles diferem aos encontrados para piava e pintado, 0,144 e 0,142
1,0 mg/kg para peixéN&o houve diferenca na média entre asig/kg, em média, respectivamente, no presente trabalho. As
duas espécies. Nas analises estatisticas utilizou-se o testeadgdcteristicas ambientais, alimentares e os habitos das
de Student. diferentes espécies analisadas poderiam explicar estas

Mufioz et a¥’, na Espanha determinaram arsénio totaldiferencas.
inorg&nico em espécies de peixes e em outros frutos do mar, Os resultados encontrados evidenciam a necessidade
onde o teor de arsénio total em 66% das amostras estawknmais trabalhos, monitorando outras espécies incluindo agua
acima do permitido pela legislacdo Espanhola, para arsénio toatakedimento, buscando mais dados que possam servir de
0 mesmo do Brasil para peixes e frutos do mar. subsidio para as autoridades locais encarregadas de preservar

Storelli e Marcotrigian, por sua vez, encontrarame vigiar o ambiente, a salde da populagdo e os alimentos.
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Mollerke, R. de O. et al.- Total Arsenic levels as a bioindicator in the evaluation of fish duegldyiiius
obtusidensind Pmelodus maculatysrom the Guaiba Lake, Porto Alegre, Rio Grande do Sul State, Brazil.
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ABSTRACT. Levels of arsenic were detected in 27 samplégpdrinus obtusiden®alenciennes, 1847)

and 27 samples ®®imelodus maculatugLacepéde, 1803) frorBuaiba Lake, Porto Alegre, RBhe
methodology utilized involved digestion with Mg/NGsolubilization with HCl and further dilution with
de-ionized water (1:10). Arsine detected by Atomic Absorption Spectrophotometer (MHS - 10 Perkin -
Elmer). Data obtained showed that the average levels fouRdnraculatug0,14 mg/kg) and irb.
obtusideng0,14 mg/kgwere under 1,0 mg/kg, the recommended limit by Brazilian authorities for fish and
fish products. Results suggest that more studies are necessary, monitoring other fish species, looking for
more data that can be used by local authorities, regarding environmental preservation, human health
protection and food quality.

KEY WORDS. arsenicleporinus obtusidens, Pimelodus maculaartiessfish, Guaiba Lake, heavy
metals.

REFERENCIAS 9. Hartz, S.M. et al. Alimentagdo da Piavagporinus
obtusidengCharaciformes, Anostomidaeo Lago Guaiba,
1. Brasil Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salde. Portarian Porto Alegre, Rio Grande do Sul, BrasiHesquisa
685 de 27 de agosto de 1998. Regulamento técnico. Agropecuéaria Galcha 6(1): 145-150, 2000.
Principios gerais para o estabelecimento de niveis méxinids IBGE.Censo demografico 200Ginopse preliminar. Brasilia:
de contaminantes quimicos em alimenfogrio Oficial 2001. Disponivel em < http:www.ibge.gov.br/ibge/
[da] Republica Federativa do Brasi] Poder Executivo, DF, estatistica/populcao/censo 2000/defaut.shtm>. Acesso 20
28 de agosto de 1998. n 165, p 28 e 29. Disponivel em http:/abr. 2001.
ww.anvisa.gov.br/legis/portaria/685_98.htm.Acesso em 1. Lawrence, J.F. et al. Identification of arsenobetaine and
jul.2001. arsenocholine in Canadian fish and shellfish by high-
2. Brasil Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento. performance liquid chromatography with atomic absorption
Andlise de Arsénico por Espectrofotometria de Absorgéo detection and confirmation by fast atom bombardment mass
Atémica — EAA Método n° 400/01Manual de Métodos de spectrometryd. Agric. Food Chem, 34(2): 315-319, 1986.
Andlise de Residuos Biolégicos em Produtos de Origeh2. Lucena, C.; Jardim, A.; Vidal, E. Ocorréncia, distribuicdo e
Animal. Brasilia DF: MAPA, 2001. abundancia da fauna de peixes da praia de Itapud, Viamao,
3. Brutto, L. F. GEcologia humana e etnoecologiaem processos RS, Brasil.Comunica¢c6es do Museu de Ciéncias e
participativos de manejo: o caso do Parque Estadual de Tecnologia da PUCRS7: 3-27, 1994,
Itapud, RS, e os pescadores artesanais. 2001, 1083.Lunde, G. Analysis of arsenic and selenic in marine raw
Dissertacdo. ( Mestrado em Ecologia e Recursos Naturais). materialsJ. Sci. Food Agric 21(5): 242 - 247, 1970.
Faculdade de Biologia, Universidade Federal de S&o Carl@4, Mantovani, D.M.B.; Angelucci, E. Avaliagdo do teor de

S&o Carlos. 2001. arsénico em atum e sardinBal. SBCTA, 26(1): 1-5, 1992.
4. Casarett, L.J.; Doull, Joxicologia: a ciéncia basica dos 15. Melo, L.F.C.; Morgano, M.A.; Mantovani, D.M.B. Avaliagdo
toxicos.Lisboa: McGraw-Hill , 2001. 864p. do teor de arsénio total em pescado de agua Reeelnst.

5. Comité da Bacia Hidrogréfica do Lago Guaiba. Qualidade da Adolfo Lutz, 58(2): 81-86, 1999.
agua no Lago Guaib@aderno de Informagfes nov., 2000. 16. Menegat, R. et ahtlas Ambiental de Porto Alegre Porto

6. Dias, E.R.A; Teixeira Filho, A.R. A utilizac&o de peixes como Alegre, Ed. da Universidade/UFRGS, 1998. 228p.
animais para experimentacétigiene Alimentar, 8(31): 14- 17. Mufioz, O. et alTotal and Inorganic Arsenic in Fresh and
16, 1994. Processed Fish Products.Agric. Food. Chem.A8: 4369-

7. FAOFao Yearbokk, Roma,1994. (FAO Fischeris Series, n.44). 4376, 2000.

8. Flanjak, J. Inorganic and organic arsenic in some commercl8l OMS Elementos trago na nutricdo e satude humanaSao
east Australian crustacedeFood Sci.333: 579 - 583, 1982. Paulo. ROCA. 1998. 297p.

120



Mollerke, R. de O. et al.- Niveis de Arsénio total como indicador biolégico, na avaliagdo da qualidade do phegpatdwg obtusidensPimelodus
maculatus) do Lago Guaiba em Porto Alegre RS-BraRiév. Inst. Adolfo Lutz, 62(2):117 - 121, 2003.

19. Storelli, M.M.; Marcotrigiano, G.O. Organic and inorgani@l. Torgan, L.C.; Becker, V.; Prates, H.M. Checklist das
arsenic and lead in fish from the South Adriatic Sea, Italy. diatomaceas (Bacillariophyceae) de ambientes de aguas
Food Add. Contam 17(9): 763-768, 2000. continentais e costeiros do Estado do Rio Grande do Sul.

20. Teixeira, AR et alinventéario e Classificag&o da Ictiofauna  |heringia, Série Botanica, 52: 89-144, 1999.
do Rio Guaiba. Pesquisa de Metais e Substancias Toxic%.United States. Departament of Agricultlifeod Safety and
Boletim do DMAE ., Porto Alegre, n.41, 84p., 1983. Trabalho Inspection {Washington}: Service Analytical Chemistry
apresentado no 12° Congresso Brasileiro de EngenhariaLaboratory Guidebook.1991. ASN Method 5.010.1991.
Sanitaria e Ambiental, Balneério Camboriu. 1983.

Recebido em 16/05/2002 ; Aprovado em 06/08/2003

121



122



Rev. Inst. Adolfo Lutz,
62(2): 123 - 130, 2003. ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE

Ocorréncia de ocratoxina A e aflatoxinas em arroz

Occurrence of ochratoxin A and aflatoxins in rice
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RESUMO. Conhecer as micotoxinas que possam ser encontradas no arroz, alimento basico da populagéo
brasileira, € importante para a satde publica. Aflatoxinas e ocratoxina A foram determinadas pelo método
de Soares e Rodriguez-Amaya acrescido de particdo para ciclohexano. Os testes de recuperacao foram
realizados em arroz polido e em arroz integral, artificialmente contaminados com aflaj¢ARE i com
ocratoxina A (OTA) e, com AFBe OTA juntas. RecuperacGes entre 93 e 104% e entre 87 a 103% foram
obtidas para AFBem arroz polido e em arroz integral, respectivamente. Para a OTA, as recuperagdes
estavam entre 80 e 105% para o arroz polido e entre 83 e 94% para o arroz integral. Os limites de quantificac&do
conseguidos para AEBAFB,, AFG e AFG, foram de 1, 1, 3 ejig/kg para o arroz polido, e de 3, 1, 4@®38

kg para arroz integral, respectivamente. Para a OTA foudég em arroz polido e de 1@/kg em arroz

integral. Foram analisadas 68 amostras de arroz e nao foi encontrada OTA em nenhuma détais. AFB
detectada em duas amostras de arroz polido tipo 1 (2,9%), com teores dg/Rge Bma das amostras
apresentou tracos de aflatoxinga B

PALAVRAS-CHAVE. aflatoxinas, ocratoxina A, arroz, cromatografia em camada delgada, micotoxinas
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INTRODUGCAO levantamentos realizados mostraram a baixa ocorréncia de
micotoxinas.

