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Morais, V. A. D. et al. - Avaliagcdo microbiol6gica de amostras de refrigerantes comercializadas no Estado
de Minas Geraiskev. Inst. Adolfo Lutz,62(1): 1-4,2003

RESUMO. Com o objetivo de avaliar as condi¢des higi€nicas dos refrigerantes, foram analisadas 100
amostras de diferentes marcas, nos sabores de cola, guarana e frutas. As amostras, em embalagens Pet 2
litros, foram coletadas aleatoriamente no periodo de mar¢o a novembro de 2000, em estabelecimentos
comerciais, pela Vigilancia Sanitaria do Estado (VISA/MG). Foram utilizadas duas metodologias distintas
para enumeracéao de fungos viaveis em bebidas e Numero Mais Provavel para bactérias do grupo Coliforme
(APHA,1992). A primeira técnica utilizada para enumeracéo de fungos foi a do espalhamento em superficie,
em placas contendo o meio Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), e a segunda, a técnica de
membrana filtrante, empregando dois meios: M-Green Yeast and Mold e o meio DRBC. 13% das amostras
foram condenadas como produtos em condi¢8es higiénicas insatisfatorias por apresentarem contagens de
bolores e leveduras superiores a 20UFC/mL (Portaria 451/97 do MS/SVS - item XlI, inciso a). Destas,
46,2% apresentaram leveduras, 30,8% leveduras e fungos filamentosos, e 23% fungos filamentosos. Nao
foram detectadas bactérias do grupo coliforme (auséncia em 50 mL da amostra). Das amostras condenadas,
92,3% eram provenientes de inddstrias classificadas como ruins ou precérias de acordo com suas instalagées.

PALAVRAS—-CHAVE . Refrigerantes; bolores; leveduras e coliformes

!Fundacao Ezequiel Dias — Nicleo de Micologia e Micotoxinas — IOM

2Bolsista do CNPg — Nucleo de Micologia e Micotoxinas - IOM

SFundagdo Ezequiel Dias Laboratério de Microbiologia — IOM

"Enderego para correspondéncia: Rua Conde Pereira Carneiro, 80. Gameleira, Belo Horizonte — Minas Gerais. CEP: 36510XX0(31&3019462.
Fax 0 XX (31) 33719553 - e-mail: vam@funed.mg.gov.br

APOIO FINANCEIRO : Ministerio da Saude/ANVISA.
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INTRODUCAO e uva), 43% de guarana e 11% de cola. As andlises foram
efetuadas em trés repeticoes.
Refrigerantes sdo bebidas nédo alcodlicas, consumidas As industrias produtoras de refrigerantes foram

mundialmente por milhes de pessoas, produzidas com agilassificadas, como: A= boa, B=regular, C=ruim, D= precéria.
agucar, suco natural ou extrato vegetal, corante, acidularista classificacéo foi feita de acordo com os aspectos gerais de
antioxidante, aromatizante, conservador e gas carbbnico. suas instalacfes, qualidade da 4gua e da matéria prima, area de

Considerados alimentos de alta atividade de agua (amanipulagéo, equipamentos e utensilios. As visitas as industrias
0,90) e alta acidez (pH<3,7) os refrigerantes sdo passiveialam realizadas no decorrer do estudo.
contaminacgao por bolores (fungos filamentosos), leveduras
(fungos unicelulare8g coliformes 2. Metodologia

Os fungos constituem um grande e diversificado grupo
de microrganismos composto por milhares de espécies dué Contagem de bolores e leveduras apds plagueamento
podem ser detectadas no solo, ar, agua e alimentos. Eles sdo Aliquotas de 0,3mL, 0,3mL, 0,3mL e 0,1mL da amostra
organismos eucariotas, aclorofilados, heterotréficos, condio diluida foram pipetadas, distribuidas e espalhadas na
reproducdo sexuada e assexuada, capazes de utilizar uma grsunglerficie de placas contendo o meio Dicloran Rosa de Bengala
variedade de substratos como fontes de carbono, nitrogéni®@&BC/DIFCOY, perfazendo 1mL da amostra, em duplicatas.
energia’. As placas foram incubadas, sem inverter a posicao, por 5 dias a

A enumeracéo de fungos viaveis, em bebidas, usualme&C.

é feita pela técnica espalhamento em supeffikie caso de
agua potavel, bebidas e similares recomenda-se também a téch2aContagem de bolores e leveduras apés filtragdo em
de membrana filtrante membranas

O grupo dos coliformes totais inclui cerca de 20 espécies  Aliquotas de 5mL foram filtradas utilizando-se o Sistema
e é constituido por bactérias na forma de bastonetes Grslierofil da Millipore composto de: Manifold em aco inox 308,
negativos, ndo esporogénicos, aerdbios ou anaerdbtmpos descartaveis de polipropileno e membranas de poro
facultativos, capazes de fermentar a lactose com producadd¢gum, especifica para fungos. Este conjunto de filtracao foi
gas. ligado a uma bomba de véacuo.

A enumeracéo de coliformes totais viaveis em bebidas Foram utilizadas placas de Petri estéreis e descartaveis
usualmente é feita pela técnica de NUumero Mais Provaws 47mm em poliestireno, contendo o meio DRBC (DIFEQ)
(NMPY'. e M-Green Yeast and Mold Broth com adicéo de agar (BBL)

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca ddss placas foram incubadas, sem inverter a posicao, por 5 dias a
fungos e coliformes totais em amostras de refrigerantes 2&°C.
diferentes marcas e sabores, envasadas em embalagens flexiveis
(Pet/2litros) e comercializadas no Estado de Minas Gerais. 228 Isolamento, Enumeracéo e Identificacdo dos fungos
padrbes microbiolégicos foram verificados segundo a Portaria  Cada coldnia de fungos foi contada, isolada e
451/97 do MS/SVS - item Xll incisd.&sta Portaria estabeleciaidentificada de acordo com Samson et al (1996)Pitt &
os limites de 20 unidades formadoras de col6nias (UFC) Hecking (1999.
bolores e leveduras por mL da amostra e auséncia de coliformes As colbnias de leveduras foram identificadas pela
totais em 50mL da amostra. Entretanto, a partir de 2 de jandgm@onomia classiéae também com kits Mini Api ID 32D
de 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria adotoyBioMérieux).

Resolucdo n°Ejue aboliu a contagem de bolores e leveduras
das andlises deste alimento, deixando o controle higiénic@.4 Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes

cargo das industrias. Teste presuntivo: Aliquotas de 10 mL foram inoculadas
em 5 tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
MATERIAL E METODOS concentracao dupla, com tubos de Durhan. O pH das amostras
foi neutralizado sempre que necessario usando-se NaOH 0,1N.
1. Amostragem Os tubos foram incubados &°@5por 24 — 48 horas.

As 100 amostras de refrigerantes foram coletadas  Teste confirmativo: Os tubos que apresentaram gas foram
aleatoriamente, em estabelecimentos comerciais do interiatepicados para Caldo Verde Brilhante Bile (VB) concentragdo
da capital do Estado de Minas Gerais/Brasil, pela Vigilancg&mples, com tubos de Durhan. Os tubos foram incubados a
Sanitéria (VISA/MG), no periodo de mar¢co a novembro d&°C por 48 horas.

2000. Destas, 46% possuiam sabor de frutas (abacate, abacaxi, A reac¢do foi considerada positiva quando ocorreu a
framboesa, laranja, limao, mac¢éa, mexerica, morango, tangenmasenca de bolhas no interior dos tubos de Durhan.
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RESULTADOS E DISCUSSAO isoladas € pertinente pois ela é considerada uma levedura
osmofilica e esta frequentemente associada a deterioracéo de

Nao foram detectadas bactérias do grupo coliformaimentos processados. E essencial a manutencdo de um rigoroso
(auséncia em 50 mL da amostra) em todas as amostrapagrama de limpeza e sanitizacdo da linha de producdo de
refrigerantes analisadas. Destas, 13% foram condenadas llsidas porque esta levedura pode desenvolver continuamente
apresentarem contagens de bolores e leveduras superioresreo2@quipamentos e sua presenca no produto so6 serd detectada
UFC/mL (Portaria 451/97 do MS/SVS - item Xll incisd.a) depois de um periodo consideravel de tempo (Pitt & Hocking,

Foram analisadas 46 amostras de refrigerantes de frute8995.

43 de guarand e 11 de cola. De um total de 13 amostras Os bolores mais encontrados for@adosporium sp
condenadas, 6 (46,2%) foram de guarana e 7 (53,8%) de fru@srvularia sp., Aspergillus flavué. parasiticusA. fumigatus

Das amostras condenadas 7,7% foram produzidas émversicolorPenicillium commungeP. decumben®. citrinum
indUstrias consideradas regulares, 69,2% ruins e 23,E4. glabrum A presenca do fungo xerofilicBurotium
precérias. amstelodamtambém foi observada. Benicillium. commune

Em relacdo as duas metodologias utilizadas papmssui habilidade para crescer em atmosferas com baixa
enumeracao de bolores e leveduras observou-se que o percentratentracdo de Qalta concentracdo de CGu ambos. Este
de condenacéo das 100 amostras analisadas foi igual quandaisgo é capaz de produzir, em diversos substratos, vérias
utilizou os meios DRBC (técnica do espalhamento em superfiamicotoxinas incluindo acido ciclopiazdnico, &cido ciclopaldico
e M-Green Yeast and Mold (técnica de filtragdo em membrane):ugulovasings'

Entretanto, neste trabalho o meio DRBC apresentou menores A presenca de micélio visivel, substancia estranha a
populagGes em relacdo ao meio M-Green Yeast and Motsnstituigdo normal dos refrigerantes, independente de ser
guando foi utilizada a técnica de filtracdo em membrana. passivel de germina¢éo ou multiplicacdo, j4 pode se constituir
Este método é utilizado em andlises de rotina pelama razdo para a rejeicdo destes produtos. A constatacdo dos
grandes industrias de bebidas e permite a deteccao de peqdigngos em alimentos é indicativa de ma qualidade da matéria
nimero de microrganismos, por concentragéo da arhostra prima ou falhas higiénicas ao longo do processaménto.

Taniwaki et al. (19993 observaram que as populagGesmportante salientar que alguns bolores e leveduras provenientes
obtidas com o meio DRBC utilizando-se a técnica dde alimentos podem causar infec¢des oportunistas em pacientes
espalhamento em superficie foram maiores quando comparadasnocomprometidos e reac6es alérgicas em individuos
com as populacdes encontradas em outros meios tais como Agaidavefs
Dicloran 18% Glicerol(DG 18), Agar Batata Dextrose CONCLUSAO
Acidificado (APDA), Agar Batata Dextrose Antibidticos
(PDAA), Agar Sabouraud Dextrose Antibidticos (SDAA), Agar A partir de 2 de janeiro de 2001 passou a vigorar a
Extrato de Malte Antibidticos (MEAA) e Petrifilm YM. Esta resolugdo RDC 112 da Agéncia Nacional de Vigilancia
técnica propicia a maior exposicdo das células ao oxigérBanitaria (ANVISA¥ que excluiu o parametro contagem de
atmosférico e evita o estresse das mesmas pelo &gar liquefediores e leveduras (20 UFC/mL) das analises de refrigerantes.
apos aquecimento. Entretanto, o pardmetro coliformes &3/0 mL (Auséncia)

As industrias de refrigerantes vém utilizando o meio Mpermanece. A presenca de coliformes totais, bolores e leveduras
Green Yeast and Mold Broth com a técnica de membrana filtraet® nimero superior aqueles estabelecidos pela Portaria 451/
para detecc¢éo de fungos em bebidas contendo aclcar, xard@peég€m alimentos destinados ao consumo humano, evidencia
frutas citricas, carbonatadas praticas de higiene aquém dos padrdes requeridos para o

As amostras que apresentaram condi¢cBes higiénigaecessamento de alimento§endo em vista que néo foi
insatisfatérias, com base na Portaria n°® 451/97 da Vigilandatectada a presenca de coliformes e sim de bolores e
Sanitéria, foram condenadas. Destas, 46,2% apresentatameduras, a retirada deste ultimo pardmetro da legislacdo
leveduras, 30,8% leveduras e fungos filamentosos, e 23% funddiculta 0 monitoramento das indastrias de refrigerantes pelos
filamentosos. Estes resultados estdo de acordo com Pitb@aos de fiscalizacdo, impedindo assim uma acgéo efetiva por
Hocking (1999) que afirmam que as leveduras séo deteriorantparte das Vigilancias Sanitarias.
associados a alimentos acidos liquidos engarrafados, com

disponibilidade de oxigénio reduzida e diferentes concentractes AGRADECIMENTOS
de CQ, no interior dos quais os microrganismos unicelulares
se dispersam mais facilmente. Os autores agradecem ao Ministério da Salde e ao CNPq

As leveduras mais encontradas foygosacharomyces pelo auxilio financeiro, ao Dr Carlos Rosa (ICB/UFMG) pelo
rouxii, Rhodotorula mucilaginosa Criptococus albidusA  apoio técnico na classificacdo das leveduras e a BioMérieux
presenca d&ygosacharomyces rouxidientre as leveduras pelo fornecimento dos kits Mini Api ID 32C.
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Morais, V. A. D. et al. - Microbiological evaluation of soft drink samples marketed in the state of Minas
Gerais.Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(1): 1 -4, 2003.

ABSTRACT. The aim of this study was to evaluate the hygienic and sanitary quality of soft drinks of
different commercial brands, flavours cola, guarané and fruits. The samples (2 liters Pet) were randomly
collected in commercial establisments by the Inspection Service (VISA/MG). Two methodologies were
used to enumerate viable fungi in beverages (APHA, 1992). The first one was the surface spread-plate
technique using Dicloran Rose Bengal Chloranphenicol medium, and the second one was the membrane
filter technique, and media: M-Green Yeast and Mold and DRBC medium . 13% of the soft drink samples
showed levels of yeast and mold higher than 20 CFU/mL being classified as unacceptable because of its
hygienic conditions (Portaria 451/97 of MS/SVS — item XlI-a). 46.2% of these samples presented yeasts,
30% yeasts and molds, and 23% molds. Coliforms were not detected in the samples. 92.3% of the
unacceptable samples were provenient from industries classified as bad or precarious according to their
premises.

KEY WORDS Soft drinks, Yeast, Mold and Coliforms
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RESUMO. Com o objetivo de avaliar o diagnéstico bacteriolégico e controle de tratamento da tuberculose,
0s autores analisaram, nos anos de 1999 e 2000, os exames processados pelo Instituto Adolfo Lutz de
Campinas e laboratérios de sua abrangéncia das Diretorias Regionais de Saude (DIR)- XII, XV e XX, que
atendem 93 municipios. Neste periodo foram realizados 53.341 baciloscopias, em 3.781 (7,1%) foram
detectados a presenca de BAAR com positividade 4,9% para diagnéstico, 1,2% para controle de tratamento
e 1% para o sem informagédo quanto ao quesito diagndstico e ou controle de tratamento. Foram realizadas
7.603 (14,3%) culturas, havendo isolamento de micobactérias em 1.134 (14,9%) amostras, 13,2% para
diagnostico, 1,4% para controle de tratamento e 0,3% para o sem informacao. Foram identificadas 936
cepas pertencentes ao compléigcobacterium tuberculosis 48 ao complexM.avium O perfil de
sensibilidade de 381 cepasMetuberculosiglemonstrou que 78,0% foram sensiveis as drogas testadas

e 22,0% resistentes a pelo menos uma droga. As analises destes dados contribuem para as ac¢des do
Programa de Controle da Tuberculose, auxiliando na determinacgéo do perfil epidemioldgico da doenga na
regido de Campinas e nas DIRs envolvidas.

PALAVRAS-CHAVES. Tuberculose, Bacteriologia, Diagndstico Bacterioldgico, Resisténcia a drogas,
Mycobacterium tuberculosie complexdJ.avium
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INTRODUCAO laboratorio da Universidade de Campinas. Dois métodos foram
empregados para o isolamento de micobactérias. Em 1999 as
A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosamostras foram descontaminadas pelo método de Petroff e
causada por espécies do complelycobacterium tuberculosis semeadas em meio de cultura de Lowenstein-Jensen (L-J) e L-
constituido peldM. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.J acrescido de 500 pug/mL de acido p-nitrobenzéico (PRB)
microti 26, Apesar de grandes avancos tecnolégicos na amtir do ano 2000, as amostras foram descontaminadas pelo
diagnéstica e a existéncia de drogas efetivas para o tratamemétodo do Swab e semeadas em meio de Ogawa-Kudoh (O-K)
a TB persiste como um grave problema de salde publieaQ-K acrescido de 500 pg/mL de PRBC As culturas que
principalmente devido as méas condigBes sécio-econdmicas @peesentaram crescimento de bacilos alcool &cido resistentes
levam a uma queda na qualidade de ¥ida nos meios contendo PNB foram classificadas como
No Brasil foram notificados nos ultimos 10 anos a médimicobactérias ndo tuberculosas (MNT). Estas culturas foram
anual de 80 mil casos novos de TB, 25% destes séo do Estadoaminhadas ao laboratério do IAL de S&o Paulo para a
de S&o Paulo. Deste total cerca de oito mil sdo da forndgntificacdo de espécies; aquelas que ndo cresceram em meios
pulmonar bacilifera, que s@o os responsaveis pela cadeiacdetendo PNB foram classificadas como pertencentes ao
transmissédo, gerando novos doefites complexoM. tuberculosi® submetidas ao teste de sensibilidade
O Programa de Controle da Tuberculose (PCT) te&s drogas utilizadas no esquema terapéutico, no IAL regional
como meta a busca ativa de casos e o tratamento subseqiedetS§orocaba pelo método das propor¢des ou IAL Central, pelo
objetivando curar a maior parte das descobertas (85%j)étodo da razdo de resisténtia de acordo com os critérios
reduzindo a contagiosidade e as mortes por ela provédéadasio PCT: faléncia de tratamento, retratamento, pacientes com
O laboratério desempenha um importante papel no PGV positivo e contactante de caso de TB resistente.
pois é o exame bacterioldégico que confirma o diagndstico e
identifica os pacientes baciliferos, que séo fonte de transmisséo RESULTADOS
da doenca. Além disso, exames complementares de cultura e
teste de sensibilidade as drogas permitem identificacdo de casos No periodo estudado foram realizadas 53.341
paucibacilares e cepas resistentes as dféfas baciloscopias; 20.858 (39,1%) no ano de 1999 e 32.483 (60,9%)
A rede de laborat6rios das Diretorias Regionais de Satdeano de 2000. Foram obtidas 3.781 (7,1%) amostras positivas,
(DIRs) XllI, XV e XX é constituida por dois laboratérios4,9% para diagnéstico, 1,2% para controle de tratamento e 1,0%
regionais, oito hospitalares e vinte e dois locais. De acordo ceem informacéo (Tabela 1).
as atribuicdes de cada nivel laboratorial as baciloscopias sédo Do total das amostras, foram realizadas 7.603 (14,3%)
realizadas pelos laboratérios locais e hospitalares e, os examdturas, 1997 (26,3%) em 1999 e 5.606 (73,7%) em 2000.
complementares de cultura, identificacéo e teste de sensibilidaftrive isolamento de micobactérias em 1.134 amostras (14,9%),

as drogas, pelos laboratorios regionais e central. sendo 13,2% para diagnéstico, 1,4% para controle de tratamento
Diante do exposto, os autores avaliaram o perfd 0,3% sem informacao (Tabela 2).
bacteriol6gico da TB na regido de Campinas, incluindo as DIRs Foram identificadas 936 (82,5%) cepas pertencentes
Xll, XV e XX, nos anos de 1999 e 2000. ao complexoM. tuberculosis e 48 (3,7%) ao complexd.
aviume 84 (7,4%) como outras espécies (Tabela 3).
MATERIAIS E METODOS A avaliacdo da sensibilidade as drogas de 381 cepas

deM. tuberculosisdemonstrou que 296 (78,0%) destas foram

Nos anos de 1999 e 2000, foram examinadas pedensiveis as drogas testadas e 85 (22,0%) foram resistentes a
Instituto Adolfo Lutz (IAL) - Laboratério | de Campinas e outrosima ou mais drogas do esquema preconizado para o tratamento
32 laboratorios de abrangéncia das DIRs XlI, XV e XX (Anexde TB (Izoniazida, Rifampicina, Estreptomicina, Pirazinamida e
1), 53.341 amostras de escarro, para diagnéstico ou contietambutol). A Tabela 4 indica o perfil de resisténcia das 131
de tratamento da TB pulmonar, provenientes de pacientapas dé. tuberculosigsoladas no ano de 1999. No ano de
atendidos nos centros de saude, ambulatérios e hospitais2@@0, 250 culturas del. tuberculosisforam submetidas ao
regido. teste de sensibilidade as drogas, 55 (22,0%) apresentaram

Os exames de baciloscopia e cultura foram realizadessisténcia a pelo menos uma das drogas do esquema
de acordo com as normas do PCHara cada amostra de escarrterapéutico. Por regido observou-se: DIR XllI — total de 224
foi feito um esfregaco e, 0 mesmo, corado pelo método de Zietepas e 49 (22,0%) resistentes; DIR XV —total de 15 cepas e 5
Neelsen. As culturas foram executadas em quatro laboratori@3,3%) resistentes e, DIR XX — total de 11 cepas e 1 (9,1%)
IAL de Campinas e de Rio Claro, municipal de Jundiai e pelesistente.
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Tabela 1.Distribuicdo do numero de baciloscopias segundo informacdo quanto ao diagndstico/controle de tratamento. DIRs X
XV e XX. Anos de 1999 e 2000

BACILOSCOPIAS

PROCEDEN No N° (%) DIAGNOSTICO CONTROLE DE SEM INFORMACAO
CIA ANO TOTAL  POSITIVAS TRATAMENTO
N© N (%) N© N (%) N° N (%)
TOTAL POSIT. TOTAL POSIT. TOTAL  POSIT.
DIR XII 1999  14.091 1.346 (9,5) 9.547 794 (8,3)  1.263 283(22,4) 3.281  269(8,2)
2000  22.186 1.271(5,7) 21.115  1.083(5,1) 1.071 188 (17,5)
DIR XV 1999  3.587 352 (9,8) 2.445 200 (8,2) 285 59 (21,0) 857 93 (10,8)
2000  4.713 460 (9,8) 3.360 312 (9,3) 290  63(22,0) 763 85 (11,1)
DIR XX 1999  3.180 198 (6,2) 1.649 102 (6,2) 189 27 (14,3)  1.342 69 (5,1)
2000  5.584 152 (2,7) 5,335 131 (2,5) 207 19 (9,2) 42 4(9,5)
TOTAL 1999  20.858 1.896 (9,0) 13.641  1.096 (8,0) 1.737 369(21,2) 5.480  431(7,9)
2000  32.483 1.885 (5,8) 30.110 1526 (5,1) 1.568 270 (17.4) 805 89 (11,1)

Tabela 2 Distribuicdo do nimero de culturas segundo informacéo quanto ao diagnostico/controle de tratamento. DIRs XII, X\
e XX. Anos de 1999 e 2000

CULTURAS
= 0 N° (%) DIAGNOSTICO CONTROLE DE - i
PRNOCﬁ/EDE e TONTAL TRATAMENTO INFORMAGAO
CULTURAS ~ N° N°(%) N° TOTAL N°(%) No N°(%)
POSITIVAS TOTAL POSIT. POSIT. TOTAL  POSIT.
DIR XIl 1999 1.665 264 (158)  1.360 206 (15,1) 188 38(20,2) 95 20 (21,0)
2000 4.840 720 (14,9) 4550 672 (14,7) 228 48 (21,0)
DIRXV 1999 99 17 (17,2) 56 11 (19.6) 7 4(57,1) 34 2 (5,9)
2000 553 57 (10,3) 483 52 (10,8) 38 5(13,1)
DIR XX 1999 233 51(21,9) 171 42 (24.6) 12 6 (50,0) 32 3(9,4)
2000 213 25 (11,7) 189 21 (11,1) 16 4(25,0)
TOTAL 1999 1.997  332(16,6) 1587 259 (16,3) 207 48(23,2) 161  25(15)5)
2000 5606  802(143) 5222 745 (14.3) 282 57 (20.2)




Aily, D.C.G. et al - Perfil Bacteriolégico da Tuberculose Pulmonar na Regido de Campinas e das DIRs XllI, XV e XX - 1999/2000.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(1): 5 - 10 ,2003

Tabela 3 Distribuicdo das espécies identificadas, de acordo com ano e DIR de isolamento

N° (%) DAS ESPECIES
PROCEDEN ANO N° COMPLEXO COMPLEXO OUTROS NAO CONTAMI
CIA TOTAL M. M. avium * IDENTIFICA NADA
tuberculosis DA
DIR XII 1999 310 269 (86,7) 6 (1,9) 10 (3,2) 3(1,0) 22 (7,1)
2000 687 552 (80,3) 33 (4,8) 69 (10,0) 16 (2,3) 17 (2,5)
DIR XV 1999 16 16 (100)
2000 57 47 (82,5) 2 (3,5) 1(1,7) 3(5,2) 4 (7,0)
DIR XX 1999 33 31 (94,0) 1(3,0) 1(3,0)
2000 31 21 (68.0) 6 (19,3) 3 (9.6) 1(3.2)
TOTAL 1999 359 316 (88,0) 7(1,9) 11 (3,0) 3(0,8) 22 (6,1)
2000 775 620 (80,0) 41 (5,3) 73 (9.4) 20 (2,6) 21 (2,7)

* Qutros: M. gordonae, M. fortuitum, M. terrae, M. chelonae, M. kansasii

Tabela 4 Perfil de resisténcia as drogas de 131 cepddydebacterium tuberculosiggoladas no ano de 1999

N° (%) DE CEPAS

PERFIL DE RESISTENCIA N° Total PROVENIENTES DA
(n=131) DIR XII DIR XV DIR XX
(n=108) (n=6) (n=17)

SENSIVEIS 101 (77,0) 83 (76,8) 4 (66,6) 14 (82,3)
MONORESISTENTES 13 (10,0) 11 (10,2) 1(16,7) 1(5,9)
INH 5 4 (3,7) 1(5,9)
RFP 3 2 (1,8) 1(16,7)
SM 5 5(4,6)
MULTIRESISTENTES 16 (12,2) 13 (12,7) 1(16,7) 2 (11,8)
INH + RFP 8 6 (5,5) 1(16,7) 1(5,9)
INH + RFP + PZA 2 1(0,9) 1(5,9)
INH + RFP + SM 2 2 (1,8)
INH + RFP + EMB 3 3(2,8)
INH + RFP + PZA + EMB 1 1(0,9)
OUTRO PERFIL 1(0,8) 1(0,9)
INH + SM 1 1(0,9)