Certos fungos, freqlientemente encontrados em gréos, A ocorréncia de micotoxinas em arroz vem sendo relatada
tém a capacidade de produzir micotoxinas, que sdo metabdlipe$os pesquisadores de varios paisegs192022.23293Ng Brasil,
secundarios capazes de causar alterac¢des tdxicas, mutagénisaslatos sobre ocorréncia de aflatoxi@&3TA em arroz séo
teratogénicas ou carcinogénicas em animais e humanos. poucos e 0s niveis e a incidéncia sdo baixés

Com vistas ao conhecimento de micotoxinas em O objetivo deste trabalho foi adaptar a metodologia
alimentos, estudos visando aprimorar a metodologia para slescrita por Soares e Rodriguez-Antaypara a determinacao
detecc¢édo e quantificacéo séo sem duvida urgentes e necessat@aflatoxinas e ocratoxina A, simultaneamente, em arroz polido

Dentre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas,arroz integral e verificar a ocorréncia destas micotoxinas em
metabdlitos secundarios dos fungAspergillus flavus, amostras comerciais de arroz da regido de Araraquara.
Aspergillus parasiticus Aspergillus nomiusdo as que podem
causar maiores danos aos seres humanos e animais, pela sua MATERIAL e METODO
alta toxicidade e ampla ocorréncia, possuindo inclusive Material
propriedades carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas. As As amostras de arroz foram obtidas em supermercados,
principais aflatoxinas sao BAFB,), B,(AFB,), G, (AFG,)), G, mercados e armazens do municipio de Araraquara, Estado de
(AFG)), M, (AFM,) e M, (AFM,)*. Sao Paulo. Foram coletadas cerca de 200g de arroz provenientes

A toxicidade € maior para aflatoxing,Beguida pelas de unidades comerciais de 5 ou 2 kg, estas foram
AFG,, AFB, e AFG. A acao toxica verificada em animais éhomogeneizadas, moidas em liquidificador e passadas por uma
chamada de carcinoma hepatocelular, a qual é considerada cpemeirade 20 meshAs amostras moidas foram armazenadas
uma falha do figado, com destruicdo das célulgmra posterior contaminacdo com solu¢fes padrdo das
parenquimatosas e proliferac@o dos canais biliares. Em humamisotoxinas.

a acao toxica é crbnica, e tem sido correlacionada a incidéncia Foram analisadas 60 amostras de arroz polido (31 do
de cancer de figado em regifes com alta contaminac¢do fipo 1, 16 de tipo 2, 11 do tipo 1 parboilizado, uma de tipo 2

aflatoxina8. Segundo IARE, a aflatoxina B é considerada parboilizado e uma de cateto) e 8 amostras de arroz integral
carcinogénica para o homem. (uma do tipo 1, uma de tipo 2, cinco de parboilizado e uma de

Muitos alimentos tém apresentado contaminacdo poateto).
aflatoxinas, principalmente amendoim e derivados, milho, arroz,  As andlises para determinacéo de aflatoxinas e ocratoxina
feijdo, cevada, nozes e especiafigfs13222527:28,30 A foram realizadas em duplicata.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, através da Portaria
n° 183 de 21/03/1996, e o Ministério da Saude, através da  Método
Resolugdo RDC n° 274 da ANVISA de 15/10/2002, estabelecem,  Inicialmente, o método a ser utiliz&tli avaliado quanto
em alimentos para consumo humano, o limite deg?ky paraa alimpeza do extrato, taxas de recuperacdo para as micotoxinas e

somatoria das aflatoxinag BB, + G, + G,.*% estabelecido os limites de deteccdo e de quantificacdo para
A ocratoxina A (OTA), micotoxina produzida poramostras de arroz polido e de arroz integral.
Aspergillus ochraceug por Penicillium verrucosumé O método poCromatografia em Camada Delgada (CCD)

classificada pelo IARC como um agente possivelmentie Soares e Rodriguez-Am&eonsiste na extracao das toxinas
cancinogénico para o hom&mTem sido correlacionada com acom metanol-KCI 4% (9:1), remogao de interferentes com solugdo
Nefropatia Endémica dos Balcas (doenc¢a caracterizada persulfato de aménio 30% e particdo para cloroférmio. As
progressiva reducdo das funcbes rengiglevido ao teor micotoxinas foram quantificadas por comparacao visual da
elevado da toxina encontrado no sangue das pessoas igtensidade da fluorescéncia das amostras com padrfes sob
apresentam a doenca e nos alimentos consumidos nagqiletainacdo UV a 365 nm.
regido. A avaliagdo e o estudo da recuperacao do método foram
OTA tem sido detectada em varios alimentos, dentre elesalizados com amostras de arroz do tipo 1 e de integral. Elas
alguns que fazem parte do consumo alimentar diario do brasilefosam contaminadas artificialmente com AF&m OTA, com
como arroz, feijao, café, milho e trigé 29233 AFB, + OTA e com AFB+ AFB, + AFG, + AFG,. Cada ensaio foi
O arroz(Oryza sativd..), juntamente com o milho, é o realizado em dois ou trés niveis de contamina¢do com seis
segundo cereal mais produzido no mundo, estando atras apeepsticdes.
do trigo. O Brasil € um dos poucos paises ndo asiaticos no qual

0 arroz é cultivado e utilizado como género basico de consumo RESULTADOS E DISCUSSAO
alimentar, ocupando o décimo lugar em consumo mundial de
arrozs, Adequacao da metodologia

Embora a presenca de fungos produtores de micotoxinas O uso da solugéo de sulfato de aménio 30% para limpeza
em arroz tenhsido verificada por diversos pesquisadbfed das amostras foi mais efetivo que a solucdo de sulfato de cobre
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a 10%, embora este Ultimo seja propost@uatres e Rodriguez- foi redissolvido com duas aliquotas de 0,5 mL de tolueno e
Amaya&8para amostras de arroz. transferido quantitativamente para o cartucho de silica
Para separacdo das micotoxinas em camada delgad@MATERS), previamente condicionado com 10 mL de tolueno.
silica gel foi avaliado trés misturas de solventes: tolueno-acetAjeds lavagem da amostra com 10 mL de tolueno, a ocratoxina A
de etila-acido férmico (6:4:0,5); benzeno-metanol-acido acétiéa eluida com 10 mL de tolueno-4acido acético (9:1). Os extratos
(18:1:1) e tolueno-acetato de etila-acido formico (5:4:1), sendbtidos das amostras de arroz integral apresentavam-se com
esta Ultima aquela que conseguiu separar a OTA e as quatenos interferentes quando aplicados na CCD, entretanto, ndo
aflatoxinas simultaneamente. Entretanto, foi verificado fai possivel eluir da coluna a AEBComo nosso objetivo era
presenca de interferentes proximos a mancha do padrdoutliizar um método com extracéio simultanea de aflatoxinas e OTA
OTA, dificultando sua visualizagdo e quantificacdo. Para as arroz, tal procedimento foi descartado.
aflatoxinas tal problema ndo ocorreu. Outra tentativa foi melhorar a separacéo das micotoxinas
Utilizando o método de Soares e Rodriguez-Arffaya dos interferentes na prépria camada delgada de silica gel. Apés
limite de quantificacdo conseguido para ocratoxina A, para asplicacdo do extrata, placa era desenvolvida com outros
dois tipos de arroz, foi de i§/kg, valor maior que o citado solventes antes da separacao das micotoxinas. Foram testados
pelos autores. 0s procedimentos descritos por Di Paolo e Tespor
Soares e Rodriguez-Ama§abtiveram para ocratoxina Dawlatana et 4l As misturas avaliadas foram éter etilico-éter
A, em amostras de milho, farinha de mandioca, arroz e feijao, dm petroleo (3:1) e éter etilico-metanol (98:2), antes do
limite de detecg&o depiy/kg e um limite de quantificagio de 10desenvolvimento com a fase moével tolueno-acetato de etila-
pg/kg. Os autores definem limite de quantificacdo como sendoido férmico (5:4:1).
a menor concentracdo que pode ser confirmada e quantificada Apds a aplicacdo das amostras e padrdes (a 4 cm da
com reprodutibilidade e limite de deteccdo como o menor temase), a placa foi colocada de cabecga para baixo e desenvolvida
de um composto que pode ser detectada, mas ndo quantificada éter etilico-éter de petréleo (3:1). As micotoxinas
A legislacédo brasileira ndo estabelece limites maximgermaneciam no ponto de aplica¢do enquanto os interferentes
permitidos para OTA em alimentos, entretanto, os limiterriam com a fase movel. Em seguida era cortado cercade 3 cm
estabelecidos por outros paises como Franca, EUA e Dinamatagponta superior da placa de aluminio (onde estavam os
para cereais estdo na faixa degikg'?, valor menor que o limite interferentes), e esta era invertida e desenvolvida com tolueno-
por nés conseguido. Com o objetivo de eliminar os interferentesetato de etila-4cido formico (5:4:1) para a separacdo das
gue eluiam junto com a OTA, e baixar o limite de quantificag&micotoxinas. O mesmo procedimento foi realizado substituindo
foram testadosalguns procedimentos em amostraa mistura etilica por éter etilico-metanol (98:2). A mistura éter
artificialmente contaminadas com OTA e AFB etilico-éter de petrdleo (3:1) foi mais eficiente na limpeza das
A inclusdo da etapa de desengorduramento antesataostras do que éter etilico-metanol (98:2) na remocéo de
particdo para cloroférmio foi testada com hexano e ciclohexariaterferentes, permitindo uma boa visualizagdo das manchas
O uso do ciclohexano (100ml) foi melhor, proporcionou urapés a separacdo das micotoxinas na placa.
extrato mais limpo sem “strecking” para amostras de arroz polido.  Para cada procedimento de limpeza testado foi determinado
J& para o arroz integral ainda se observava o “strecking” rdsnite de quantificacdo para OTA. Pelos resultados apresentados
placas, embora de menor intensidade. (Tabela 1) verificamosque a inclusdo da etapa de
Uma vez que colunas de extra¢éo em fase soélida tém sitsengorduramento com ciclohexano foi efetiva em amostras de
utilizadas por alguns pesquisadores para a limpeza dos extratosz polido, diminuindo o limite de quantificacao papa/kg. Ja
na andlise de micotoxinfes’18 testou-se a limpeza emlgna de para o arroz integral, o uso de coluna de silica para limpeza conseguiu
silica para amostras de arroz polido e integral. As etapashdéxar o valor para Wg/kg, entretanto este procedimento ndo
extracdo, limpeza com solugéo de sulfato de ambnia e partip@omite quantificar as aflatoxinas simultaneamente. Com os demais
para cloroférmio foram mantidas. O extrato de cloroférmio seqwocedimentos o resultado foi ded@kg.

Tabela 1.Limites de quantificac&o obtidos para ocratoxina A com os diferentes procedimentos de limpeza.

Procedimentos Arroz polido | Arroz integral (1g/kg)
(Ha/kg)
Método SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA 13 13
Métodd® + desengorduramento com hexano 10 10
Métodd® + desengorduramento com ciclohexano 4 10
Métodd® + limpeza em coluna silica 7 7
Métodd®+ limpeza em CCD de silica 8 10
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Tabela 2.Limites de quantificacéo (LQ) e de deteccao (LD) obtido pelo método propostgikerpara as aflatoxinas e ocratoxina A.

Arroz polido Arroz integral
LD LQ LD LQ
Aflatoxina B, -* 1 2 3
Aflatoxina B, =¥ 1 =¥ 1
Aflatoxina G 2 3 4 4
Aflatoxina G -* 1 2 3
Ocratoxina A 3 4 9 10

* ndo foi determinado o limite de deteccéo.