INH — Isoniazida, RFP — Rifampicina, SM — Estreptomicina, EMB — Etambutol, PZA — Pirazinamida.
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ANEXO 1 Nas DIRs XlIl e XX observou-se diminuicdo da
positividade da baciloscopia, provavelmente em razao do
Relagdo dos Laboratorios que realizaram baciloscopias para estmento da busca ativa nessa regido. Por outro lado, na DIR

estudo: XV observou-se acréscimo de 1,1% na positividade e portanto,
Instituto Adolfo Lutz - Regional de Campinas e laboratériosarece evidente a necessidade da ampliacdo da busca ativa nessa
de sua abrangéncia, a saber: area (Tabela 1).
O aumento de 2,8% do numero de culturas realizadas

DIR XII: foi possivel com a implantagédo do método do Swab, que passou
Laboratorio Municipal de Campinas a ser utilizado apds um estudo piloto onde se obteve resultados
Laboratorio do Hospital Municipal Mario Gatti similares & técnica tradicional — método de Petroff, dados n&o
Laboratorio do Hospital Municipal Celso Pierro publicados. Além da facilidade em sua execucgéo, esse método
Laboratério do Hospital das Clinicas da Unicamp reduz a manipulacdo das amostras, elimina a utilizacdo de
Laboratério do Ambulatério de M | de Jundiai equipamentos que produzem aerossois e diminui a contaminacéo
Laboratorio Local de Braganca Paulista ambiental e, consequentemente, o risco para os técnicos de
Laboratérios Municipais de: Amparo, Socorro, Atibaialaboratério.
Cosmopolis, Indaiatuba, Valinhos, Pedreira A identificacdo das culturas positivas demonstrou que
Laboratorio dos Hospitais Municipais de Paulinia, Americana82,5% sdo do complexXd. tuberculosise 17,5% s&o MNTSs.
Santa Barbara D'Oeste Com a implementac¢éo da cultura observou-se o aumento do

isolamento de MNTs e este foi mais acentuado na DIR XII.
DIR XX: Este acréscimo, principalmente do complbkavium pode

Laboratérios Municipais de Sdo Jodo Boa Vista, Mogi-Miringer reflexo da existéncia em maior nimero nesta regiao de
Itapira, Espirito Santo do Pinhal e Sdo José do Rio Pardocentros de atendimentos de pacientes HIV positivo.
Laboratério Local de Casa Branca. Ressaltamos contudo, que estes dados demonstram a
freqiiéncia de outras espécies de micobactérias, dentre as
Instituto Adolfo Lutz — Regional de Rio Claro e laboratérios deulturas realizadas nesta regido, porém serdo necessérios

sua abrangéncia, a saber: outros estudos para verificacdo da importancia clinica destes
isolamentos

DIR XV: Neste estudo, foi possivel analisar, com detalhes, somente

Laboratdrios Municipais de Piracicaba, Limeira, Ararags resultados dos testes de sensibilidade as drogas das amostras

Pirassununga, Capivari e Conchal processadas no ano de 1999. Foi encontrada uma taxa de 12,2%

Laboratério da Irmandade da Santa Casa de Leme de pacientes multidrogaresistentes. Embora nédo seja possivel

IPACE - Instituto de Patologia Clinica de Limeira comparar estes dados com estudos publicados no pais, pois 0s
testes foram solicitados mediante uma suspeita de resisténcia,

DISCUSSAO E CONCLUSAO estes resultados sdo preocupantes e mostram a existéncia do

problema na regido.

A baciloscopia é o método de escolha para o diagndstico  Nas cepas encontradas no ano 2000 a resisténcia global
da TB em regides de alta incidéncia, por demonstrar a presefog@demelhante a observada em 1999, 22,0%.
do agente etioldgico da doenca e identificar os casos baciliferos  As taxas de resisténcia observadas sédo um alerta para o
para serem tratados, acrescido de seu baixo cust@reblema da TB multiresistente e sugerem que novos estudos
simplicidade na execucédo. Apesar da baciloscopia represemtamn avaliacdo populacional e amostragem definida séo essenciais
o principal recurso para o diagnéstico da TB a cultura é maiara a analise em casos de diagnéstico e de controle de
sensivel e permite maior cobertura diagnostica, além ttatamento.
possibilitar o isolamento para a identificacdo das espéciese o  Os resultados deste estudo indicam a necessidade de se
estudo sobre resisténcia as drogas para medidas de contalaentar a busca ativa de casos na regido e medida de controle,
da doencd®1 como tratamento supervisionado, para reduzir as taxas de

Ainda que na regido de abrangéncia das DIRs XlI, XVmesisténcia as drogas nas regides estudadas.
XX, com uma populacdo estimada em aproximadamente
5.214.300 habitantes, a meta de baciloscopia (1% da populacdo) AGRADECIMENTOS
seja de 52.143 exames/ano, o presente estudo demonstrou a
realizacdo de 20.858 baciloscopias em 1999 e 32.483 em 2000. Os autores agradecem a colaboracdo de todos os
Embora tenha havido um acréscimo de 60% no ano de 2000fur&ionérios da Saude que, direta ou indiretamente, participam
ainda a necessidade de se aumentar a busca ativa nessa retpad@rograma de Controle da Tuberculose.
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Aily, D.C.G. et al — Bacteriologic profile of lung tuberculosis in the Campinas Region and XlI, XV and XX
Health Regional Department,-1999/20R8v. Inst. Adolfo Lutz 62(1): 5 - 10,2003.

ABSTRACT. With the purpose of evaluating the bacteriological diagnosis and the tuberculosis treatment
control, the authors analyzed, in the years of 1999/2000, the tests processed by the Adolfo Lutz Institute
in Campinas (SP), Health Regional Department (DIRS) and laboratories related to it from XllI, XV and XX,
witch serve 93 towns. During that period 53.341 samples were undertaken, 3.781 (7,1%) detected the
presence of BAAR with positiveness of 4,9% for diagnosis, 1,2% for treatment control and 1,0% for the
ones without information regarding the diagnosis item or treatment control. 7.603(14,3%) cultures were
grown, with isolation of micobacteria taking place in 1.134 (14,9%); 13,2% for diagnosis, 1,4% for treatment
control and 0,3% for the ones lacking information. 936 heathers belondihgtiacterium tuberculosis
complex and 48 belonging dd. aviumcomplex were identified. The profile of sensitiveness of 381
heathers oM. tuberculosisshowed that 78% were sensitive to tested drugs used and 22% resisted at
least one drug. That data analyses have contributed to the realizations of the Tuberculosis Control
Program, helping to determining the epidemiological profile of the iliness in the Campinas region and
involved DIRs.

KEY WORDS. Tuberculosis, Bacteriological Diagnosis, Multidrug resistamdgcobacterium
tuberculosicomplex anadvl. aviumcomplex.
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Atui, M. B.; Lazzari, F. A. e Lazzari, S. M. N. - Avaliacdo de metodologia para a deteccao de residuos de
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RESUMO. O uso de terra diatomécea e de outros pés inertes vem se tornando uma pratica comum no
controle de insetos de produtos armazenados. Elas podem ser usadas em associacdo com fumigantes,
criando uma barreira fisica que impede a infestacdo das partes inferiores e superiores da massa de graos
com insetos vindos de fora da estrutura. A existéncia de uma metodologia que permita a detec¢éo de pés
inertes, no caso, terra diatomécea, em graos € de grande importancia para a industria e para os laboratérios
oficiais. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia para detectar

a presenca de terra diatomacea em graos de trigo. Para isto, foram tomadas amostras de 1 Kg de graos de
trigo tratados com diferentes dosagens de terra diatomécea: 250 g/t; 500 g/t; 750 g/t; 1000 g/t; 2000 gft;
4000 g/t; 6000 g/t; 8000 g/t; 10000 g/t. O método proposto utilizou dgua filtrada para lavagem dos graos

e extracdo das algas diatomaceas em substituicdo ao alcool a 95% utilizado no método original. Foram
recuperadas carapacas/fragmentos de algas diatoméaceas em todas as amostras analisadas, mesmo naquelas
tratadas com pequenas quantidades de terras diatomaceas. O método proposto mostrou-se adequado
para avaliar a presenca de particulas de algas diatomaceas e sugere-se ser adotado como método oficial.

PALAVRAS CHAVES. pés inertes, algas diatoméceas, trigo.

INTRODUCAO formulacdes de terra diatomécea na dosagem de 250 a 1000 g/
t, dependendo do tipo de gréos, no controle das diversas espécies
O uso de terra diatomacea (sedimento de carapacasideinsetos de grdos armazenados, tais c8itaphilusspp.
algas diatomaceas) e de outros pds inertes vem se tornaf@oleoptera: Curculionidae)Rhizopertha dominica
uma alternativa para o controle de insetos de graos armazend@asleoptera:Bostrichidae) Acanthoscelides obtectus
em varios paises do mundo (Australia, Brasil, Canada e Estafiosleoptera: Bruchidaegd Cryptolestesspp. (Coleoptera:
Unidos). Trabalhos técnicos tém demonstrado a eficiéncia @acujidag}®+5891011.12.1314.16,18

'nstituto Adolfo Lutz, SP, Se¢do de Microscopia Alimentar.
23Jniversidade Federal do Parana, Curitiba, PR

*Endereco para correspondéncia: Divisdo de Bromatologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz, Secéo de Microscopia Alimentar,
Av. Dr. Arnaldo, 355 — CEP 01246-902, S&o Paulo, SP.

**Parte da tese de doutorado, apresentada pela primeira autora, a Coordenacgéo do Curso de P6s Graduagao em Ciéncias Bioldgicas,
Area de Concentracdo em Entomologia da Universidade Federal do Parana.
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Existem aproximadamente 250 géneros e 8.000 MATERIAL E METODOS
espécies de algas diatoméceas, cujas carapacas ricas em
silica foram sendo depositadas h&d mais ou menos 20 a 80 Preparo das amostras de grdos de trigo com terra
milh8es de anos no fundo de oceanos e lagos, formardiatomacea
camadas que podem ter de poucos centimetros a centenas Foram tomadas amostras de 1 Kg de graos de trigo
de metros. As camadas depositadas principalmente ératados com diferentes dosagens de terra diatomacea
aguas marinhas sdo extraidas e trituradas formando (Imsectd). Esta formulacdo comercial é de origem
po fino semelhante a talco que € utilizado para o contratearinha, contém 86,7% de dioxido de silica (JiO
de insetos em produtos armazenados, cujas particupesticulas com tamanho em torno de |1, pH 6,0 e
podem ter tamanho variando entre 7 gub¥’. possui em sua composicdo 10% de aditivo alimentar,

As particulas de terra diatomacea e de outraonforme Subramanyast al.’®. As amostras foram
poés inertes causam danos a cuticula dos insetos atrapésparadas pela Cooperativa Agraria Mista Entre Rios
da adsorcéo da cera da epicuticula e abraséo da cuticutda. (AGRARIA), localizada em Guarapuava, PR, e
tornando-a permeével a agua e promovendo a morte oralisadas no laboratdrio de Microscopia Alimentar do
dessecacdo Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo.

O uso de formulagBes de terra diatomacea no As amostras foram tratadas com as seguintes
controle de insetos de grédos armazenados tende a se tocmarcentracdes de terra diatomacea: Amostra 1 — 250 g/t,
muito comum em regifes de clima seco devido a melhoranostra 2 — 500 g/t, Amostra 3 — 750 g/t, Amostra 4 —
de sua eficiéncia. Controlam eficazmente insetos ebh®00 g/t, Amostra 5 — 2000 g/t, Amostra 6 — 4000 g/t,
cereais e feijdo. Podem ser usadas em associacdo domostra 7 — 6000 g/t, Amostra 8 — 8000 g/t, Amostra 9 —
fumigantes, criando uma barreira fisica que impede 1®000 g/t.
infestacdo das partes inferiores e superiores da massa de Na Figura 1 pode-se observar grdos de trigo
grdos com insetos vindos de fora da estrutura. A atividattatados com dosagens minima e méaxima de terra
prolongada, mais a incapacidade dos insetos détomacea, sendo notavel a quantidade de p6 aderida aos
desenvolverem resisténcia aos pos inertes os torngmndios nesta Gltima (10000 g/t).
altamente competitivos para o controle de insetos de gréos
armazenados, permitindo sua conservacao quase que
indefinidamente. Também s&o inG6cuos ao homem e animais
domésticos.

A existéncia de uma metodologia que permita
deteccdo de pés inertes, no caso, terra diatomécea,
grdos é de grande importancia para a industria e para
laboratérios oficiais responsaveis pela emissao
certificados de sanidade. A aplicacdo de formulacfes
terra diatomécea em gréos inteiros de trigo, tritical(f
cevada, aveia, milho e feijdo deixa os mesmos co
aparéncia fosca, esbranqui¢cada, sem seu brilho natui
Graos tratados com péds inertes ndo apresentam riscos
seu manuseio e processamento. Entretanto, ndo é f:
através de avaliagcfGes visuais de qualidade saber s
produto recebeu tratamento com terra diatomacea.

A industria pode requerer do fornecedor un
certificado a fim de saber se o gréo foi tratado ou Néggyra 1 - Amostras de gréos de trigo tratadas com terra diatomacea, 250 g/t
porém, o grdo ndo deve ser rejeitado ou penalizado @@squerda) e 10000g/t (& direita), para analise de residuos, Instituto Adolfo
momento de sua comercializa¢do, pois é indicativo d#tz, Séo Paulo, SP, 2002.
gualidade e auséncia de residuos de inseticidas quimicos.

Assim, a existéncia de uma metodologia que permita
identificar se cargas ou mesmo lotes de grdos foram tratado
com pos inertes representa um avanc¢o no controle de Metodologia para a anédlise das amostras
insetos de grdos armazenados. O objetivo desta pesquisa
€, portanto, desenvolver uma metodologia que permitaAgrincipio, adotou-se o método utilizado para avaliar a presenca
deteccao de residuos de terra diatomacea em gréos de tdgalgas diatomaceas nas amostras descrito por Jatlafn
e farinha e que possa ser usada pelos laboratérios oficipiggém como nédo funcionou adequadamente, foram feitas
como referéncia para os testes de qualidade. modifica¢gBes, conforme se segue:
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Método original RESULTADOS E DISCUSSAO

- Pesar 50 g de gréos de trigo em erlenmeyer de 300 mL; O método descrito por Jonhsehal® para a detecgéo

- Adicionar 100 mL de alcool etilico a 95 % e agitade algas diatomaceas nas amostras de graos de trigo, apos as
vigorosamente por 15 segundos; modificagBes sugeridas pelos autores deste trabalho, mostrou-

- Transferir imediatamente 0,20 mL da suspenséo alcodlisa mais simples e eficiente.
para uma cavidade de um prato de porcelana apropriado; As algas diatomaceas e seus fragmentos foram

- Levar a solucao alcoolica a evaporacédo até quase a secigentificados conforme suas caracteristicas tipicas Ardiay

- Adicionar 0,20 mL de um éleo adequado ao residuo contidpresentadas nas Figuras 2 e 3.
na cavidade do prato e misturar bem sem esmagamento. 5
virtude das algas diatomaceas usadas possuirem um ini

com indice de refracdo maior que 1,50 ou menor que 1,<
de modo que o contraste permita a sua identificagdo m
facilmente;
- Transferir uma gota do material 6leo-residuo para a cavide
(0,10 mL) de uma lamina escavada, que é coberta com la
de reticulado conveniente (placa de contagem ou
Neubauer);
- Examinar o material ao microscopio éptico com aumen
de 400x para determinar a presenca e contar carapagci
fragmentos das algas diatomaceas;
- Determinar o nimero de algas diatomaceas e seus fragmegs
em 0,2 mmda placa de contagem; H

SO deverdo se r Con_t_ad as as algas d iatomaceaﬁig@ra 2 — Carapaga de algas diatomaceas observada em camara de Neubauer,
fragmentos que forem identificados pela forma ou estrutusémento de 4000x, Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, SP, 2002.

caracteristica;

Se, em média, duas ou mais algas diatomaceas
fragmentos destas, forem encontrados por 0,2maplaca de
contagem, o resultado é considerado positivo para a prese
de algas diatomaceas.

Modificacbes

- Adicionar 100 mL de agua filtrada em substituicéo ao alco
etilico 95%;
- Transferir com auxilio de uma pipeta 0,20 mL da suspens
para um vidro de relégio pequeno, em substituicdo a
prato de porcelana;
- Levar a evaporagdo em estufa a’@por 7 minutos ou até
que a agua seque;
- Adicionar 0,20 mL de 6leo de cravo com indice de refrag:
de 1,53 (26C) e misturar bem com auxilio de um bastéo ©
vidro sem esmagamento; Figura 3 — Fragmento de carapacas de alga diatomacea na camara de Neubauer,
- Transferir uma gota (ou 0,02 mL) do material paraumento de 4000, Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, SP, 2002.
uma camara (hemocitdmetro) de Neubauer, com
capacidade de 0,10 mm e cobrir com a laminula A agua atuou bem nos gréaos de trigo, de modo que as
propria; algas diatomaceas e fragmentos foram recuperados em todas as
- Contar o nimero de algas diatomaceas e seus fragmemtomstras, mesmo naquelas que foram tratadas com pequenas
em 25 campos da camara de Neubauer medindo 02 nguantidades de pé inerte, como pode ser observado na Tabela

cada; 1. Foram contadas as algas diatomaceas e/ou fragmentos em
- Lavar a camara de Neubauer e realizar nova contagem;50 campos da camara de Neubauer de 0,2qada, e a média
- Tirar a média dos resultados de 2 contagens. destas contagens estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Numero de carapacas/fragmentos de algas diatomaceas em amostras de graos de trigo tratadas com difere
concentracdes de terra diatomacea, com dois produtos para a extracdo. Sdo Paulo, SP, 2002.

AMOSTRAS/ Média da contagem/campo* Média da contagem/campo*
Concentragdo de terra diatomacea (4gua filtrada) (alcool etilico a 95%)
Al - 25t 0,04 0
A2 - 5009/t 0,28 0,12
A3 — 750g/t 0,26 0,2
A4-1000g/t 0,7 0,18
A5 —2000g/t 1,22 0,12
A6 — 40009/t 1,62 0,08
A7 — 60009/t 3,52 3,44
A8 — 80009/t 4,36 0,38
A9 —10.000g/t 5,52 2,74

* O ndmero expressa a média de carapacas de algas/fragmentos presentes em
50 campos de 0,2 nfroada.

De acordo com Johnsaet al® e Silva e Sousaso O método adotado por Jonhsziral ¢ e o sugerido pelos
deveriam ser consideradas amostras positivas ou tratadas eomores deste trabalho sdo adequados para o trigo em gréo,
po inerte aquelas em que foram encontradas duas ou nm&s ndo para a extracdo de carapacas de algas diatomaceas em
carapagcas ou fragmentos/0,2 fnAssim, somente as amostrasarinha de trigo. Foram realizados testes com algumas amostras
7, 8, 9 seriam consideradas positivas para a presenca de t@eréarinha de trigo originadas das amostras de trigo tratadas
diatomacea na lavagem com agua, o que corresponde a 6cBra po inerte utilizadas neste trabalho e testadas pelo método
10 Kg/t, que sdo dosagens muita elevadas nao utilizadasoniginal de Jonhsoet al® sem modificagGes. Contudo, nao foi
pratica. possivel realizar a contagem, pois sobrou muito amido de trigo,

De acordo com os autores deste trabalho, todas eaa cdmara de Neubauer ficou com muito material dificultando
amostras que apresentaram carapacas ou fragmentos de alghstincdo entre amido e as carapacas de algas diatoméceas.
diatomaceas foram consideradas positivas, portanto 100% das
amostras. CONCLUSOES

Nas amostras 1, 2 e 3 foi adicionado menos de 1Kg/

t, e mesmo assim foi possivel detectar uma pequena A utilizacdo de agua filtrada para a extracéo de particulas
guantidade de carapacas de algas, indicando que a lavaglenterra diatoméacea em amostras de grédos de trigo mostrou-se
com agua ajuda a recuperar mais material que o alcoodis adequada que o uso de &lcool etilico a 95%. Em todas as
(Tabela 1). amostras foram recuperadas algas diatomaceas, mesmo naquelas

Quando as amostras foram lavadas com 4gua filtrattatadas com pequenas quantidades de terra diatomacea.
para a extracdo, o numero de carapacas/fragmentos
recuperado foi diretamente proporcional a concentracdo da O método proposto € adequado para extracdo de
terra diatomacea (Tabela 1). Ao contrario, quando lavadparticulas de terra diatomacea em amostras de trigo tratadas
com &lcool a 95%, a deteccao foi menos sensivel, indicanclmm dosagem de 250 a 1000 g/t, que sdo dosagens usadas para
gue a lavagem com agua € mais adequada, particularmemt®ntrole de insetos de grdos armazenados.
para as baixas concentracdes do produto.

Na extracdo com alcool o nimero de algas/fragmentos A andlise de residuos de terra diatomacea em farinha de
detectado ndo obedece a uma ordem crescente, pois na amb#g@ando é possivel pelos métodos estudados devido a grande
9 que foi tratada com maior quantidade de po6 inerte (10000qwiantidade de amido.

t) a média de algas/fragmentos foi de 2,74, enquanto que as

amostras 7 e 8, que foram tratadas com menor quantidade de AGRADECIMENTOS

terra diatomécea (6000 e 8000 g/t) a média de algas/fragmentos

foi de 3,44 e 0,38 carapagas/campo, respectivamente, indicando  Agradecemos ao funcionario Anténio Roberto de Souza
resultados disparatados. Ferreira da Secéo de Fotomicrografia do Instituto Adolfo Lutz, a

Amostras em que foram adicionadas até 4000 g/t nadlelino Poli Neto da Secdo de Hematologia do Instituto Adolfo
apresentaram contagem expressiva de algas e ou fragmentagz e a Cooperativa Agraria Entre Rios Ltda.
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Atui, M. B.; Lazzari, F. A. e Lazzari, S. M. N. - Evaluation of the methodology for detection of diatoma-
ceous earth residue (de) in wheat grain and flour. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(1): 11 - 16 ,2003.

ABSTRACT. The use of diatomaceous earth (DE) and other inert dusts has become a common practice
for insect control in stored products. They may be used in association with fumigants, creating a physical
barrier against infestation in the lower and upper grain mass by insects or coming from outside the storage
structure. A methodology, which permits the detection of inert dust, in this case, DE - in grains is of great
importance for the industry and official laboratories. Thus, the objective of this work was to develop a
method for detecting the presence of DE particles on wheat kernels. Samples of 1 Kg of wheat grains
were treated with different dosages of DE: 250 g/t; 500 g/t; 750 g/t; 1000 g/t; 2000 g/t; 4000 g/t; 6000 g/

t; 8000 g/t; 10,000 g/t. The best results were obtained using filtered water for washing the grains and
extracting the DE particles, instead of using 95% alcohol as it is prescribed in the original method. Fragments/
carapaces of diatomace algae were recovered from all samples, even those treated with small amounts of
the product. The proposed method proved to be adequate for detecting the presence of DE fragments/
carapaces and we suggest to be adopted as an official method.

KEY WORDS. inert dust, diatomace earth, wheat.
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RESUMO. A dosagem de hemoglobing &b A)) € comumente feita utilizando-se como amostra solugéo

de hemoglobina (hemolisado classico com cloroférmio ou tetracloreto de carbono) ou hemolisados com
saponina, apesar de os valores de referéncia para tal determinacg&o terem sido estabelecidos a partir de
dados tendo apenas solucdo de hemoglobina como amostra. Assim, para verificar se ha ou ndo coeréncia
na utilizagdo indiscriminada daqueles valores de referéncia para dosagem denHbfostras de
hemolisado com saponina, foi feita a dosagem desta prat#iirendo quatro tipos de hemolisados. Na

1° etapa da avaliagéo foram procedidas trinta determinagdes para fragéo depdintih de hemolisado

com saponina e hemolisado classico com tetracloreto de carbono; na 2° etapa mais 40 determinacdes
foram analisadas utilizando hemolisado com saponina e com cloroférmio, porém acrescidos de cianeto de
potassio (KCN). A andlise estatistica feita através de teste t pareado na 1° etapa, revelou uma tendéncia de
que os resultados obtidos a partir de saponina para amostras com niveis normais de HbA2 sejam maiores
cerca de 0,42% que aqueles obtidos a partir da solu¢cdo de hemoglobina (p < 0,001). Porém, quando
adiciona-se KCN no hemolisado ndo houve diferenca significativa entre o hemolisado classico (solucao
de hemoglobina) e o hemolisado com saponina. Deste maillizacao de diferentes tipos de hemolisados

como amostra (saponina sem KCN ou solugdo de hemoglobina) podem gerar resultados distintos para a
dosagem de HbADeterminagdes de Hh, feitas especificamente com hemolisadm saponina tendem

a superestimar os resultados, quando comparados a valores de referéncia estabelecidos a partir de
hemolisado classico. Assim, a utilizacdo do hemolisado classico ou de saponina com KCN s&o indicados
para a dosagem de Hh pelo metodo de eluicdo eletroforéetica. O uso de hemolisado apenas com saponina
requereria a utilizacao de valores de referéncia especificos.

PALAVRAS CHAVE. Hemoglobina A; hemolisado; eletroforese; hemoglobinopatias.