Portanto a metodologia empregada foi extracao daslido foram artificialmente contaminadas com AR 10, 20
micotoxinas com metanol: KCI 4% (9:1, v/v), limpeza cone 30ug/kg), com OTA (7, 15, 20 e 3@/kg), com AFB + OTA
sulfato de amdnia 40%, desengorduramento co¢B0 + 30, 15+ 30, 30 + 1/kg) e com as quatro aflatoxinas (10,
ciclohexano, particdo para cloroférmio. A fase moével usa@®d e 30ug/kg da cada uma). As amostras de arroz integral
para CCD de silica foi tolueno-acetato de etila-acido formidoram artificialmente contaminadas com ARB, 10, 20 e 30
(5:4:1). ug/kg), com OTA (13, 15, 20 e 3@/kg), com AFB + OTA (30

Amostras de arroz polido e de arroz integral foram 30, 15 + 30, 30 + 1j5g/kg) e com as quatro aflatoxinas (10, 20
contaminadas com teores decrescentes de cada aflatoxe@Qug/kg da cada uma).
iniciando-se com Hug/kg, e analisadas pelo método Para AFB foram obtidos taxas médias de recuperagéo
estabelecido. Foi considerado como limite de quantificacdoda 93 a 104% e de 87 a 103% para arroz polido e integral,
menor concentragdo que pudesse ser quantificada corapectivamente. Em relacdo a OTA, os valores encontrados
seguranca, e como limite de deteccdo, a concentracdo fpram de 80 a 105% para arroz polido e de 83 a 94% para arroz
indicasse que havia a presenca da toxina, embora ndo faagegral (Tabela 3).
possivel quantifica-la. Segundo Rodriguez-Amaifadeve ser reconhecido que

Os limites de quantificagé@o encontrados para aflatoxinasanalito adicionado a um substrato ndo se comporta da mesma
em arroz polido foramlg/kg para AFB AFB, e AFG e 3uglkg  maneira que o endogeno. Recuperagdes de 70 a 120% sao
para AFGe, em arroz integral ig/kg para AFB, 3ug/kg para aceitas em analises de trac@g/kg), como € o caso da
AFB, e AFG e 4ug/kg para AFG(Tabela 2). determinacgdo de micotoxinas. Portanto, os valores obtidos das

Recuperagéo do método proposto recuperac¢des podem ser considerados bons, com coeficientes

A determinacdo das taxas de recuperacdo da variacdo dentro do esperado, tanto para aflatoxiea@no
metodologia proposta foi realizada com amostras de arnpara ocratoxina A (Tabela 3).

Tabela 3.Taxas de recuperagao de aflatoxipaefcratoxina A em arroz.

Aflatoxina By Ocratoxina A
Quantidade CV (%) Quantidade | Recuperacgdo (%) CV (%)
Produto adicionada Recuperagéo (%)* adicionada
(Lg/kg) (Lg/kg)
Arroz polido 3 93,3 0 7 79,8 15
Arroz polido 10 103,0 0 15 95,2 18
Arroz polido 20 104,1 13 20 87,4 12
Arroz polido 30 100,9 0,2 30 104,6
Arroz integral 6 86,7 0 13 83,1 3,3
Arroz integral 10 102,9 0 15 91,0
Arroz integral 20 98,3 11 20 93,6
Arroz integral 30 101,4 5 30 90,2 10

* valor médio de 6 determinacgfes
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Tabela 4.Taxas de recuperacéo de aflatoxina Bcratoxina A em arroz contaminado simultaneamente com as duas micotoxinas.

Aflatoxina B Ocratoxina A
Quantidade Recuperacéo Ccv Quantidade Recuperacéo cv
Produto adicionada (%) (%) adicionada (%) (%)
(ng/kg) (Hg/kg)
Arroz polido 30 114,3 0 30 89,2 29,2
Arroz polido 15 116,7 22,2 30 106,0 11,7
Arroz polido 30 102,9 18,6 15 90,9 0
Arroz integral 30 81,4 0 30 75,8 15,7
Arroz integral 15 96,1 3 30 108,2 0
Arroz integral 30 114,0 0 15 101,0 15,5

* valor médio de 6 determinagdes

A seguir estdo apresentadas as taxas de recupergodi@entagens de recuperacdo foram menores do que aguelas
obtidas para ocratoxina A e para aflatoxingBtas na mesma obtidas para a aflatoxing Bozinha (Tabela 3), principalmente
amostra (Tabelas 4). no nivel de contaminacdo de u§/kg. Para o arroz polido,

Embora as taxas de recuperacéo sejam satisfatoriastas taxas de recuperagédo podem ser também consideradas
um elevado coeficiente de variacao foi obtido para a aflatoxisatisfatérias, sendo a menor de 74,9% (para AFBuQ/KQ),

B, na presenca da ocratoxina A, tanto para arroz polideas os coeficientes de variagcdo foram bastante elevados,
guanto para o integral, em todos os niveis de contaminaghegando a 50,0% (AEBOpg/kg) (Tabela 5). Os dados obtidos
estudados. para amostras de arroz integral mostraram taxas de recuperacao

No caso da recuperacdo das aflatoxing8B G, e G,  de 61,1% para §10ug/kg) e coeficiente de variagéo de 22,5%.
juntas, tanto para o arroz polido quanto para o integral, @sbelab).

Tabela 5.Taxas de recuperacao de aflatoxing$ G, e G em arroz.

Arroz Arroz

Polido Integral
Aflatoxinas Quantidade Recuperacao Ccv Quantidade Recuperacao Cv

adicionada (%) (%) adicionada (%) (%)
(ug/kg) (ug/kg)

AFB; 10 90,3 23,9 10 76,1 17,6
AFB, 10 84,5 50,0 10 61,1 10,7
AFG, 10 74,9 29,4 10 72,6 22,5
AFG, 10 83,8 28,8 10 72,7 16,7
AFB, 20 108,1 20,0 20 88,0 3,8
AFB, 20 85,3 11,5 20 86,8 16,6
AFG, 20 92,9 10,0 20 89,6 0
AFG, 20 86,7 0 20 91,6 11,8
AFB; 30 93,9 8,7 30 98,6 7,7
AFB, 30 87,5 51 30 97,8 8,9
AFG, 30 84,4 16,0 30 101,2 4,6
AFG, 30 90,8 16,0 30 97,1 0,3

* valor médio de 6 determinagOes
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Ocorréncia de Aflatoxinas e Ocratoxina A CONCLUSOES

Cada uma das 68 amostras de arroz foi analisada em A metodologia empregada foi considerada adequada,
duplicata segundo a metolodogia estabelecida. Do total téeado apresentado boa recuperacdo e limites de deteccao
amostras 70,6% eram de amostras arroz polido, 17,6% de agatisfatorios para amostras artificialmente contaminadas com
parboilizado e 11,8% de arroz integral. Duas amostras (2,9%a micotoxinas, isoladamente. A adicdo da etapa de
total) apresentaram contaminacao por aflatoxinas. Urmdasengorduramento com ciclohexano foi necessaria para
apresentou Ag/kg de aflatoxina Be tragos de aflatoxina,® a  diminuicdo do limite de quantificagdo da ocratoxina A.
outra apresentou fig/kg de aflatoxina B As amostras A ocorréncia de aflatoxinas foi muito pequena nas
contaminadas eram de arroz polido, tipo 1, longo fino. Nao fainostras de arroz analisadas. De um total de 68 amostras apenas
verificada a presenca de ocratoxina A em nenhuma das amosttass continham aflatoxinas 8 e 9ug/kg) e tracos de aflatoxina
analisadas. B,. N&o foi verificada a ocorréncia de ocratoxina A em nenhuma

Outros trabalhos também mostraram a pouca ocorréndies amostras analisadas.

e 0s baixos niveis de contaminacao por aflatoxinas e ocratoxina

A em amostras de arfdZ® O mesmo vem sendo constatado AGRADECIMENTOS

por pesquisadores brasileifés!®2 Os autores agradecem ao PADC/FCF — UNESP, pelo
apoio financeiro, e a FAPESP, pela bolsa de Iniciacao Cientifica
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SimionaTo, E. M. R. S.; ATRAY, R. M.; SLos, C. M. de - Occurrence of ochratoxin A and aflatoxins in rice.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 123 - 130, 2003.

ABSTRACT. Rice is a basic food for Brazilian people and thus, it is very important to have information
about the occurrence of mycotoxins in this cereal. Aflatoxins and ochratoxin A were determined at the
method of Soares and Rodriguez-Amaya (1989) added of ciclohexane partition in the cleaning of the
extract. The recovery tests were carried out in samples of polished rice and brown rice artificially
contaminated with aflatoxin BAFB,), with ochratoxin A (OTA) and with AFRogether. Recovery obtained

for AFB,, varied from 94 to 104% for polished rice and 87 to 103% for brown rice. For OTA the recovery
found were between 80 and 105% for polished rice and 83 to 94% for brown rice. The quantification limits
were also evaluated and for the aflatoxinsg3 G, and Gwere 1, 1, 3 and{lg/kg for the polished rice and

3,1, 4 and Pg/kg for brown rice, respectively. The quantification limit of the method for OTA wag 4

kg for polished rice and 1j0y/kg for brown rice. Sixty-eight rice samples were analyzed. OTA was not
found in any of the analyzed samples. AR@s detected in two polished rice samples: type 1 with 9 and

6 ug/kg and aflatoxin Btraces was found in one sample.

KEY-WORDS. aflatoxins, ochratoxin A, rice, thin layer chromatography, mycotoxins.
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RESUMO. A ingestdo de acidos graxos saturados pode trazer riscos a salde. Evidéncias cientificas
mostram que a ingestdo de 4cidos gravanss produz efeito similar aos acidos saturados, entretanto, a
legislacdo brasileira atual exige apenas a declaragédo do teor dos &cidos saturados na rotulagem dos
alimentos embalados. Diversos alimentos s&o elaborados empregando gordura vegetal hidrogenada rica
em acidos graxogans, como por exemplo os biscoitos, consumidos principalmente por criangas e
adolescentes O objetivo deste trabalho foi comparar os teores de acidos graxos saturados e de 4cidos
graxostrans em amostras de biscoitos, e fornecer subsidios que auxiliem as autoridades brasileiras na
elaboragdo de novas legislagfes. Foram analisadas 26 amostras de biscoitos de 6 marcas e 4 tipos diferentes:
recheados, wafer, salgados diversos e doces diversos. A composicao de acidos graxos da gordura extraida
dos biscoitos (Soxhlet) foi determinada por cromatografia em fase gasosa. Os teores dos &cidos saturados
etransforam similares na maioria das amostras, representando porcentagem consideravel do contetdo de
lipidios. Os resultados obtidos trazem subsidios para a reformulacéo da legislagdo em vigor, exigindo a
declaracao de &cidos graxtians na rotulagem de biscoitos, e de outros produtos com altos teores
destes acidos, face as implica¢des a saide humana.