! Universidade Federal do Maranhdo

2 Instituto Adolfo Lutz- Sdo Paulo

8 LIM 23 - Instituto de Psiquiatria , Hospital das Clinicas da FM-USP
*Correspondéncia: e-mail: rago@usp.br
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INTRODUCAO Na 1° etapa, as amostras foram aliquotadas em duas partes
onde para cada uma foi realizado o preparo dos hemolisados
A determinac¢do dos niveis das diferentes fracdes gelos seguintes protocolos:
hemoglobinas é condi¢éo basica para o diagndstico diferencial  Protocolo 1 foi utilizado como reativo hemolisante
de muitas hemoglobinopatfagEm um individuo normal estdo uma solugéo de saponina a 1% (1g saponina gsp 100 ml
presentes as hemoglobinas A (96-98%)245-3,7%) e tracos de agua destilada). Para amostras de sangue com
de hemoglobina fetal (0-1%) hematdcrito acima de 40% misturou-se 1 volume de sangue
A dosagem de hemoglobing /b A)) € comumente em 2 volumes de reativo hemolisante. Para amostras com
feita utilizando-se como amostra solucdo de hemoglobih@matécrito entre 30 e 40% misturou-se 1 volume de
(hemolisado classico com cloroformio ou tetracloreto deangue em 1 volume de reativo hemolisante, como descrito
carbono) ou hemolisados com saponina, apesar de os valgres Naoum. Homogeneizou-se e aguardou-se 5 minutos
de referéncia para tal determinacéo terem sido estabelecidpsiea a hemdlise completa da mistura.
partir de dados tendo apenas solu¢do de hemoglobina como Protocolo 2 obtencdo do hemolisado classico
amostra. (solucdo de hemoglobina) com tetracloreto de carbono.
Dependendo do tipo de hemoglobinopatia, os niveis @entrifugou-se 2 ml da amostra a 1500 rpm por 5 min;
hemoglobina A e fetal podem variar de modo bem amplo, comemoveu-se o plasma sobrenadante e lavou-se os
de zero a quase 100%. Para a hemoglobjnarmretanto, seus eritrocitos por duas a trés vezes com solucdo de NaCl a
valores nao se elevam ou decaem de modo tédo grande, cheg@ndb%:; apos ultima lavagem e centrifugacéo, desprezou-
apenas a valores de quase zero a no maximo 10%. Deste medo) sobrenadante, adicionou-se um volume equivalente
sua determinacdo requer um bom controle de qualidade deadgua destilada, homogeneizou-se e completou-se com
utilizacdo de valores de referéncia aproprigdos volume de tetracloreto de carbono equivalente ao do
O diagndstico laboratorial das hemoglobinopatias se faemolisado formado; agitou-se vigorosamente o tubo de
através da caracterizacdo laboratorial da presenca afesaio e centrifugou-se a 2000 rpm por 15 min. Retirou-
hemoglobinas anormais. Ao contrario das outras hemoglobinas, a camada superior correspondente a solucdo de
aHbA, tem de ser medida com consideravel preciséo e exatiddemoglobina.
porque o diagnéstico de algumas destas entidades clinicas, como Na 2° etapa foi utilizado os protocolbporém a solucdo
por exemplo aB talassemias menores pode depender de um valle saponina a 1% foi acrescido KCN a 0,01%, eom
de HbA somente 1 a 2% acima do intervalo de referéncia  substituicéo de tetracloreto de carbono por cloroférmio mais o
Embora os protocolos técnicos particularizem o tipo decréscimo de KCN 0,05% ao hemolisado, na proporgéo de 2:1.
amostra a ser usado para a determinacao da hemoglobina fetal As dosagens de hemoglobinaras duas etapas foram
(HbF), onde s6 deve ser feita a partir de hemolisado classiaealizadas pelo método de eluicdo eletroforética, descrito por
solugdo de hemoglobina - (obtido a partir de cloroférmio ddarengo- Rowe
tetracloreto de carbono), esta restricdo ndo ocorre
necessariamente para dosagem de Hbaste modo, nosso RESULTADOS
trabalho se propds a estudar a possibilidade de uso @é’(éo dispostas as tabelas 1 e 2.
hemolisado com saponina para a dosagem da.HbA

MATERIAL EMETODOS Tabela 1- Analise de teste t pareado entre as dosagens dg HbA

tendo como amostras hemolisados com saponina versus

Uma vez que ndo ha diferencas entre os niveis fgn,jisado classico obtido com tetracloreto de carbono.
hemoglobinas A, A2 e fetal em amostras de individuos acima

dos 6 meses de idade, ndo anémicos e com hemoglobinas

normais, todas as amostras incluidas em nossa casuistica erd3m l\‘;’gdpi%r('c';? T&ggf;((’;f)to t P
de individuos com mais de 2 anos de idade, que apresentavggn 257 215 973 <0001

niveis de hemoglobina acima de 13 g/dl, padréo eletroforético

normal a eletroforese alcalina em pH 8,6, bem como valores

normais para o VCM, HCM e CHCM obtidos por automacéo e

sem alteracdes na morfologia eritrocitaria e no teste dabela 2- Andlise de teste t pareado entre as dosagens dg HbA

resisténcia osmotica em NaCl a 0,36%. tendo como amostras hemolisados com saponina + KCN versus
Em uma 1° etapa foram analisadas 30 amostras de sariggiolisado classico obtido com cloroférmio + KCN.

periférico de criangas com mais de 2 anos, de Creches do

municipio de S&o Luis, MA. Na 2° etapa, 40 amostras de sangue  Saponina + KCN Cloroférmio + KCN t p
periférico de adultos de Centros de Salde da cidade de Sao Média % Média %
Paulo, SP. 40 2,66 2,62 0,607 0,547
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(1) (2) (3) (4) haver uma tendéncia de que os valores obtidos para dosagem de
hemoglobina Aa partir de hemolisado com saponina serem, em
média, 0,42% maiores que aqueles obtidos por hemolisado classico.

Além disso, todas as determinagdes (100%) obtidas na 1°
etapa pelo protocolo 1 (hemolisado com saponina) tiveram
HbA resultados maiores que aqueles obtidos pelo protocolo 2
(hemolisado classico) reiterando a tendéncia de um grupo de
resultados ser maior que o outro.
Ay c——— - —_— S HbA2 Os resultados obtidos na tabela 2, demonstram néo haver
Anidrase  diferencas nas dosagens de Hbdm hemolisado classico, quando
Carbonica  comparados ao hemolisado com saponina acrescido de KCN.
Ponto Essa diferenca nos resultados, pode ser explicada, em parte,
— Aplicacdo  pela inconveniéncia da saponina pura em deixar no hemolisado o
estroma celular, juntamente com membrana, proteinas e outras
debris. Isto dificulta, tanto a entrada das hemoglobinas nos poros

Figura 1- Eletroforese alcalina de Hb em acetato de celulose, com diferen@a fita de acetato de celulose. como também. a corrida da amostra
tipos de hemolisados. ( 1) Cloroférmio; (2 ) Cloroférmio + KCN; (3 ) Saponina ’ !

+ KCN; ( 4) Saponina no campo elétrico. De modo que os cortes das fragcbes A e A2
ficam comprometidos, mesmo com uma boa aplicacdo da amostra
(A) (B) por parte do operador (Fig.1, amostra 4). Além disso, a instabilidade

molecular e aformacéo de metahemoglobina em amostras estocadas
também pode causar uma separa¢do menos definida entre as bandas,
prejudicando os cortes das fragoBsrém, a presenca de KCN na
solucdo de saponina estabiliza a hemoglobina em
cianometahemoglobina (HbCN\eliminando essas alteracdes
moleculares, definindo com mais clareza as bandas eletroforéticas
(Fig.1, amostra 3), de modo que quando comparadas com o
hemolisado classico + KCN (Fig.1, amostra 2), ndo houve diferenca
significativa entre eles na quantificagéo de LIbA
O hemolisado classico + KCN tem grande vantagem nos
Hb A hemolisados classico sem KCN quando é utilizada em amostras
estocadas, pois a metahemoglobina formada durante a estocagem
pode ser convertida em cianometahemoglobina pelo KCN (Fig.2).
De modo que as bandas ficam bem definidas e nitidas, semelhantes
as amostras nao estocadas (frescas).
Hb A2 Assim, 0S nossos resultados sugerem que para a
determinacéo de Ho/& mais prudente a utilizagao de hemolisado
Anidrase  obtido através de tetracloreto de carbono ou cloroférmio
Carbonica  (hemolisado classico) ou saponina com KCN. Para amostras
estocadas, € mais coerente a utilizacdo do hemolisado classico
Ponto acrescido de KCN. Somente nas amostras com suspeitas ou com
Aplicagdo  diagndsticos de metahemoglobinemias, hemoglobinas instaveis e
Hb M o uso de KCN deve ser utilizada com cautela.

CONCLUSAO

) . . A utilizacdo de hemolisado obtido somente com a solugéo
Figura 2 - Eletroforese alcalina de Hb em acetato de celulose com hemolisado . o L. .
classico estocado. (A ) com KCN; ( B ) sem KCN. A seta indica HE S@ponina a 1% gera resultado Q|st|nto com o do .hemollsado
metahemoglobina. classico na determinagéo quantitativa de HisAperestimando

os valores.
DISCUSSAO Os hemolisados classicos (tetracloreto de carbono ou
cloroféormio) e o hemolisado com saponina + KCN
Os resultados obtidos a tabela 1, revelaram diferenggamonstraram serem adequados para esta finalidade.
significativas (testet, p <0,001) quando foi utilizado hemolisado O uso de hemolisado apenas com saponina requereria a
com saponina em comparacéo ao hemolisado classico. Eles sugeté#iracéo de valores de referéncia especificos.
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Oliveira, R. A.G. -Could the saponin hemolysate be used for the hemoglgtimsage Rev. Inst. Adolfo
Lutz, 62(1): 17 - 20,2003.

ABSTRACT. It was made the evalution of the hemoglobi(H A.) determination using four hemolysate

types. Inthe 1 stage of the evalution thirty determinations were proceeded for fraction of $térfing

from hemolysate with saponine and starting from carbon tetrachloride, intis¢éage more 40
determinations were analyzed using hemolysate obtained through saponine and with cloroform, however
added with potassium cyanide (KCN). The statistical analysis done through test tsinithvevealed a
tendency of the results obtained starting from saponine are larger about 0,42% that those obtained starting
from carbon tetrachloride (p<0,001). However, when KCN is added in the hemolysate there is no significant
difference among the classic hemolisado and with the saponine. Like this, the use of the classic hemolysate

or of the saponine with KCN are indicative for Hhquantitative determination for the method of elution.

KEY WORDS: Hemoglobin A; hemolysate; hemoglobinophaties; electrophoresis.
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ABSTRACT . Tomato and tomato paste are among the most consumed foodstuffs worldwide. Although
their carotenoid compositions have been widely determined, some inconsistencies can be discerned in the
literature. In Brazily-carotene was detected in fresh tomato but not in various tomato products, using
open column chromatography (OCC). On the other hand, very high amounts of this carotenoid were
obtained in American tomato products, using high performance liquid chromatography (HPLC). Thus,
this work was carried out to verify if the difference in data was due to natural variation or an artifact of the
analysis. In fresh tomato, 11 carotenoids were identifieds|lycopene, phytoene, phytofluefiecarotene,

lutein, 13<¢is-lycopene, 1%is-lycopeney-carotenetrans-(-carotenecis-{-carotene, and neurosporene.

In tomato paste, aside from the mentioned caroteno&B;carotene and four unidentified carotenoids

were also detecteg.Carotene was found in comparable concentrations in Brazilian and American tomato
pastes, at levels much lower tHawearotene, apparently below the detection limit of OCC. The removal

of the peel and the maturity stage of the fresh tomatoes could not explain thedcasténe in Brazilian

tomato pastes, indicating that degradation was involved. The results do not lend support to the high levels
of y-carotene in American tomato products.

KEYWORDS. tomato, tomato products, carotenoiggarotene

INTRODUCTION Tomato and tomato products are among the most
In recent years, the marked improvement in the efficien@pnsumed foodstuffs worldwide and are often the major sources
of high performance liquid chromatographic (HPLC) columnsf carotenoids for the population. Although widely studied in
together with the on-line acquisition of UV-visible spectra witlterms of its carotenoid composition, some inconsistencies in
the photodiode array detector, have greatly facilitated thiee results reported can be discerned. For exampkrotene
analysis of complex mixtures of carotenoids in foods. With theseas found in 10 sample lots of fresh Brazilian tomatoes at 0.7
refinements in analytical instrumentation, conditions ar@.2ug/g, but not in 39 samples of tomato products (juice, paste,
propitious for the clarification of some diverging data in theuree and catchup)On the other hand, substantial amounts of
literature. y-carotene (means of 15 to 10@/g), surpassin@-carotene

! Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Unicamp, CP. 6121, CEP 13083-970, Campinas, SP.
* A quem a correspondéncia deve ser enderecada. E-daia@fea.unicamp.br
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(means of 2.3 to 1Hg/g), were found in tomato products inmobile phase methanol: tetrahydrofuran (with 0.01% butylated
the U.S. (total of 52 samples of tomato soups, tomato juideydroxytoluene), (95:5) at a flow rate of 0.8 mL/min. A
whole tomatoes, catchup, spaghetti sauce, paste, puree, @pterisorb S5 ODS2 narrow bore column (Watergn52.0
sauce), contributing significantly to the vitamin A value of thix 250 mm, was also used with acetonitrile:methanol:ethyl acetate
product$?. (73:20:7) as mobile phase at a flow rate of 0.25 mL/min.

Based on the data of different laboratories, Gros®etection of peaks was done at 450 nm and at the wavelengths
noted that the total carotenoid content of raw red tomatd maximum absorption (max plot), and the peak purity was
varied between 90 and 19@®/g fresh weight. Lycopene, verified through the spectra taken at the ascending and
the major pigment, made up to 90% of the total, witdescending slopes and at the maximum by the photodiode array
phytoene and phytofluene constituting 15-30%. Minodetector.
pigments identified werp-carotene{-caroteney-carotene,
and neurosporene. Data obtained by HPLC methods forripe 4. Open column chromatography (OCC)
tomatoes vary from 3.6 to 14y/g B-carotene and 7 to 116 A glass column, 25 (id) x 300 mm, packed with
pg/g lycopené&®571012 |n tomato products the carotenoidMgO;Hyflosupercel (1:1) activated at IDfor 4 hour§was
composition will vary depending on the carotenoidised to separate the total extract into three bands corresponding
composition in the raw material, and the time and severitg 3-caroteney-carotene and lycopene, which were eluted with
of the processing treatment that result in varying degre&2% acetone in petroleum ether, 20% acetone in petroleum ether,
of degradation. and acetone and 10% water in acetone, respectively.