PALAVRAS-CHAVE. éacidos graxos; &cidos graxosns biscoitos; legislacéo brasileira.
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INTRODUGCAO. entretanto, estudos demonstram que a ingestao de altos niveis
de &cidos graxdasanspromove um aumento mais significativo
Os 6leos e gorduras sdo componentes essenciais pana eazdo LDL/HDL-colesterol do que a ingestao de &cidos graxos
dieta humana. Desempenham diferentes papéis no organisawmrados, e, conseqientemente, um efeito adverso a saude
humano, isto €, como reserva de energia, de fosfolipidios erdais acentuado
esterdis; contém &cidos graxos essenciais, que ndo sdo Os &cidos graxosanssdo absorvidos e transportados
produzidos pelos mamiferos, mas precisam estar presenteg@aaneira semelhante aos outros acidos graxos dd-#i&ta
dieta; auxiliam no transporte e absorcdo das vitamin&studos em animais e em humanos indicam que os teores de
lipossoluveis A, D, E, e K, pelo intestino, bem como, confereétidos graxograns no tecido adiposo refletem o contetudo
sabor ao alimentoAs gorduras, tanto de origem animal comaestes acidos na alimentaé%& Seppanem-Laakso et al
vegetal, sdo constituidas por acidos graxos saturadodesnostraram que os acidos graxos elaidit@rms-vacénico
insaturados (mono e polinsaturadas) (C18:1 n-9 e n-7) sdo rapidamente incorporados nos fosfolipidios
Diversos estudos, realizados tanto em animais de plasma e sdo bons indicadores do aumento ou diminuicdo
experimentacdo como em seres humanos, tém demonstrdds acidos graxogsans com a substituicdo das gorduras na
gue a presenca na dieta de acidos graxos saturados aumgieta®.
os niveis de colesterol plasmético. Este efeito varia segundo Nos paises do ocidente, a gordura consumida
o tamanho da cadeia de acido graxo, quantidade de colestdiatiamente corresponde de 35 a 45 % da energia total da dieta
da dieta e niveis prévios de colesterol plasm®&tie&2° A (77-97g/dia) sendo que os acidos graxos saturados contribuem
maioria dos acidos graxos insaturados ocorre na naturezaoi cerca de 13,0 % (28,0 g/dia) ¢ragsentre 1,0— 2,5 % (2,2
configuracdo geométriaas; as enzimas envolvidas na sintesa 5,4 g/dia) desta energt&
dos acidos graxos sdo seletivas para esta configuracdo. A  Diversos produtos alimenticios sdo elaborados
alteracdo da estrutura dos &cidos graxos para a fmams& empregando como ingrediente gordura vegetal hidrogenada,
pode afetar varios processos fisiologicos, influindo na funcéica em &acidos graxogans como exemplo, os biscoitos,
e metabolismo dos acidos graxos, como por exemplo, na saasumidos principalmente por criangas e adolesééntes
incorporacdo nos fosfolipidios e sua transformacédo em O Cddigo de Defesa do Consumidor brasileiro, no seu
prostaglandinas e outros eicosanéitiés’ A introducgdo dos artigo 31, determina que os produtos ofertados a populacao
acidos graxodrans em quantidades consideraveis na dietdevem apresentar declara¢cdes corretas e objetivas a respeito
humana iniciou-se com a utilizacdo do processo die suas caracteristicas quanto a qualidade, quantidade,
hidrogenacao das gorduras. A hidrogenacéo parcial dos 6leomposicdo, entre outras, além dos riscos que oferecem a
vegetais polinsaturados, catalisada principalmente por Maude dos consumidotésA informacdo precisa sobre o
produz isomerizacao de algumas duplas ligacdes e migragc@mtetddo dos nutrientes, entre eles, os &cidos graxos
de outras resultando num aumento dos 4cidos gtexase saturados e 0s acidos graxmmsnos alimentos possibilita
gerando gorduras com ponto de fusdo mais alto, maioresconsumidor a escolha de uma alimentacao mais saudavel.
plasticidade e estabilidade oxidativa que os 6leos origidais A Resolucdo RDC 40/01 da ANVISA/MS que trata da
Os é&cidos graxofrans apresentam pelo menos uma dupl&otulagem Nutricional Obrigatéria de Alimentos e Bebidas
ligacdo na configurac&ocanse estéo presentes naturalmenteEmbalados, define gordura saturada como sendo os &cidos
em pequenas quantidades, na gordura do leite e em ougesxos sem duplas ligacbes. Esta exige que sejam declarados
gorduras de origem vegetal e anifi&l Entretanto, as no rétulo os teores de acidos graxos saturados, entretanto,
gorduras parcialmente hidrogenadas sdo as maiores fontée obriga a declaragdo dos teores de 4cidos gtexts
destes acidos, sendo encontradas em um grande nimeroma vez que estes nem sao citados nesta Reséiucéao
alimentos processados como margarinas e produtos R&alelamente, a Portaria n°® 27/98, da ANVISA/MS, a qual
panificacaé’. dispde sobre a informac&do Nutricional Complementar,
A configuracdo molecular mais estendida dos &cidaketermina que os acidos graxoeansdevem ser computados
graxostransconfere maior similaridade de estrutura com a do® calculo de gorduras saturadas (quando aplicavel); porém,
acidos graxos saturados do que com 0s isbmeros insaturagkts. Portaria € de carater opcional, ficando a critério das
na formecis. Os acidos graxdsanstém sido correlacionados empresas a declaracdo ou ndo desta infornfacao
com a etiologia de varias disfun¢cdes metabdlicas, como por O presente trabalho tem como objetivo comparar os
exemplo a inibicdo do metabolismo de acidos graxos essenciaizres de acidos graxos saturados e acidos gteauosem
influenciando o desenvolvimentos infafftiiEntretanto, o algumas amostras de biscoitos, e fornecer subsidios que
principal efeito & salde esté relacionado ao aumento das L@Lxiliem as autoridades brasileiras na elaboragdo de novas
colesterol no plasma, de forma semelhante aos acidos grargsslacdes que exijam a declaracdo dos teores de acidos graxos
saturados, e, portanto, ao aumento do risco das doengaas nas embalagens de produtos alimenticios, onde estes
cardiovascularé$ 7283133 Em termos nutricionais, maior sejam significativos e possam comprometer a salde dos
atencdo tem sido dada a ingestao dos acidos graxos saturactmsumidores.
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MATERIAL E METODOS predominantes nas gorduras vegetais parcialmente

1. Material hidrogenadas, inclusive nas comercializadas no Btasil

Vinte e seis amostras de biscoitos de seis fabricanteAteavés de uma andlise prévia por cromatografia em camada
guatro tipos diferentes foram analisadas, sendo: dez biscotieédgada com ion prata ou por cromatografia liquida de alta
recheados, quatro tipo wafer, sete salgados diversos (dgui@éncia é possivel fracionar os diversos isdmeros do &cido
sal, cream cracker, com fibras e gergelim, salgado tradicion@l@adecendico, entre eles wans’®* No presente trabalho
com cereais) e cinco doces diversos (tipo Maria, sabudio foi feito o isolamento prévio, pois estes isomérass
chocolate, amanteigado sabor banana e canela e amanteigddivam juntos, e estdo representados no cromatograma da
sabor leite). As amostras foram encaminhadas ao InstitlRmura 2 pelo pico que antecede o do acido oléico. O valor da
Adolfo Lutz para analises de orientacdo e controle visandomatéria dos isdbmeros € a informacao necessaria para atender

adequacéo da rotulagem. ao objetivo do trabalho.
Badolat§, em um estudo sobre os acidos grarass,
2.Métodos analisou 19 amostras de gorduras vegetais hidrogenadas e 14

A gordura das amostras de biscoitos foi extraida pette margarinas comercializadas no Brasil, além de 16 margarinas
método de Soxlhé&t Os acidos graxos dos 6leos foramimportadas; foi verificada uma variacédo entre 7,3 a 40,1 % de
transformados em ésteres metilicos de acidos graxos, seguimgfimerostrans do acido octadecendico (C18:1) nas gorduras
em linhas gerais, a metodologia IUPAC 2800s ésteres hidrogenadas e de 0 a 16,1 % nas margarinas comercializadas
metilicos de acidos graxos foram analisados em cromatdgrafoBrasil, sendo que estes resultados foram obtidos na anélise
gasoso marca Shimadzu, modelo GC-17A com detector d&s amostras em coluna CP-Sil 88, de 60 m, similar a empregada
ionizacdo de cham®*. Os compostos foram separados emo presente trabalho. Outros acidos grawass foram
coluna capilar de silica fundida CP-Sil 88 de 50 m, com didametacontrados em menor porcentagem. Quatro margarinas
interno de 0,25 mm e espessura do filme UAQ Foram comercializadas no Brasil apresentaram baixo teor de acidos
obedecidas as seguintes condi¢cBes de operacdo: temperatagostranse uma nao continha estes 4cidos. Badolato avaliou
programada da coluna 60 (2min), 15°C/min até 138C (1 este resultado como sendo uma sinalizacdo de que algumas
min); 3°C/min até 215 °C (5 min); temperatura do injetor: 220 industrias brasileiras tém adotado processos tecnologicos para
temperatura do detector: 2ZD; gas de arraste: hidrogénio,minimizar a formacao dos acidos graxas Somente duas
velocidade linear 22 mL/ min; razdo de divisdo da amostra 1:50nostras de margarinas importadas apresentaram acidos graxos
Os acidos graxos foram identificados através da compara¢éms, e em pequenas quantidades.
dos tempos de retencdo de padrdes puros de metil ésteres de Nos Ultimos anos, na Europa e nos Estados Unidos, os
acidos graxos com os componentes separados das amostragvais de acidos graxdsans tém sido reduzidos nas dietas,
quantificacéo foi feita por normalizacéo de area e a soma @ddsavés de medidas tecnoldgicas adequadas, que levam em
porcentagens multiplicadas pelos teores de lipidios e fatordensideracdo as recomendag¢des de diversas autoridades
conversao de Holladtl Este fator € empregado para convertegovernamentais. A FDA, agéncia responsavel pela protecao e
a gordura em acidos graxos. O fator empregado no trabalhogodmocdo da saude nos Estados Unidos (Food and Drug
0,956, pois a gordura obtida dos biscoitos provém de oleaddministration), vem discutido ha vérios anos a regulamentagéo

vegetais. da rotulagem nutricional dos alimentos quanto aos acidos
graxostrans. Em 1999 foi proposto que se expressasse na
RESULTADOS E DISCUSSAO rotulagem a quantidade de &cidos graxasse a porcentagem

A Tabela 1 apresenta os teores de lipidios, acidos graxtus Valor Diario de Referéncia (VDR) juntamente com a dos
saturados e acidos graxtvans da gordura das amostras deicidos graxos saturados. Entretanto, a partir desta proposta o
biscoitos analisadas. Na grande maioria das amostras (biscaditasituto de Medicina da Academia Nacional de Ciéncias (IOM/
salgados, doces e recheados) os teores de acidos gr&kAS) dos Estados Unidos elaborou um relatério detalhado
saturados e acidos graxoeansforam similares, independentesobre os acidos graxt®ns, o qual refor¢ca as evidéncias da
de fabricantes ou marcas, como é ilustrado na Figura 1. Todaei@relacdo positiva entre a ingestdo dos acidos gtexose
para as amostras do tipo wafer o teor de acidos graxos saturadodoencas cardiovasculares. Este documento também sugere
foi bem superior ao da totalidade das amostras (faixa a® limite de ingestdo toleravel de zero para os acidos graxos
variacdo: 7,3 — 14,9%). trans o qual é impraticavel uma vez que estes estédo presentes

O valor médio obtido para os teores de &cidos graxoaturalmente nas dietas. Desta forma, o relatorio recomenda
transnesta categoria de alimento foi de 3 + 1 g/100g da amostyae o consumo daqueles acidos seja 0 menor possivel numa
enquanto que o de &cidos saturados foi de 6 + 3 g/100gdieta nutricionalmente adequada. Considerando as informacdes
amostra. Os acidos graxtoanspredominantes foram do &cidoe conclus@es deste relatério, a FDA pretende publicar em 2003
octadecendico (C18:1), cujos os valores médios coincidem cama resolugéo exigindo a declaragdo do conteudo dos acidos
as médias do total de &cidwans encontrados nos biscoitosgraxostransno quadro da informagéo nutricional, logo abaixo
(3+1 g/100g da amostra). Estes isboméarsssdo também os da declaracéo da gordura saturada, similar as gorduras mono e
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Tabela 1.Composicéo de lipidios, acidos graxos saturados e acidos gan®sm amostras de biscoitos.
2 Trans (C18:2T + (Sat +

Ano Tipo Lipidios Sa/tij(r)%das isdmeros C18:1T C18:3T) Trang
(g/200g9) 9199 (g/100g) (g/100g) (9/2009) (g/100g)

2001 Biscoito Agua e Sal 12,49 2,82 3,02 2,70 0,32 5,84
2001 Biscoito cream cracker 9,40 2,16 2,56 2,29 0,27 4,72
2002 Biscoito cream cracker 17,08 4,21 2,53 2,32 0,21 6,74
2001 Biscoito salgado com fibras e gergelim 11,66 2,32 2,06 1,63 0,43 4,38
2002 Biscoito salgado 11,33 3,18 1,79 1,42 0,37 4,97
2001 Biscoito salgado tradicional 18,36 3,77 4,40 3,53 0,87 8,17
2001 Biscoito salgado com cereais 18,61 4,18 4,28 3,74 0,54 8,46
2001  wafer sabor chocolate com recheio sabor coco 27,86 14,93 3,40 3,26 0,14 18,33
2001 Wafer sabor chocolate com recheio sabor

chocolate branco 26,07 10,19 4,48 4,29 0,19 14,67
2001 Wafer com recheio sabor morango 26,78 7,30 0,55 5,31 2,13 7,85
2001 Wafer sabor chocolate com recheio sabor

chocolate branco 26,90 10,08 0,17 4,61 0,68 10,25
2001 Biscoito recheado sabor chocolate 18,33 4,07 3,95 3,72 0,23 8,02
2001 Biscoito recheado sabor morango 19,00 4,22 4,09 3,85 0,24 8,31
2001 Biscoito recheado sabor chocolate branco 16,67 3,83 4,60 4,27 0,33 8,43
2002 Biscoito recheado sabor chocolate 16,96 4,57 4,14 3,41 0,73 8,71
2002 Biscoito recheado tipo morango 16,66 7,62 2,31 2,10 0,21 9,93
2002 Biscoito recheado tipo flocos 17,90 7,96 2,46 2,23 0,23 10,42
2002 Biscoito recheado sabor morango 16,56 4,70 4,11 3,13 0,98 8,81
2002 Biscoito recheado sabor chocolate 16,37 6,93 2,28 2,07 0,21 9,21
2001 Biscoito recheado sabor morango 22,72 5,51 3,62 2,87 0,75 9,13
2002 Biscoito recheado sabor chocolate 10,21 2,61 1,84 1,37 0,47 4,45
2002 Biscoito tipo Maria 12,15 2,23 1,76 1,15 0,61 3,99
2001 Biscoito sabor chocolate 17,04 4,37 4,35 4,04 0,31 8,72
2001 Biscoito amanteigado sabor banana e canela 18,89 4,48 5,23 4,87 0,36 9,71
2001 Biscoito amanteigado sabor leite 18,30 4,51 4,81 4,42 0,39 9,32
2002 Rosca de nata 21,38 9,76 3,65 3,10 0,55 13,41

Média + Desvio-Padrao 1845 6 +3 3+l 3+l 0,50,4 943

polinsaturadas. No rodapé do quadro de informacéo nutriciogahu de saturacdo ou causar isomerizagdo em niveis
deverdo estar contidos 0s seguintes dizeres: “A ingestaositgnificativos. Possiveis alternativas seriam a otimizag&o dos
acidos graxofransdeve ser a menor possivél’ parametros de hidrogenac¢éo ou a elaboracdo de misturas de
Avaliando os resultados obtidos no presente trabalh@erduras sélidas e liquidas para atingir as caracteristicas
as implicagcOes a saude pela ingestédo dos acidos drargs funcionais desejad&s
deve-se considerar a reformulacéo da legislacéo brasileira em Outra implicacdo, decorrente da exigéncia legal de
vigor. Deve-se exigir a declaracdo dos teores destes acidoéiméacédo dos acidos graxasans, é a prevencdo de doencas
rotulagem dos alimentos que apresentam em sua composicaodiovasculares e do desenvolvimento de obesidade em
gorduras hidrogenadas em quantidades elevadas. A atcrd@ncas e adolescentes brasileiros.
legislacéo brasileira para gorduras modificadas n&o prevé limites
para os teores de &cidos graxtbans em gorduras CONCLUSOES
hidrogenadds. Os teores de acidos graxos saturadwoares isbmeros
A implantacdo de processamentos tecnolégicate acidos graxos foram similares na maioria das amostras de
adequadd?®, nas indistrias brasileiras, visando reduzir hiscoitos analisadas, independentemente do fabricante, marca
formacé&o dos acidos graxtrans,sera provavelmente umaou tipo.
conseqléncia direta da exigéncia legal da limitacdo destes  Os &cidos graxdsansrepresentaram uma porcentagem
acidos. O processo de interesterificacdo tem sido usaztmsideravel do conteudo total de lipidios dos biscoitos
para aumentar o ponto de fusdo das gorduras sem afetanalisados.
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Os resultados obtidos trazem subsidios para COMPARAGAO DE ACIDOS GRAXOS SATURADOS E ACIDOS
reformulacg&o da legislagéo em vigor, exigindo a declara¢éo GRAXOS TRANS EM BISCOITOS
. L OLipidios
rotulagem de biscoitos e outros produtos que contenham al B Stados

307

E Trans-isémeros

teores de acidos graxtrmns em sua formulacédo, face as
implicagBes a saude humana.

A limitacdo, através da legislacdo, dos teores de &cid
graxostrans em produtos elaborados com gordura
hidrogenadas incentivara a implantacdo de processamer
tecnoldgicos adequados nas industrias brasileiras, visar
reduzir a formacgéo daqueles acidos, e preservando a saud Sagados  Waffer  Recheados Docesdiversos
consumidor. dversos

20+
%
10+

TIPOS DE BISCOITOS

Figura 1. Comparacéo de &cidos graxos saturados e acidos grarss
em biscoitos

Componente Acido Graxo
]
1 Laurico C12:0
3 2 Miristico C14:0
3 Palmitico C16:0
7 4 Palmitoléico C16:1c 9
rans 5 Marg,énco C17:.0
1 6 Esyeanco C18:.0
brans 7 Acidos graxos C18:1t
8 Oléico C18:1c 9
9 Vacénico C18:1c11
10 Acidos graxos C18:2t
11 Linoléico Ci18:2c 9, 11
12 Araquidico C20:0 Acidos
13 Acidos graxos C18:3t
; 3 - 14 Linolénico C18:3¢ 9,11,15
16 15 Eicosendico C20:1c11
. 1 — 16 Behénico C22:0

Figura 2. Cromatograma de acidos graxos da gordura extraida de biscoitos.
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Aued-Pimentel, S. et al. Saturated fatty agiglsus trangatty acids in cookiesrev. Inst. Adolfo Lutz,
62(2): 131 - 137, 2003.

ABSTRACT. The ingestion of saturated fatty acids can eventually bring health risks. Scientific evidence
shows that the intake tfansisomerfatty acids creates a similar effect as the intake of saturated fatty
acids. Brazilian laws demand only to declare on the label the content of saturated fatty acids. Several
products are made by using hydrogenated vegetable fat, which is tiahsisomers fatty acids, for
example cookies, which are generally eaten by children and adolescents. The objective of this work was
to compare the contents of saturated fatty aciddrandisomer fatty acids in different cookie samples

and supply Brazilian authorities with information to implement laws. Twenty six samples were analyzed in
six different brands. The four types of cookies tested were: wafers, salty cookies, cream filled and several
sweet ones. The composition of fatty acids from the fat extracted of the cookies (Soxhlet) was determinated
by gas chromatography. The contents of saturatedrand isomer fatty acids were similar in most
samples, which showed a considerable percentage of the total lipids content. The results obtained will
bring subsidies to reformulate the Brazilian laws, which will then demand that the cortansafomer

fatty acids, should be included on the labels of the cookie packets, and of other products with high
content oftransisomer fatty acids, considering health implications.

KEY WORDS. fatty acidsfransisomer fatty acids, cookies, Brazilian legislation.
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In vitro vitotoxicity test as an alternative to
in vivo Draize test for the evaluation of cosmetic

Cruz, A. Sin vitro citotoxicity test as an alternative tan vivo Draize test for the evaluation of cosmetie Sdo Paulo — 2003.[Tese
de Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo]. Orientadora: Profa. Dra. Terezinha de .
Andreoli Pinto

The procedures described by Draize are the basis of bothserved parameter was cellular viability with the use of neutral
ocular and cutaneous irritation tests and have been adopted. The results obtained revealed that the agar diffusion test
internationally forin vivo evaluation of products and positive samples which presented up to degree 3 zone rate,
substances. However, they have been criticized for ethi¢hht is cellular death halo varying from 0,5 to 1,0cm from the
reasons, due to their cruelty towards animals. Thereforeamples, according to USP 25, didn’t provoke oculatr,
alternative methodologies are being studied to evaluate thigtaneous or oral mucosa irritation. The samples which
toxicity of products, which have contact with human beinggresented degree 4 zone also showed different degrees of
Thus, a comparative study was performed between oculacular and cutaneous irritation, except to two units of liquid
cutaneous and oral mucosa irritation tests using rabbits aswhp for children use which didn’t presémtvivo reactions,

in vitro tests through agar diffusion method and neutral readthough citotoxicity up to 10% concentration. This method
uptake method, both with the use of NCTC clone 929, FP8howed significant correlation with the ocular irritation test
IAL and SIRC cell lines. Lipsticks, makeup base, face powdernd also concerning the individual values of cornea and
blushes, eye shadows, mascara, pencils and eyeliners, as eatfjunctiva. As for the neutral red uptake test, it presented
as liquid soap for children and adult use were evaluated. Tignificant correlation in the ocular and cutaneous irritation
in vivotests and the cell lines used in the agar diffusion testst, what make it possible to infer that when the liquid soap
were chosen according to the place where the products aaenples present |Cabove 0,085% they won't cause ocular
used. Only the NCTC clone 929 linage was used in tland cutaneous irritations in rabbits. No relation was observed
evaluation of all the samples. From the 204 analyzed sampliestween the origin of the cell lines and the target tissue used
141 were evaluated through the cutaneous irritation test aindhein vivotest, having all the cellular lines shown significant
FPC-IAL lineage, 80 through the ocular irritation test and SIR€orrelation with the NCTC clone 929 line. According to the
lineage, and 78 through the oral mucosa irritation test addta, theén vitro methods are more sensitive and the diffusion
FPC-IAL lineage. Only the samples of liquid soap were alsmgar method, using the American Pharmacopeia graduation,
evaluated through the neutral red uptake method with tkkan be adopted as a screening procedure in the evaluation of
three cells lines. The samples submitted to itheitro  cosmetics. This is a result of its capacity of predicting irritation,
evaluation were analyzed in different concentrations and thdnat largely contributes for the reduction of animal using tests.