The importance of reliable carotenoid data cannot be
overemphasized, and there is a worldwide effort to this end. 5. Identification of the carotenoids
Thus, this work was carried out to restudy the qualitative The carotenes (i.e. hydrocarbon carotenoids) were
composition of tomato and tomato paste so as to verify if thgentified by the combined use of the visible absorption spectra
difference in data is due to natural variation of the samples orand the chromatographic behavior in TLC, using silica thin layer

artifacts of the analytical process. plates developed with 5% methanol in toluene, HPLC, and OCC.
Lutein, the only xanthophyll (i.e. carotenoid containing oxygen

MATERIAL AND METHODS substituents) identified, was also submitted to chemical tests to

confirm the type and position of the substituents. These were

1. Sample collection and preparation acetylation with acetic anhydride of secondary hydroxyl groups

Fresh tomatoes were purchased from supermarketsaind methylation with acidified methanol of hydroxyl groups in
Campinas and analyzed on the same day. Tomato paste ofafhdic position. The conclusive identification of carotenoids was
three commercial brands with the largest sale volume in Bradikcussed in detail by Rodriguez-Améaya
were also bought in Campinas. Three national brands of tomato
paste from the United States were acquired from grocery stores RESULTS AND DISCUSSION
in Washington, DC.

The fresh tomatoes were homogenized in a Waring 1. Identity of the tomato carotenoids
blender and 10 to 20 g subsamples were taken for immediate Of the eleven carotenoids identified in fresh
analysis. Since tomato pastes would undergo homogenizatiomato, 10 were carotenes. These carotenoids eluted with
during processing, the tomato paste samples were simply mixbé@ solvent front on the silica TLC plates developed with

and 10 g samples were taken for analysis. 5% methanol in toluene, before lutein in the
MgO:Hyflosupercel column, and after lutein in the HPLC
2. HPLC analysis reverse phase column, indicating the absence of oxygen

Carotenoids were extracted with cold acetondunctions. Lycopene, neurosporeng&carotene, and
transferred to petroleum ether and concentrated in a rotgryytofluene exhibited visible absorption spectra with three
evaporator as described by Rodriguez-Amaljae concentrated well defined peaks, reflecting their acyclic structures, at
extracts were transferred to vials, brought to dryness with Nvavelengths commensurate with chromophores of 11, 9, 7
redissolved in 2 mL HPLC grade acetone with ultrasoniend 5 conjugated double bonds, respectively (Table 1).
agitation, filtered through PTFE filters of 0.p@#h (Millipore) Phytoene absorbed maximally at 286 nm with shoulders at
and injected into the HPLC instrument. 276 and 297 nm, consistent with a conjugated double bond

A Varian model 9010 ternary solvent system equippesiystem of only three double bonds. Although also having
with Waters model 994 photodiode array detector and a Watérks conjugated double bondg,carotene and-carotene
model 2690 separation module equipped with Waters moddisorbed maximally at wavelengths lower than lycopene and
996 photodiode array detector were used. Separation of thieplayed less spectral fine structure because of their
carotenoids was carried out with a polymerjg\dac 218 TP monocyclic and dicyclic structures, which put one and two
54 (Separations Group) columnpB, 4.6 x 250 mm, using as conjugated double bonds, respectivelypinngs.
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Table 1. Wavelengths of maximum absorption () of the BT TR m
carotenoids of tomato ‘ ‘
Carotenoid Amaxnm Anaxnm (mobile !
(petroleum ether) phase)* . . 1
1- lutein 421,442,470 425,446, 475 E
2 - trans-lycopene 442,468,500 446,473,504 E h ] _
3 -13-cis-ycopene - 361, 446, 473,504 i ' !
4 -15-cis-lycopene 437, 463, 495 360, 444, 468, 498 -~ . |, L:. 1| i
5 - neurosporene 416, 438, 467 418, 440, 469 "‘m_llll'- i (A 1MIL;]|,.I’ .
6 - y-carotene 435,458, 488 438, 463, 494 —’LJ —t . A '\-\_-._lllll.-_
7 - cis¢-carotene - 297,379, 400, 425 e Tl Fer— T o
8 - Z-carotene 376, 400, 424 380,402, 426 s (] -
9 - prcarotene (424), 448, 476 (428), 454, 480  Figurel. HPLC chromatograms of Brazilian fresh tomato (a) and tomato paste
' ' ' ' (b) extracts obtained with the Vdac column. Chromatographic conditions are
10 - phytofluene - 330,349,366  gescribed in text. Detection was set at 450 nm. Peak identification: 1. lutein, 2.
11 - phytoene - (276), 286, (297) [-carotene, 3y-carotene in fresh tomato and mixture in pastads-lycopene,

5. 13<¢islycopene and 6. 1Bis-lycopene.
*Acetonitrile:methanol:ethyl acetate (73:20:7). €8 lycopene,cis-(-
carotene, phytofluene and phytoene were detected only in HPLC.

Because of the predominance of lycopeneyterotene

The presence of twois-isomers of lycopene and apeak appeared very small. To verify better the occurrenge of
cis-isomer of{-carotene was observed only in HPLC, thearotene in tomato paste, preliminary separation on a
cis-configuration being shown by the wavelengths ofMgO:Hyflosupercel column was undertaken to separatp-the
maximum absorption lower than those of the respetitaress  carotene fraction, thg-carotene fraction, and the lycopene
carotenoids and theis-peaks at 361, 360, and 297 nmfraction before HPLC. The chromatograms of yhearotene
respectively. The designation of the &&- and 15cis- fractions of fresh tomato and tomato paste and the spectra taken
lycopene was based on the height of tepeak, which at different points of the peak corresponding-tarotene are
would be higher as the location of tlees-double bond presented in Figure 2. While the purity of faearotene peak
approached the center of the molecule. of fresh tomato was confirmed, the three spectra resembling

Compared t@-carotene, lutein absorbed maximallyeach other, that of the tomato paste proved tg-t&rotene
at slightly lower wavelengths, reflecting its chromophore ahixed with other compounds, probably carotenoid degradation
10 conjugated double bonds, and had slightly more defingtbducts. If not separated, these compounds would be quantified
peaks because only one conjugated double bond was iwith y-carotene, raising its concentration.
ring. The presence of two secondary hydroxyl groups was
demonstrated by the positive response to acetylation wi . = = = = =

PR S sk B el
acetic anhydride, and the allylic position of one of thes 5' E ] [a o ) i
groups by the positive reaction to methylation with acidifie - [ [ W ]
methanol. i, '
I
2. Occurrence ofy-carotene in Brazilian tomato paste .

Typical chromatograms obtained with the Wdac colum
of Braziian fresh tomatoes and tomato paste are shown
Figure 1, the carotenoid patterns being similar for the thr
brands of pastes. The Vydac column had been widely us *
in carotenoid analysis because of its efficiency¥
Chromatograms of the carotenoids of fresh tomato, tak
at 450 nm, had six defined peaks, which were identified *
lutein, B-carotene,y-carotene,trans-lycopene, 13gis- R i
lycopene and 15is-lycopene. More peaks appeared in th P ] i )

chromatograms of the tomato paste carotenoids and tlp@(;aure 2. HPLC chromatograms of tlyecarotene fraction obtained with \Wdac

p_efik corresponding W’Carmene appeared distorted. Thegjumn and absorption spectra of peak correspondipgaeotene of Brazilian
visible spectra taken at different points of the peak revealeekh tomato (a) and tomato paste (b). Chromatographic conditions are described

that it was a mixture. in text.
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The chromatograms obtained with the Wdac column Comparison of the chromatograms of the pulp and the
demonstrated that many minor compounds could elute in theel of the same lot of tomatoes (Figure 4) showed that, although
region betweerg-carotene and lycopene. To separate thegecarotene (peak 9) was much higher in the peebrotene
minor peaks better, other chromatographic conditions wefjgeak 6) appeared practically the same in the pulp and the peel.
tested.

Better separation was achieved with a monomeric
Spherisorb S5 ODS2 narrow bore column, usin & : e :
acetonitrile:methanol:ethyl acetate (73:20:7) as mobile pha "
(Figure 3). Setting detection at the wavelengths of maximu ==
absorption, 11 carotenoids were identified in fresh tomatoey .
lutein, trans-lycopene, 1Zis-lycopene, 15eis-lycopene, I
neurosporeng/-carotenegis-{-carotenetrans-{-carotenef3- i’ "

i

[

S .

carotene, phytofluene, and phytoene. In the tomato paste, : 4
B-carotene and four other unidentified carotenoids were al ™ | I , i
detected. - Ay - |
| . '.-'-r.'-"Ju |=_._.. ,.j?_w =-'-r’l '-t-fll*-'\—" ,
i m [

B F I5 : Figure 4. HPLC chromatograms of peel (a) and pulp (b) of fresh tomato extracts.
Chromatographic conditions and peak identification are same the figure 3.

Verification of the effect of the stage of maturity showed

i ' that with the exception d3-carotene, which was practically

?"‘ [ 3 = the same at the three stages of maturity, all other carotenoids,

'i I including y-carotene, increased from the almost ripe to the
overripe stage (Figure 5). The maturity effect, therefore, could

not account for the disappearancg-oarotene in the processed

Brazilian tomatoes.

[

:j._ I\..J,e' iju!'-.ai-lju | g ' ) __.JLI

- B s M S - A —L
Lisi 1] g e
Figure 3. HPLC chromatograms of Brazilian fresh tomato (a) and tomato pas ~ [@ i — 1 [F 3 -

(b) extracts obtained with Spherisorb S5 ODS2 narrow bore colum .|
Chromatographic conditions are described in the text. Detection was set at
wavelength of maximum absorption. Peak identification: 1. luteitras- '
lycopene, 3. 13islycopene, 4. 1Bislycopene, 5. neurosporeney&arotene, E
7. cis-{-carotene, 8trans-{-carotene, 9f3-carotene, 10. phytofluene, 11.
phytoene. E‘

- m | = ;

The purity of they-carotene peak was confirmed in botr _{| }j__ h_ i . ___,'r"'. i _U-'L. il h:,-j_:_:_. |
the fresh tomato and tomato pagt€arotene was apparently =~ T
lower in the tomato paste, however. This level was probak .
below the detection limit of the open column chromatograph
method used by Tavares and Rodriguez-Amayglaining why
y-carotene was not detected in tomato products in this worl I-- |

An attempt was also made to explain the unexpect: . | .
lowering of they-carotene content in Brazilian tomato paste i . i .
Considering theBrix reported by Tavares and Rodriguez- Bl - ‘ﬂ
Amayd, the tomato paste samples analyzed would be ab B lJ_
five times more concentrated than the fresh tomato. Tht sep ,'jl':: =
significant loss of-carotene occurred during the processing o ———
Brazilian tomato paste. This loss could be due to any one or a
combination of the following factors: (a) removal of the peef;qye 5. HPLC chromatograms of fresh tomato at three different stages of
(b) stage of maturity of the tomatoes used as raw materials, axurity: almost ripe (a), ripe (b) and overripe (c). Chromatographic conditions
(c) degradation of the carotenoid during processing. and peak identification are same the figure 3.

. I
a1 8
L“\"‘-'I'\..-'.ll-
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The major reason for loss gfcarotene therefore
appeared to be degradation during processing tiiames-

lycopene content of the tomato paste products (means of
158 to 183ug/g) analyzed by Tavares and Rodriguez-

Amaye® were in the expected range (about 35§q),
calculated from the soluble solids. TRecarotene levels
of the pastes (means of 4.3 to 8J/g) were in the same
range as the fresh tomato (5 1.1ug/g), falling short of
the expected values (about 2§/g). This could be partly

explained by the removal of the peel, which appeared to

have much higher levels @tcarotene as mentioned earlier.
y-Carotene content in the paste should be aboun8/§,

this small amount being practically lost during processing.

2. Occurrence ofy-carotene in American tomato
paste

An attempt was made to find an explanation for the

discrepancy in the data obtained by Tonucci €€ ahd
Tavares e Rodriguez-Ama%aThe difference in the-

carotene contents of American and Brazilian tomato
pastes, could be due to any one or a combination of the
following factors: (a) difference in tomato cultivars used
as raw materials, (b) difference in the processing condition,

and (c) analytical variation.

Typical chromatograms of the carotenoids of tomato
pastes produced in the United States, obtained with the
Vydac and Spherisorb column are shown in Figure 6, the

three brands showing similar patterns.

|’| .
qu.J'm A - JII w]u'lll_ ]_L_-_

Lo B ]

.
[}

Figure 6. Typical HPLC chromatograms of the carotenoids of American tomato
pastes obtained with Wdac 218 TP 54 (a) and Spherisorb S5 ODS2 (harrow
bore) columns. Chromatographic conditions are described in the text. Peaks

identification are the same as Figure 3.

The major differences in the carotenoids patterns
of the tomato paste were: (a) phytoerielycopene, and
cis-B-carotene were markedly higher in the American
tomate paste, and (b) two unidentified peaks, one very close
to lutein and the other tgpcarotene were also greater in
the American tomato pastes. hearotene peak, however,
appeared essentially of same magnitude and evidently
smaller than th@-carotene peak in both pastes. Thus, this
comparison did not shed any light on the huge difference
in they-carotene content (994811.5ug/g vs. not detected)
of the American and Brazilian tomato pastes analyzed by
Tonucci et af? and Tavares and Rodriguez-Amaya
According to the chromatograms obtained in Figures 1 and
5, the American and Brazilian tomato pastes should have
practically the same amountsya€arotene. The lycopene
level (554.5+ 4.33 vs. means of 158 to 188/g) was
about three times in the American tomato paste while the
[B-carotene content (12£2.4 vs. means of 4.3 to 8.¢/

g) was slightly highet!2

A closer look at the chromatogram presented by
Tonucci et al? revealed that thB-carotene peak was
substantially greater than tiiecarotene peak. Even

considering that theﬁfg‘; of y-carotene (3100 in

petroleum ether) is higher than the fe¢arotene (2592

in petroleum ether), and the change in the mobile phase
(a gradient was used), trcarotene concentration

could not be much higher (almost 8 times) than that of
[-carotene.
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RESUMO. Tomate e extrato de tomate estéo entre os alimentos mais consumidos no mundo. Embora as
suas composic¢des de carotendides tenham sido amplamente determinadas, algumas inconsisténcias podem
ser verificadas na literatura. No Brasil, usando cromatografia em coluna aberta (§&€Ajpteno foi
detectado em tomate fresco, mas ndo em varios produtos de tomate. Por outro lado, altas quantidades
deste carotendide foram relatados em produtos de tomate americanos, usando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Assim, este trabalho foi realizado para verificar se a diferenca nos dados € devido
avariacao natural ou um artefato da analise. Em tomate fresco foram identifiaasitbsopeno, fitoeno,
fitoflueno, B-caroteno, luteina, 18s-licopeno, 15eis-licopeno,y-caroteno trans-{-caroteno,cis--

caroteno, e neurosporeno. Em extrato de tomate, além destes carotendides, foram detestBeos o
caroteno e quatro carotendides néo identificad@aroteno foi encontrado em concentragdes comparaveis

nos extratos de tomate brasileiros e americanos, a niveis muito menoref-gqaeaieno, aparentemente

abaixo do limite de deteccdo do CCA. A remocéao da pele e o estado de maturacéo do tomate fresco ndo
justificariam a perda dg-caroteno nos extratos de tomate brasileiros, indicando o envolvimento da
degradacao. Os resultados ndo corroboraram com os altos niyeiardéeno reportados nos produtos

de tomate americanos.