Available in the library of Conjunto das Quimicas da USP
and in the library of Instituto Adolfo Lutz
e-mail: aurcruz@ial.sp.gov.br
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Pesquisa de sitios de restricao enzimatica em segmento da
ORF K1do genoma de herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) em
isolados clinicos de Sao Paulo: relacdo com subtipos virais e
implantacdo da tecnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism Analyses) para determinar subtipos virais

Moreira, A. A. -Pesquisa de sitios de restricao enzimatica em segmentddRF K1do genoma de herpesvirus humano tipo 8
(HHV-8) em isolados clinicos de S&o Paulo: relagdo com subtipos virais e implantacéo da técnica de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism Analyses) para determinar subtipos viraisS&o Paulo; 2003.[ Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo]. Orientador: Profa. Dra. Adele Caterino de Araujo.

A epidemia da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) Haelll e Msel. Os resultados obtidos com a técnica de PCR-
fez aumentar a incidéncia de sarcoma de Kaposi (SK) em todRIELP (reacdo em cadeia de polimerase associada a anélise do
0s paises e 0 SK passou a ser considerado doenca definigotimorfismo de fragmentos de restricdo enzimatica) mostraram
de AIDS. Desde a descoberta de seu agente etiolégicogue de 48 espécimes brasileiros previamente classificados como
herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8), varios estudos vém sergkndo dos subtipos A, B e C por seqlienciamento génico, todos
realizados com o objetivo de caracterizar subtipos viraigram corretamente subtipados pela técnica de PCR-RFLP. Trés
presentes em todas as formas de SK: classica, endémaagstras (duas do subtipo A e uma do B) apresentaram mais um
iatrogénica e epidémica. Os sistemas rotineiramente usadositia de restricdo enzimatica além dos descritos como sendo os
subtipagem do HHV-8 tém usado o seqlienciamento de um gpredominantes. Mais recentemente, outras 27 amostras de 18
gue contém regides hipervariaveis e que codifica untasos de infec¢do por HHV-8 foram subtipadas pela PCR-RFLP.
glicoproteina de membrana vir@IRF KJ). O presente trabalho Houve deteccdo de oito isolados do subtipo A, sendo seis de
apresenta um sistema de subtipagem alternativo que se bagaimnte predominante, um de variante minoritaria conhecida e
na presenca de sitios de restricdo enzimatica em um pequemade nova variante viral. Dois casos de infec¢ao por HHV-8 do
segmento do ger@RF K1, regido hipervaridvel 1 (VR1) e quesubtipo B e sete do subtipo C também foram identificados.
permite discriminar subtipos virais. A andlise de 68 sequénci&snalmente, um provavel caso de infeccéo pelo subtipo E foi
50 que pertenciam a 36 pacientes com sarcoma de Kaparsiontrado em paciente com SK-AIDS disseminado, resistente
infectados e ndo infectados pelo HIV-1 de S&o Paulo e 1& guimioterapia. Na avaliacdo global, houve maior nimero de
protétipos dos subtipos A a E, mostraram mapas de restrigasos de infec¢do por HHV-8 dos subtipos A e C. Concluindo,
enzimatica caracteristicos dos principais subtipos virais descrittevido a alta sensibilidade e especificidade, baixo custo, rapidez
até o momento. Tomando como base apenas as enziraéacilidade de execucéo, a técnica de PCR-RFLP pode ser usada
disponiveis comercialmente, foram selecionadas cinco queese larga escala para estudos de epidemiologia molecular,
mostraram Gteis para a subtipagem de HHVa81, Nsil, Hinf  principalmente em paises em desenvolvimento.

Dissertagéo disponivel na Biblioteca
Digital de Teses e Disserta¢cfes da USP
Site: www.teses.usp.br
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Pesquisa de anticorpos dirigidos a antigenos de fase latente e litica
do herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8): prevaléncia em populactes
sob risco epidemiologico e em populacao sadia de Sao Paulo

Carbone, P. H. L. Pesquisa de anticorpos dirigidos a antigenos de fase latente e litica do herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8):
prevaléncia em populacdes sob risco epidemiolégico e em populagéo sadia de Sdo PaatmPaulo, 2003. [Dissertacao de
Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sd®@Reantatlor: Profa. Dra. Adele Caterino de Araujo

O presente trabalho teve como objetivo otimizar ensaibevando em consideracdo os resultados obtidos na IFI-LANA
sorolégicos para serem utilizados na pesquisa de anticorgosfirmados pelo WB-LANA e na IFI-Litico, foi possivel
dirigidos ao Herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) e com eleteterminar a prevaléncia de infec¢cdo HHV-8 no grupo de
explorar grupos de risco para adquirir, transmitir e desenvolyEcientes infectados pelo HIV/AIDS sem SK que foi de 19,3%,
doencarelacionada a esta infec¢éo, como o sarcoma de Kapenido detectados 4,8% de soros positivos para Ag LANA e
(SK). Tomando como base a literatura disponivel, as condic@6&% para Ag Litico. Neste grupo de pacientes, houve
do laboratério e a experiéncia profissional acumulada na Seg&sociacao estatisticamente significante entre sorologia HHV-
de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, forar8 positiva, sexo masculino e pratica homossexual. Baixas
selecionados e utilizados os ensaios de imunofluorescéngiavaléncias de anticorpos foram detectadas nos pacientes
indireta (IFl) e Western blot (WB) para a pesquisa diastitucionalizados com deficiéncia mental e/ou fisica (1,6%) e
anticorpos dirigidos a antigenos (Ag) de fase latente (LANAjos profissionais da area da satde (1,1%). Anticorpos dirigidos
e litica da infecg@o por HHV-8. Para a padronizagdo dos testeAg LANA foram encontrados em 0,6% e 0,95% dos casos, e
soroldgicos foram utilizadas amostras de soro de 44 pacierpesa Ag Liticos em 1,0% e 0,3% dos casos, respectivamente.
com SK e 21 controles sadios do Laboratério, e para o calc@s resultados obtidos mostram que Sao Paulo ndo é regido
de prevaléncia de infeccdo HHV-8 em diferentes populagcéesdémica desta infec¢cdo viral e que pacientes
de S&o Paulo, soros de 3 grupos de individud87 pacientes institucionalizados e profissionais da area da salude nao séo
infectados pelo HIV/AIDS sem SKe¢ 683 pacientes grupos de alto risco para adquirir e transmitir o HHV-8;
institucionalizados com deficiéncia mental e/ou fisicd36 nenhum caso de SK foi relatado neste grupo de individuos na
profissionais da &rea da saude, sadios. Foram empregadosaasiao da coleta das amostras de soro. Quanto ao grupo de
preparacdo das laminas de IFl e nas tiras de Wcientes infectados pelo HIV/AIDS sem SK, embora 19,3%
respectivamente, as células BCBL-1 latentemente infectadbdes tenham resultado sorologia HHV-8 positiva sendo a
pelo HHV-8 ou estimuladas com forbol éster e o antigeno vinalaioria para Ag de fase litica de replicacao viral, apenas 2%
bruto obtido de sobrenadante de lisado das mesmas célutlessenvolveram SK em estudo longitudinal de 5 anos. A
Os resultados obtidos na padronizacdo da IFI-LANAxplicacdo encontrada para o baixo nimero de casos de SK
mostraram baixa especificidade do ensaio devendo smsta populacdo de individuos foi a introducdo em 1994, de
acompanhado pelo teste confirmatério de WB-LANA. Paerapia anti-retroviral em Sao Paulo, que mudou o curso da
outro lado, a IFI-Litico se mostrou altamente sensivelirfeccdo HIV e das doencas a ela associadas. Enfim, foi
especifica, prescindindo do teste confirmatdrio de WB-Liticpossivel implantar ensaios soroldégicos de pesquisa de
Este ultimo, devido a complexidade de componentesiticorpos especificos, que juntos, apresentam alta
antigénicos aliado aos diferentes perfis de reatividade densibilidade e especificidade e que podem ser empregados
anticorpos encontrados em soros controle positivo e negatieomy levantamentos epidemiolégicos e no diagnéstico de
nao se mostrou Util para ser empregado no presente trabaihfeccdo HHV-8.

Dissertacéo disponivel na Biblioteca
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Evaluation of culture media in the primary isolation
and presumptive identification of yeasts from
different biological samples

Silva, J. OEvaluation of culture media in the primary isolation and presumptive identification of yeasts from different biological
samples .Jaboticabal; 2001Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP, Area de
Concentragdo em Microbiologia

In view of the increase in yeast infections, especiallflamentous fungi. The four media did not differ significantly in
polymicrobial ones, differential culture media have acquiretthe numbers of yeasts. Eighteen species belonging to the
increasing importance. The study evaluated the SabourageheraCandida, SaccharomycgSryptococcus, Trichosporon,
chloramphenicol, Biggy agar, Pagano Levin agar anRhodotorulaandHansenulavere detected. The API120C AUX
CHROMagar Candida media in terms of inhibition, isolationsystem correctly identified 92% of the species, although with
guantification and morphological characteristics of the yeastse need for additional tests in 16% of cases. CHROMagar
colonies; it also compared the classical identification with théandida e Biggy agar were complementary in the isolation of
API20C AUX system and it observed of yeast microbiota in thie different species and favored a greater recovery of
different biological samples. To this end, we used 223 biologigablymicrobial cultures. Pagano Levin agar isolated the smallest
samples, including feces, and vaginal, oral and anal mucosasgiety of species. CHROMagar Candida enabled the presuntive
contents from 86 patients presenting or not symptomislentification ofC. albicanspredominant species in the different
Sabouraud chloramphenicol agar was the least effective in #@nples. The results suggest that more than one culture medium
bacterial inhibition and favored a greater development of tishould be used for in adequate first isolation.

Available in library of Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal — UNESP
and in the library of Instituto Adolfo Lutz.
e-mail: jaquelineos@ ig.com.br
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Comparative study of urinary cytology in urine
and bladder washing samples, and between simple smear,
membrane filter and cytocentrifugation techniques

Sakai, Y. |Comparative study of urinary cytology in urine and bladder washing samples, and between simple smear, membrane
filter and cytocentrifugation techniques S&o Paulo; 2002.[ Tese de Doutorado - Escola Paulista de Medicina, Universidade
Federal de S&o Paulo].

To verify if there is any influence on bladderwashing samples obtained from patients with grade I, Il and
transitional cell carcinoma detection when biologic specimemd tumors were classified cytologicaly as positive,
are obtained, directly, from urine samples or bladder washingspectively, in 94,7%, 96,8% and 100% by membrane filter,
with variable volumes and analyzed by three differenia 93,6%, 94,3% and 97,6% by cytocentrifuge of 10 ml, in
procedures. Prospectively, ninety eight patients wité5,2%, 85,5% and 97,6% by simple smear of 10 ml, in 95,7%,
transitional cell carcinoma of bladder were evaluated f®&6,4% and 100% by cytocentrifuge of 100 ml and in 83,1%,
urinary cytology. Urine and bladder washing specimens we8d% and 100% by simple smear of 100 ml.
divided in 10 ml and 100 ml samples and they were processedmparative samples of urine and bladder washing. The mean
to obtain slides to be studied by cytocentrifuge, membrampesitivity in the urine were 37,6%, 82,4% and 88,4%, and in the
filter (Millipore) and simple smear techniques. They werbladder washing were 94,3%, 96,4% and 99,2%, in tumors grade
submitted to modified Papanicolaou staining and classifidd!l and 1ll, respectively. The oncotic cytology on bladder
as positive, suspicious and negative. The surgical specimeveashing samples was superior to urine samples cytology, and
were processed by standard histological techniques, aado cytocentrifuge or membrane filter over simple smear
the tumors graded according to the Ash system. Data weaeehnique in bladder washing or urine samples of grade | or Il
analyzed using Q Cochran’s test and McNemar teguymors. The increase of urine or bladder washing samples
considering type one error of < 5%. Urine samples obtainedlume, improved the positivity of cytology by simple smear
from patients with grades I, II, lll and IV tumors weretechnique for grade | or Il tumors, or by cytocentrifugation
classified cytologicaly as positive, respectively, in 25%technique for grade | tumor. In Grade Ill or IV tumors, the
79,9%, 95% and 85,4% by membrane filter, in 29,2%, 73,5%&chnique, the type or the volume of samples do not change
81,8% and 68,3% by cytocentrifuge of 10 ml, in 18%, 68,2%esults, except for simple smear of 10 ml of urine that was worse.
79,7% and 75,6% by simple smear of 10 ml, in 44,4%, 84,6%mong all the techniques, samples or volume, the best results
88,8% and 75,6% by cytocentrifuge of 100 ml and in 32%yere obtained with cytocentrifuge of 100 ml and the worst was
75,1%, 85,5% and 78% by simple smear of 100 ml. Bladdef simple smear of 10 ml.

Available in the library of Instituto Adolfo Lutz
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Avaliacao de uma unidade produtora
de alface [actuca sativd minimamente processada
visando a implementacé&o do sistema APPCC

Cruz ,A. G. da Avaliagdo de uma unidade produtora de alfacd fctuca sativaminimamente processada visando a implementacéo
do sistema APPCCRIio de Janeiro, 2002 [Dissertacdo de mestradiituto de Quimica — UFRJ]. Orientador®kria Cristina
Antun Maia e Sérgio Agostinho Cenci.

O consumo de vegetais minimamente processados vem sofrantiizando adornos na linha de processamento; matéria-prima e
aumento significativo por parte da populacéo brasileira devidgepduto final expostos por demasiado periodo fora da refrigeragéo;
tendéncia crescente de consumir alimentos industrializados cooaixas plasticas de armazenamento do produto final e da matéria-
atributo de produtos frescos. Entretanto, a auséncia de uma eggipaa fora dopallets;auséncia de monitoramento da temperatura,
de efetiva de morte microbiana no processo faz aumentacancentracdo e tempo de contato do sanificante durante o
preocupa¢do com relacdo a seguranca microbiologica degsexessamento; tempo de centrifugacdo do produto néo-
produtos. Com o objetivo de verificar a viabilidade daadronizado; inexisténcia de programas de controle de pragas e de
implementacé&o do sistema APPCC em uma linha de producagdiedimentos operacionais e instrugdes claras padronizando cada
alface minimamente processado, uma unidade produtoraatevidade do processo, assim como panilhas de controle
pequeno porte no Estado de Sdo Paulo foi avaliada, atravésssociados, normalmente escritos em um manual de BPF foram as
check-lists com relagdo aos Programas Pré-requisitos de Bgaincipais ndo-conformidades detectadas Auséncia de PPHOs
Préaticas Agricolas (BPA), Boas Préticas de Fabricacdo (BPHpem visualizadas tanto para BPA e BPF. A etapa de sanitizacao
Procedimentos Padrdo de Higienizacdo Operacional (PPHf@ppiciou a reducdo de um ciclo logaritmico fRsaudomonas sp
Andlises Microbiolégicas de bactérias mesdfilas (alface e ambiengsicotréficos (1910° UFC/g), reducdo do nimero mais provavel
psicréfilas, Pseudomonas spSalmonella sp e Bolores e de coliformes totais (de 26 para 18 NMP/g), mostrando-se entretanto
Leveduras(alfacefoliformes totais (alface, agua de irrigacao, aguaeficaz para os mesdfilos que permaneceram cétdRO/g ao

de processamento, equipamentos/utensili@&scherichia coli longo da linha de processamemto. Observou-se aumento de um
(alface, agua de irrigacdo e processamento, manipuladoresjcé logaritmico (1®para 18JUFC/g) para bolores e leveduras e
Sthapylococus aure@anipuladores) foram executada e Analisgsara Coliformes fecais com aumento de 11 para 15 NMP/g entre as
Fisicas (temperaturas dos tanques de lavagem e sanitizagéampas de sanitizagdo e produto firiédcherichia colifoi
camaras de armazenamento da matéria-prima e produto firgdgontrada no produto final. N&o foi detect8dbmonella sgm
visando identificar fontes de contamina¢cdo e crescimemenhuma das fases do processo. A agua de irrigacdo e de
microbiandongo da producéo agricola e da linha de processamemimcessamento apresentaram resultados <2 - >16 NMP/ml para
Controle e registros ineficazes de pesticidas e metais pesadosatiformes totais e fecais e auséncid&deoli. Os equipamentos/
agua de irrigacdo; monitorizacdo inadequada do processoutknsilios apresentaram 240- 2400 NMPjeana coliformes totais
compostagem; auséncia de procedimentos documentados depara coliformes fecaiS.aureusnostrou-se ausentdze coli.
higienizagdo de equipamentos/utensilios utilizados no cultivioj encontrada em dois manipuladores da se¢éo de empacotamento
colheita e transporte; inexisténcia de instala¢des sanitardwsproduto final. Bolores e leveduras e mesdéfilos foram detectados
adequadas; inexisténcia de programas de treinamento em higimmambiente de processamento em faixa de 28-168 UFC e 43-274
para o pessoal envolvido na colheita e auséncia de um profissidWaC/15 minutos, respectivamente. Temperaturas de 4,2@ 4,8
capacitado para gerenciar a aplicacdo de agrotéxicos e pesticidesn registrados para as camaras de armazenagem de matéria-
foram as principais ndo-conformidades detectadas na auditorigpdena e produto final, respectivamente e de’I®gara os tanques
BPA. Lay-out do processo inadequado expresso pela inexisténigalavagem e sanitizacdo. Os resultados mostram que a unidade
da separacao entre a area de recepcao da matéria-prima das dpnaaisitora ndo possui as condi¢cdes necessarias para a
areas; pisos dotados de superficie ndo-sanitéria; falhasimplementacdo do sistema APPCC, sendo necessérios
revestimento e pintura das paredes e tetos; ausénclillde aprimoramentos nos Programas Pré-Requisitos de BPA, BPF e
para resfriamento da agua de processo; presenca de funcion&Rs4O.

Tese disponivel na biblioteca do Instituto de Quimica da UFRJ
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Antigenic expression of LPS from brazilian
meningococcal strains, production of monoclonal
antibodies as subsidy to epidemiological studies

Belo, E. F. T Antigenic expression of LPS from brazilian meningococcal strains, production of monoclonal antibodies as
subsidy to epidemiological studiesS&o Paulo; 2002. [Dissertacdo de mestrado - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP
Area de Analises Clinicas. OrientadBrofa. Dra. Elizabeth Natal De Gaspari.

The profile of antigen expression among meningococci B:4:P1.16, B:4:NT and B:NT:NT were detectedNimeningitis
important for epidemiology surveillance and vaccin® serogroups. The strains C:2a:P1.2 and A:4,21:P1.9 were
development. To this end two new mouse monoclondbminant in the C and A serogroups respectively. FACS
antibodies (MAbs) have been produced agaheisseria analysis showed that the MAbs immunotypes recognized LPS
meningitidislipopolysaccharide (LPS). The MAbs wereimmunotypes on the surface ®&f.meningitidis The
reactive against outer membrane antigens and presémmunotype L, was strongly expressed in 90% of
bactericidal activity. They were tested against differerl.meningitidisB compared with 67% in serogroup C and 18%
meningococcal strains 118 strains of serogroup A, 66 straimsserogroup A, whereas &nd L, were weakly to moderatly

of serogroup C (1972 to 1974) and 293 strains of serogrougeBpressed by 7% and 15% in serogroup B and 3% serogroup
(1992) meningococci by Dot-ELISA. Our results demostratedl and was not expressed in serogroup C. The importance of
that the expression of LPS (immunotypes) inNmeeningitidis establishment a broad set of immunotypes antigens
Brazilian strains studied is heterogeneous. The prototypesracteristics of the prevalent strain during one epidemic is
and subtypes of B:4:P1.15, B:4:P1.9, B:4:P1.7, B:4:P1.1#nportant for vaccine preparation.

Apoio Financeiro: FAPESP Available in the library of
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Study of systemic immune response in mouse after
inoculation by differents immunization routes
with Escherichia coliO86:H34 strain alive or formalin-killed.

Oliveira, A. P. da S. Study of systemic immune response in mouse after inoculation by differents immunization routes with
Escherichia coli086:H34 strain alive or formalin-killed. S&o Paulo; 2001.[ Dissertacao de mestrado -Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - U.S.P]. Area de Analises Clinicas. OrientBdafa. Dra. Elizabeth Natal De Gaspari.