Palavras-chave tomate, produtos de tomate, carotendiglesroteno.
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RESUMO. A finalidade do presente trabalho foi verificar a qualidade microbioldgica de detergentes e
seus congéneres destinados a limpeza, higienizacdo ou alvejamento de objetos inanimados e/ou ambientes
de uso comum ou coletivo, fornecendo subsidios para a¢des de Vigilancia Sanitaria. Foram analisadas 57
amostras, no periodo de dezembro de 2001 a abril de 2002, tendo sido observadas evidéncias de
contaminacao microbiol6gica em 42% dos produtos analisados, sendo que entre estes 38% corresponderam
a detergentes para lavar lougas, 29% a amaciantes de roupas e 25% a detergentes para limpeza geral. Os
dados obtidos indicam a necessidade de um controle mais rigido quanto as BPF e C, para garantir a
seguranca de uso destes produtos.

PALAVRAS-CHAVE . Microrganismos, detergentes

INTRODUCAO Boas Praticas de Fabricagéo e Controle...”, sendo que no caso

De acordo com a Resolugdo Normativa n° 1/78das Industrias de Saneantes Domissanitarios, as diretrizes para
detergentes e seus congéneres sdo produtos destinadssadamplantacdo estédo estabelecidas pela Portaria n® 327, de
limpeza, higienizagéo ou alvejamento de objetos inanimado3€/ de julho de 1997, da Secretaria Nacional de Vigilancia
ou ambientes de uso comum ou coletivo. Sanitaria do Ministério da Salfd@ qual padroniza e define

A Resolu¢cdo RDC 1184, de 22/10/F1 da Agéncia procedimentos, métodos de fabricacdo, condi¢cbes das
Nacional de Vigilancia Sanitaria, estabelece normasimstalacdes, equipamentos e respectivas manutengdes, critérios
procedimentos referentes ao registro de produtos saneamtesseguranca, bem como matérias primas, embalagens,
domissanitarios. No paragrafé @ artigo 2, esta Resolugédo condi¢des de estocagem e aspectos relativos ao meio ambiente,
estabelece que “as empresas legalmente autorizadas a prodazito forma de garantir a qualidade e a seguranca no uso destes
ou importar estao sujeitas a verificagdo do cumprimento dadutos.

! Instituto Adolfo Lutz - Segao de Controle de Esterilidade e Pirogénio

2 Instituto Adolfo Lutz — Segao de Cosméticos e Produtos de Higiene

* Endereco para correspondéncia: Av. Dr. Arnaldo, 355 — CEP 01246-902 — Sao Paulo / SP
e-mail: adrbugno@ial.sp.gov.br
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Embora ndo se verifiquem parametros de qualidade Identificacdo de microrganismos contaminantes
microbiolégica, estabelecidos em legislacdo, para produtos A identificagcdo dos microrganismos contaminantes foi
saneantes domissanitarios, esta avaliacdo permite verificax@cutada conforme indicado na Farmacopéia Brasikima
atendimento as Boas Praticas de Fabricacdo e Controle. Farmacopéia Britaniéa abrangendo a pesquisa para

A finalidade do presente trabalho foi verificar a qualidad8taphylococcus aureuBseudomonas aerugingsgalmonella
microbiol6gica de detergentes e seus congéneres, fornecesglp, Escherichia colie outros microrganismos do grupo dos

subsidios para a¢6es de Vigilancia Sanitaria. coliformes, comdllebsiellaspp eEnterobacteispp. Os meios
de culturas utilizados no isolamento 8&aphylococcuspp
MATERIAIS E METODOS foram Agar Baird Parker (DIFCO) e Agar Manitol Salgado
Amostras (DIFCO), com incubacao a (342)°C por 48 horas, sendo que

Foram analisadas 57 amostras de procedéncia naciomal, colénias suspeitas foram submetidas a avaliacéo
referentes a andlises fiscais efetuadas no periodo de dezemtiomomorfolégica apds coloracdo de Gram e 0s cocos gram
de 2001 a abril de 2002, sendo: positivos, testados quanto a presenca de coagulase. Para a

35 detergentes — 15 destinados a limpeza geral, 14 lapasquisa dé’seudomonas aerugings#i utilizado o Agar
loucas e 06 correspondentes a outras categorias — 12 amacia®étsmida (OXOID) com incubacéo a (34)°C por 48 horas
de roupas, 04 limpadores multi-uso, 03 desengraxantes,d&hdo que coldnias esverdeadas e fluorescentes sob luz

limpa-aluminio e 01 sab&do em po. ultravioleta foram repicadas para placas contendo Agar para
deteccao de Piocianina (OXOID) e para placas contendo Agar

Métodos para deteccdo de Fluoresceina (OXOID), incubadas & (34
Preparacdo da amostra 2)°C por 48 horas. Coldnias suspeitas foram submetidas a

Para os ensaios microbiolégicos foram utilizadaavaliagdo micromorfoldgica apéds coloracdo de Gram e no caso
aliquotas de 10 g, para os produtos sélidos (detergente e satifioonstatacdo da presenca de bastonetes gram-negativos foi
em po6) ou semi-solidos (limpa-aluminio), ou de 10 mL, para egecutado teste de oxidase. Para 0os microrganismos oxidase
produtos liquidos, adicionadas a 90 mL de Caldo Lethegpnsitiva, foi realizada a prova de crescimento a 41°C em Caldo
(DIFCO), utilizado por apresentar em sua composi¢cd®HI (MERCK). Para pesquisa dgalmonellaspp foram
polissorbato 80 e lecitina de soja. A partir da diluic&o inicialitilizados para enriquecimento seletivo os meios Selenito cistina
correspondente & diluicdo -10foram executadas diluicdes (OXOID) e Rappaport-Vassiliadis (OXOID), com incubacéo a
decimais seriadas até a diluicad* ltilizando Caldo Letheen (34 + 2)°C por 24 horas, sendo o crescimento obtido transferido
como diluente. para placas contendo Agar Verde Brilhante (DIFCO) e Agar

Bismuto Sulfito (DIFCO), incubadas a (342)°C por 48 horas.
Contagem de Bactérias Heterotroficas e de Fungos - As colbnias suspeitas foram repicadas em meio RUGAI
Técnica de plaqueamento em profundidad&” modificado, incubado a (34 2)°C por 24 horas. As colbnias

A técnica de plagueamento em profundidade foi utilizadauspeitas foram submetidas, entéo, a testes sorolégicos
para a contagem de bactérias heterotréficas e para a contagepecificos. Para a pesquisaEscherichia colie outros
de fungos, tendo sido executada conforme indicado ndcrorganismos do grupo dos coliformes, utilizou-se o Agar
Farmacopéia Brasileita na Farmacopéia Britanfeatilizando Eosina Azul de Metileno (segundo Levine) (BIOBRAS)
Agar Caseina de soja (DIFCO) e incubagio aH{2%C, por incubado a (34 2)°C por 48 horas. As col6nias observadas
24 a 48 horas, na contagem de bactérias e Agar Sabourfmdm repicadas em meio RUGAI modificado e incubadas a (34
dextrose com cloranfenicol (ACUMEDIA) e incubacgéo a£26 + 2)°C por 24 horas.
1)°C, por 5 dias, na contagem de fungos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Contagem de coliformes totais e coliformes fecais - Quarenta e dois por cento das amostras analisadas
Técnica do Numero Mais Provavet? apresentaram evidéncias de contaminagao microbioldgica, sendo

A técnica do Numero Mais Provavel (NMP) foi utilizadaque entre estas, 38% corresponderam aos detergentes lava-
para a contagem de coliformes totais e fecais, tendo sidacas, 29% aos amaciantes de roupas, 25% aos detergentes
executada conforme indicado na Farmacopéia Bradikeima para limpeza geral, 4% ao detergente em p6 e outros 4% ao
Farmacopéia Britani€autilizando Caldo Lauril sulfato de sédio produto desengraxante. Considerando cada categoria, 64% das
(ACUMEDIA) com incubagéo a (34 2)°C, por 24 a 48 horas, amostras de detergentes lava-lou¢as analisadas, 58% das
para a contagem de coliformes totais (teste presuntivo). Pa@eostras de amaciantes de roupas e 40% das amostras de
teste confirmatério de coliformes totais, foi utilizado Calddetergentes para limpeza geral apresentaram contaminantes
Lactose Bile-Verde Brilhante (DIFCO) com incubac¢éo aX34 microbioldgicos detectaveis.

2)°C, por 24 a 48 horas. De modo geral, os produtos que evidenciaram
Na contagem de coliformes fecais, utilizou-se Caldo E€rescimento microbiano apresentaram valores de pH entre 5,0
(OXOID) com incubacéo a (46 1)°C, por 24 horas. e 9,0. Produtos como limpador multi-uso, limpa-aluminio,
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TABELA 1 — Média das contagens obtidas para os grupos de microrganismos pesquisados de acordo com o tipo de prod
avaliado

PRODUTO Bactérias heterotréficasBolores e leveduras Coliformes totais  Coliformes fecais
(UFC/g oumlL) (UFC/g oumlL) (NMP/g oumlL) (NMP/g oumL)
Amaciante de roupas (9.4 %23) x 10 1,0 x 10° <1,0 x 10 <1,0x 10
Desengraxante 1,0 x 10 <1,0x 10 <1,0x 10 <1,0x 10
Detergente em po 1,0 x 10 <1,0x 10 <1,0x 10 <1,0x 10
Detergente lava loucas (L 22,7)x 100 (2,0+1,4)x 10° (9,9+1,2) x 10' (2,3+3,2) x 10°
Detergente para limpeza geral (1,4245) x 10 1,0 x 10 (2,2+1,2)x 10° <1,0 x 10
MEDIA (8,1 +7,9) x 10' (7,0+11,0)x10° (5,1 +6,8)x 10° (2,3 +3,2) x 10°

detergente caustico e desengraxantes, que ndo evidenciardoou g de aerdbios e auséncia de coliformes totais e fecais) e
crescimento microbiano, apresentaram valores de pH abaixs#eforem considerados o risco potencial a saude dos
5,0 e acima de 9,0. No caso de produtos em po, a baixa ativideolesumidores, bem como a necessidade de implantacdo dos
de agua destes produtos seria um fator que impediria eventpagcedimentos de Boas Praticas de Fabricacdo e Controle.
contaminantes microbianos, embora em um destes produtos foi
possivel a detecgdo de contaminantes. As principais fontes de contaminag&o microbioldgica durante
Considerando apenas as amostras que evidenciarafcessos produtivos sdo ambiente produtivo, equipamentos
contaminagdo, a presenca de bactérias heterotroficas govolvidos no processo, pessoal, matéerias primas e produtos
detectada em 100% destas amostras, enquanto que a predetggaediarios utilizadds. Entre as fontes de contaminagéo, a agua
de coliformes totais e fecais foi detectada em 29% e 8% desapresenta-se como uma das principais preocupacdes no controle de
amostras, respectivamente. Com relagéo a presenca de fung@daminacéo microbiologica, por apresentar ampla utilizagéo tanto
17% das amostras contaminadas evidenciaram presencaadmpeza e sanitizacdo de equipamentos, na limpeza de areas
bolores e leveduras. produtivas, de produtos e matérias primas, como no preparo dos

A Tabela 2 mostra os tipos de microrganismos detectados de acordo com a categoria de produto analisado.