EnteropathogeniEscherichia colis one of the major ethiologic E. coliO86:H34 strain or formalin -killed O86:H34 and O127:H6
agents that causes infectious diarrhea both in infants andstrain intragastric and intramuscular immunizations routes .
adults individuals . EPEC infections are prevalent in countri@he specific antibodies of isotypes IgA, 1gG and IgM were
in development, mainly in low social-economic populations, ateterminated by means of ELISA and the course of the immune
those found in Brazil. The immune response to this infectionrissponse for important antigens that participate in the
still insufficiently known . The use of hew technologies in thpatogenicity mechanism of bacteria could be analysed . By
development of vaccines has been reinforced the importamoeans of reactivity profile on immunobloting, the specificity
of taking in account the natural route of infeccion of pathoged the antibodies present in obtained sera against whole cells
and use of it in investigation on immune response to loethe outer membrane complex of the bacteria were analysed .
elicited against a certain to infectious agent.The aim of thmmune response to proteins, like EspA, EspB, Tir, intimin,
present investigation was to study the immune response flagelin e BFP inimmunized mice , may have an important meaning
mice inoculated with dead or alive bacteria, by means of divelisethe elucidation of infection in this patogen. At the first time
immunization routes, using tlie coliO86:H34 strain and the a research using different routes of immunization with EPEC
E. coliO127:H6 prototype were employed for immunizatién . strains in mice has been conducted . This study allow to compare
coli strain belonging to 086:H34 sorotype,was isolated frormntigens fronk. colirecognized in natural or experimental human
faeces from infants with diarrhoea. The strains: E2348/69, E234@fection and consequentently these data may help in the
69 flic-, E2348/6tir, E2348/69 EscN-, CVD 20eaeA, UMD  elucidation of this complex mechanism of pathogenicity, and
872AEspA, UMD 874\EspB, UMD 87Q\EspD. were employed also to orientate the selection of peptides to be used in
. BALB/c mice were inoculated by intragastric route with alivpreparation of specific vaccines.
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Use of monoclonal antibodies in the selection of LPS
from the epidemic strain B:4:P1.15 of
Neisseria meningitidi: nasal immunization

Coutinho, L. M. C. C.Use of monoclonal antibodies in the selection of LPS from the epidemic strain B:4:P1.1%efisseria
meningitidisB: nasal immunization. Sao Paulo; 2002. [Dissertacao de mestrado-Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - U.S.P’
Area de Analises Clinicas. OrientadBrofa. Dra. Elizabeth Natal De Gaspari.

Meningococcal disease poses a serious public health probleeactivity against both the whole-cell bacteria and the OMC of
due to their characteristics of being highly epidemic, with the strains selected. In study of antibodies found four months
high mortality rate. This fact led many research centers to tuand one year after the immunization against the strains B:4:P1.9,
their efforts to the development of a vaccine agaiessseria B:4:NT, B:14:NT and C2a:P1.2 only the reactivity against the
meningitidisserogroup B. The vaccines available at the presemhole-cell suspension of the bacteria were analyzed. The results
time are directed to serogroups A, C, Y and W135. In order ¢ the ELISA test shows that IM immunized mice produced
obtain a safe vaccine, many of the antigens of the outigher levels of antibodies of the IgG isotype and the IN
membrane of the bacteria are being studied. Among timemunized ones produced higher levels of antibodies of the
components being studied for eventual use in a vaccine agaiggd and IgA isotypes, specific against whole-cells of
N. meningitidisB are the lipopolysaccharides (LPS).homologous and heterologous straindNoimeningitidis The
Lipopolysaccharides are complex macromolecules lipoproteamalysis of specificity through the Immunoblotting of the
which integrate the outer membrane of gram-negative bacte@datibodies found in the serum of the IM and IN immunized mice
It is interesting that many of the studies involving theseevealed that the response was directed mainly against the
molecules have shown adjuvant characteristics in the immupmoteins of classes 1, 2 and 5, and also against proteins 50, 65
response against meningitidiB. However, there is a problem and 70 kDa of the whole-cell suspension bacteria and the OMC
with these molecules, due to the toxic effects of the lipid Af strains B:4:P1:15 L3, 7/8, B:4:P1:151.3,7, %, B:4:P1.15
present in their structure. The present study had the aimld&and B:4:P1:15 L&. The specificity of antibodies of isotypes
evaluating the specificity and protective activity of the antibodidgG and IgA (obtained from the serum of intranasally immunized
induced in an animal model by the outer membrane compleMce) against strains B:4:P1.9, B:14NT, B:4:NT and C.2a.P1.2
(OMC) obtained from strains &f. meningitididB:4:P1.15. The revealed that the response was directed mainly against proteins
strains used for immunization of mice were selected througii molecular weight higher than 50 kDa. In the saliva of IN
colony-blot, using anti L3,7,9 and L8 monoclonal antibodiesmmunized mice the reaction of antibodies of the IgA isotype
for the highest and the lowest expression of the LPS whs also observed by ELISA and Immunoblotting. The response
immunotypes L3,7,9 and L8. First we selected the strains usiwgs directed against proteins of 28 kDa, 33 kDa and higher than
colony blots, then we performed the extraction of the OMC &0 kDa. When the antigen preparations obtained from the strains
the bacteria belonging to the selected strains (B:4:P1:15 L3 with the highest and lowest expressions of immunotypes L3,7,9
O, B:4:P1.15L3,7,¢,B:4:P1:15 L8 and B:4:P1:151L¢) and L8 were compared, no significant differences were found
followed by, the intranasal (IN) and intramuscular (IMpy ELISA. Immunoblotting analysis, however, showed
immunization of the BALB/c mice with the purified OMC. Thedifferences in the specificity of the response, particularly for
present study analyzed the reactivity of the antibodies (IgMeptides of high molecular mass. The titers obtained by the
IgG and IgA) found in the serum and in the saliva of mice whassay of bactericidal assay were higher for the mice IN
were immunized IN or IM, as well as the presence in the serammunized with strains selected for LPS L3, 7, 9 and L8. The
of antibodies with bactericidal activity. In the serum of the IMesults of antibodie’s specificity indicate that the selection of
immunized mice, antibodies found four months and one ydaPS may be important to elicit systemic as well as local muccosal
after immunization and with cross-reactivity against a wholeffective immune response, when used in an intranasal vaccine
cell suspension of heterologous strainsNofmeningitidis preparation. This work indicates the importance of selecting
bacteria (B:4:P1.9, B:4:NT, B:14:NT and C:2a:P1.2) were aldd®S immunotypes in order to obtain a meningococcal vaccine
tested. The analysis of the presence of antibodies in the sereapable of inducing a lasting immunity in people of all ages, in
(obtained 30 after immunization) and in the saliva showdibth the muccosal and the systemic modes of admission.
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Trichothecenes in corn: otimization and evaluation of gas
chromatography associated to mass spectrometry method and
survey in corn and corn-based products in S&o Paulo state

Milanez, T.V.Trichothecenes in corn: otimization and evaluation of gas chromatography associated to mass spectrometry method
and survey in corn and corn-based products in S&o Paulo statéampinas, 2003. [Tese de doutorado — Faculdade de Engenharia
de Alimentos — UNICAMP]

A great number of the fungal species, under specifinvestigation due to their worldwide occurrence. DAS, HT2
conditions, can produce toxic secondary metabolites knownasd T2 were included due to their high toxicity and their natural
mycotoxins. About 20 groups of such toxins are known todayccurrence in foods and feeds. In order to reach the objectives
but some have received special attention due to their toxicit§the present work, a gas chromatography/ mass spectrometry
and widespread natural occurrence: aflatoxins, zearalenomethod for simultaneous determination of these five
ochratoxin A, fumonisins and trichothecenes. Thé&ichothecenes was optimized and evaluated. After optimization
trichothecenes constitute a group of more than a hundrie method presented detection limits ranging from 20 to 60 ng/g
compounds characterized by the presence of the system 12f@BDON, from 10 to 40 ng/g for NIV, 20 to 120 ng/g for DAS, 20to
epoxy-trichotec-9-en in their structures. However, most of tH&0 for HT2 and from 20 to 100 ng/g for T2, varying according to
known trichothecenes have been isolated only in laboratattye tested matrices (dried corn, canned sweet corn, corn grits,
conditions. Just a few have been isolated and characterizedas flour, hominy sweet meal, corn meal and corn flakes).
natural contaminants. Among them, deoxynivalenol (DONgimilarly, the recoveries ranged from 83,0 to 113,0% for DON,
nivalenol (NIV), toxin T-2 (T2), diacetoxyscirpenol (DAS) and84,6 to 114,5% for NIV, 52,1 to 122,7% for DAS, 81,8 to 155,4%
less frequently the derivatives 3-acetyl-deoxynivalenol (3-Ader HT2 and 71,1 to 95,9% for T2. A survey was conducted in
DON), 15-acetyl-deoxynivalenol (15-Ac-DON), fusarenone Xamples of corn grown in Sdo Paulo state and also in corn-
(FX) and the toxin HT-2 (HT2). DON is the trichothecene mosiased products commercialized in the city of S&o Paulo. Eighty
frequently found in foods and feeds and it's also the less toxdamples of corn from two cooperatives located in the state of
of this family. Despite the fact that corn is one of the substrat88io Paulo were analysed. Eleven samples presented traces of
more susceptible to this type of contamination, there is litthlV and another sample had traces of DON. Besides that, five
information on the occurrence of trichothecenes in Brazilissamples showed levels of NIV ranging from 51 to 106 ng/g and
corn. Brazil ranks third in world production of corn, harvestingne of them was co-contaminated with 71 ng/g of DON. Seventy-
about 30 million tons annualy, and corn is a grain with greatght samples of corn-based products commercialized in Sdo
impact in Brazilian economy. These facts point to the need Raulo city were analyzed. Among these samples, only one sample
evaluate the extension and the type of trichothecemé&corn flour, presented DON and NIV. Another sample of corn
contamination in national corn. On the other hand, the similarigyits, had the toxins T2 an HT2 at the levels of 555ng/g and 767
of the trichothecene chemical structures requires the use ofgdg, respectively. The results of the two surveys during the
high resolution gas chromatographic method for their separatigears 2000 to 2002, indicated a low occurrence of trichothecenes,
The differing toxicities for the members of this group of toxinand as a consequence a low risk for the consumers. Due to the
requires, by their turn, that the identity of each toxin beell known variability in mycotoxins contamination of foods
confirmed by a system capable of great degree of reliabilifsom year to year, only after several years of surveyng corn
such as mass spectrometry. The present work aimedpdanted in the state of Sdo Paulo and corn products
evaluating the occurrence of trichothecenes in corn plantedciommercialized in the city of S&o Paulo, it will be possible to
the state of S&o Paulo and in corn products commercializecheve a complete picture of the contamination of trichothecenes
the city of S&o Paulo. DON and NIV were chosen for this corn and corn products.
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Determinacgédo de colesterol em ovos: comparagéo entre um método enzimatico e um método por cromatografia liquida de «
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