TABELA 2 - Tipos de contaminantes microbiolégicos observados de acordo com o tipo de produto avaliado

PRODUTO MICRORGANISMO OBSERVADO

Amaciante de roupas Enterobacter spp e
Bactérias Gram (-) ndo fermentadoras

Detergente em pé Staphylococcus spp

Detergente lava lougas Enterobacter spp, Klebsiella spp,
Pseudomonas spp e outras bactérias Gram (-) ndo
fermentadoras

Detergente para limpeza geral Staphylococcus spp, Klebsiella spp, Escherichia coli,
Pseudomonas spp e outras bactérias Gram (-) ndo
fermentadoras

A Tabela 1 mostra a contagem media de contaminagg@dutos. A utilizagdo de agua de baixa qualidade microbiol6gica
observada em cada categoria de produto analisado. No gerpbde acarretar alteragdes microbianas nos produtos elaborados,
contagem meédia obtida para bactérias heterotroficas foi de Bwliabilizar a obtengéo de produtos que atendam aos padrdes
x 10* UFC/g ou mL, para fungos foi de 7,0 ¢ LIFC/g ou mL, microbiolégicos exigidos, além de possibilitar a presenca de
para coliformes totais foi de 5,1 x*IAMP/g ou mL e para microrganismos patogénicos, que colocam em risco a salde do
coliformes fecais foi de 2,3 x 1NMP/g ou mL. Estas contagensconsumiddt®.
apresentaram-se altas se comparadas as contagens permitidas De modo geral, os contaminantes da agua s&o
para produtos que apresentam parametros microbiolégiaiktorrentes da sua fonte e da exposicdo ao ambiente até chegar
estabelecidos, como os produtos cosmétigns x 16 UFC/  ao local de consumo. De acordo com as diretrizes para as Boas
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Préticas de Fabricacdo e Controle (BPF e C) para a Industidinalidade e de procedimentos para o controle da agua
de Saneantes e Domissanitafj@sagua de alimentacdo devautilizada no processo produtivo, que devem envolver também
inicialmente atender aos critérios para agua potavel, ou seja procedimentos de higieniza¢éo dos sistemas de tratamento,
gue respeite a Portari@ 86, de 19 de janeiro de 1990, dodos tanques de armazenamento de 4gua e do sistema de
Ministério da Saude No caso das industrias farmacéuticagjistribuicad?.

evidéncias mostram que algumas contaminacdes

microbiolégicas da dgua utilizada estdo vinculadas ao sistema CONCLUSAO

de distribuicdo e a tanques de armazenagem, tanto da agua de Dos produtos analisados, 42% apresentaram evidéncias de
alimentacdo como da agua tratad®ara a utilizacdo de aguacontaminagéo microbiana, cuja natureza, quantitativa e qualitativa,
com qualidade microbiologica satisfatéria € necessério, alémdica a necessidade de um controle mais rigido no que se refere a
do monitoramento da qualidade da agua de alimentacdamplantacéo de BPF e C como forma de garantir a seguranca de uso
estabelecimento de sistemas de purificacdo de agua adequastes produtos.
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Bugno, A. et al - Microbiological contaminants in detergents and sinkarsinst. Adolfo Lutz, 62(1):
27-30,2003.

ABSTRACT. The scope of this work was to verify the microbiological quality of detergents and similars
used to cleaness, hygienical purposes or to whitish objects or rooms to subsidize actions by the Sanitary
Vigilance. Fifty seven samples were analyzed in the period from December, 2001 to April, 2002 and it was
observed microbiological contamination in 42% of the products analyzed; from these, 38% were detergents
destinated to washing dishes, 29% of clothes softening and 25% of detergents for general purposes. The
conclusion was that there is the necessity of more rigid control of these commercial products in order to
guarantee the quality and be sure about the safety of them.

KEY WORDS. Microrganisms, detergents
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RESUMO. No presente trabalho, estudamos a freqiiéncia de achados de esfregacos anormais pelo exame
de Papanicolaou nas populacdes de adolescentes (idade <=21 anos) e adulta (>21 anos) atendidas pelo
Setor de Citologia do Instituto Adolfo Lutz — Programa de Prevenc¢do do Cancer de Colo Uterino nos
tltimos seis anos (1996 a 2001). Verificamos que a freqiéncia destes achados vem aumentando
gradativamente em ambas as populac¢des, sendo sempre mais alta nas adolescentes (1,7%, 2,3%, 1,8%,
1,3%, 2,6% e 4,2%, respectivamente). Nas mulheres adultas, as lesdes também sofreram progressivo
aumento com o passar dos anos, com ocorréncia de 1,2%, 1,3%, 1,0%, 0,9% 1,6% e 2,5%, respectivamente.
A analise estatistica mostrou uma tendéncia linear de aumento de freqiiéncia de exames anormais em
ambos os grupos sendo maior nas adolescentes. Acrescendo os dados dos quatro anos precedentes (1992
a 1995) de estudo similar, publicado anteriormente, envolvendo o mesmo tipo de populagfes, as diferencas
foram ainda mais notaveis com relacdo aos anos posteriores: de 1992 a 1995, a freqiéncia de lesdes na
populacdo de adolescentes foi de 0,45%, 0,95%, 1,12% e 2,10%, e na populacdo de adultas, 0,44%,
0,72%, 0,87% e 1,18%, respectivamente.

Uma vez que a progresséo das lesfes para cancer cervical se da em um periodo médio de dez anos, é de
grande importancia que a populacdo mais jovem, sexualmente ativa, também seja monitorada pelos
Programas de Prevencéo de Céancer do Colo Uterino.

PALAVRAS-CHAVE. Teste de Papanicolaou, cancer de colo uterino, adolescentes.

"Instituto Adolfo Lutz — Divisdo de Patologia —Sec¢é&o de Citologia Oncética
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INTRODUCAO 2- Atipias de células glandulares de significado indeterminado
(conhecida pela sigla inglesa AGUSAtypical Glandular

InfeccgBes cervicais pelo Papilomavirus Humano (HPV) Cells of Undetermined Significarjce
associadas a anormalidades citologicas em esfregacos cérvdcoNeoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) graus 1,2 e 3
vaginais, vém suscitando especial interesse em Salde Pub#eaCarcinoma (CA)
uma vez que tais infecgdes estdo relacionadas ao cancer do colo
uterino (CA) e lesdes precursoras: neoplasias intraepiteli@s critérios morfologicos para os diagndsticos acima referidos
cervicais (NIC) graus 1 a 3, bem como atipias de significadloram aqueles descritos pela Sociedade Brasileira de
indeterminado em células escamosas (ASCUS) ou em célulatmpatologia (1993)
glandulares (AGUS).

Adolescentes sdo mais suscetiveis a estas infeccdessas alteracdes foram comparadas em pacientes de duas
devido a imaturidade do colo uterino e maior exposicdo gapulacdes:
zona da jun¢do escamo-colunar (JEC). Paralelamente, estas
lesBes parecem progredir mais rapidamente em mulheres maioadolescentes (idade menor ou igual a 21 anos);
joveng. Desta forma, atividade sexual precoce e promiscua
representa um fator de risco para o desenvolvimento de cancer
do colo uterino.

Recentes estudos tém demonstrado uma maior
prevaléncia de infec¢do pelo HPV associada a anormalidades ]
citolégicas pelo exame de Papanicolaou, em populacdes de
adolescentes, comparadas as de mulheres ddulEmbora 3.5 1
as atipias citolégicas sejam mais freqlentemente de baixo gratu1
em adolescentes, existe o risco de progressao das mesmaspar;
lesdo de alto grau e carcinoma se nao tratadas, especialmente
se envolvem infecg¢éo por sub-tipos de HPV de alto risco [165 |
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58] 14

O presente estudo teve o objetivo de verificar 85 |
freqiiéncia de achados de atipias citologicas em esfregagqgs |
cérvico-vaginais entre pacientes do sexo feminino atendidas
pela Rede Publica de Saude do Estado de Sao Paulo, cujos
exames de Papanicolaou foram analisados pelo SetorZde € adultas (idade maior de 21 anos).
Citologia Oncética do Instituto Adolfo Lutz Central (S&o
Paulo, SP), com idade menor ou igual a 21 anos (adolescentes)
ou idade superior a 21 anos (adultas), nos ultimos 6 anos (1996
a 2001).

Freqiéncia de casos com lesfes
(ASCUS, NIC 1, 2 e 3) em adolescentes

o

-

1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Freqiéncia de casos com lesdes
(ASCUS, NIC 1, 2 e 3, carcinoma)
em mulheres adultas

MATERIAL E METODOS ]
2,5

Foi verificada a freqiiéncia de esfregagos cérvico-vaginai |
corados pelo método de Papanicolaou, com atipias citoldgicas
em relagdo ao total de casos examinados por ano, entre 0s caso|
examinados pelo Setor de Citologia Oncética do Instituto Adolfo? -
Lutz entre 1996 e 2001. Em adicdo, foram extraidos dad@g
obtidos entre 1992 e 1995, em trabalho similar reallzado
anteriormente pelo Setor de Citologia do Instituto Adolfo Lutz ©
(Utagawa et al, 1998)com a finalidade de complementar o
estudo da variacdo na frequéncia de achados de atipias RESULTADOS
citologicas.

vJ

—

1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Os resultados do presente estudo mostraram que a
As atipias consideradas para selecgéo foram: frequéncia de esfregagos com atipias vém aumentando
gradativamente em ambas as populac¢des estudadas nos ultimos
1- Atipias de celulas escamosas de significado indeterminagisis anos, sendo sempre mais alta nas adolescentes (1,7%, 2,3%,
(conhecida pela sigla inglesa ASCUSAdypical Squamous 1,8%, 1,3%, 2,6% e 4,2%, respectivamente). Nas mulheres
Cells of Undetermined Significarjce adultas, as lesbes também sofreram progressivo aumento com
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0 passar dos anos, com ocorréncia de 1,2%, 1,3%, 1,0%, 0)8%6es precursoras, especialmente se envolvem infeccdo por sub-
1,6% e 2,5%, respectivamente. tipos de HPV de alto risco [16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,

Na populagdo de adolescentes, ndo houve nenhum c&6p58¥.
de carcinoma, e o achado de NIC 1 foi o mais freqiente em A zona de transformacdo da cérvix (JEC), na qual as
todos os anos. Na populacdo de adultas, os achados focétalas colunares podem sofrer metaplasia escamosa, esta mais
semelhantes, exceto pela presenca de casos de carcinomaexposta durante a adolescéncia do que na vida adulta. Esta area

Em estudo anterior, também analisando esfregacésmais susceptivel a infeccdo por agentes patogénicos de
cérvico-vaginais nas populacdes de adolescentes e aduitassmissdo sexual, inclusive pelo HPV, sendo a area a partir da
atendidas pelo Instituto Adolfo Lutz (Utagawa et al, 1998) qual originam-se a maior parte das lesbes precursoras e
havia sido verificado um aumento progressivo na frequénciacircinomas cervicais. A menor produgdo de muco cervical, que
lesBes detectadas pelo método de Papanicolaou ao longo dpdde atuar como uma barreira protetora contra agentes
anos (1987 a 1995) em ambas as popula¢des, porém maioinfecciosos, associada a maior area de ectopia cervical em
populacéo de adolescentes: estas freqUiéncias variaram de 0,8détescentes, sdo fatores biolégicos de risco para a infeccéo
em 1987 a 2,1% em 1995 nas adolescentes e de 0,37% em 1@8ds agentes patogénicos, inclusive o HPV. Respostas imunes
a 1,18% em 1995 nas adultas. incompletas podem também favorecer estas infet@sgundo

A populacao feminina atendida pelo Setor de Citologidein et al?, as lesdes precursoras do cancer do colo uterino
do Instituto Adolfo Lutz tem sido sempre a mesma, isto progridem mais rapidamente em mulheres muito jovens.
mulheres atendidas pelo Programa de Saude da Mulher da Os fatores acima apontados mostram a importancia do
Secretaria da Saude do Estado de S&o Paulo. Desta foraxame de prevencdo do cancer do colo uterino, ndo sé na
acrescendo mais 4 anos ao presente estudo (1992 a 199F)apellacdo de mulheres adultas, mas também na de adolescentes
acordo com as freqiiéncias obtidas por Utagawa et al (1898)sexualmente ativas.
diferenca na freqliéncia de casos com atipias citolégicas ao longo  Os resultados do presente estudo mostram que a
dos anos foi mais notavel, como pode ser observado nos grafitegiiéncia de achados de esfregagos cérvico-vaginais com
1 e 2. Na populacéo de adolescentes, esta freqiiéncia varioatgsas, vem aumentando progressivamente ao longo dos ultimos
0,45 a 4,25% de 1992 a 2001, representando aumento em t@mas, e em maior propor¢do na populacdo de adolescentes.
de 10 vezes. A andlise estatistica mostrou uma tendéncignabora na populac¢do mais jovem, a freqiiéncia de lesdes mais
aumento linear significativa (p=0.0049; slope=0,2820734; graves tenha sido baixa, e nenhum caso de carcinoma invasor
coeficiente de correlagéo (r) = 0,8054). Foram mais freqlentesha sido registrado entre adolescentes, devendo-se salientar
os casos de NIC 1, e ndo houve nenhum caso de carcinomagqtiaapenas 20% da populacao feminina no Estado de S&o Paulo
populagdo de adultas, esta freqiiéncia variou de 0,44 a 2,54Hliza exame periddico de prevencado do cancer do colo uterino,
de 1996 a 2001, representando aumento em torno de 5 vezesedundo estimativas da Secretaria da Saude, Programa de Saude
analise estatistica mostrou uma tendéncia a aumento lingaMulher (1997) E possivel que esta porcentagem seja ainda
significativa (p=0.0049; slope= 0,154),0391; coeficiente de menor em alguns dos outros Estados do pais. Assim, aquelas
correlacdo (r) = 0,8119?x 0,06592). Foram mais freqiientesmulheres que ainda nédo estdo envolvidas no Programa de Saude
os casos de NIC 1; a porcentagem maxima de casos de carcindan®lulher, correm maior risco de progressdo de lesdes ndo
por ano foi de 4%. A comparacdo entre as duas populacdiésgnosticadas, para carcinoma invasor.
(testet ndo pareado) mostrou que a tendéncia a aumento linear A maior freqUéncia de lesbes precursoras do cancer do

foi maior no grupo de adolescentes (p<0,0001). colo uterino na populacéo de adolescentes, envolve fatores ndo
apenas bioldgicos, mas também culturais e sociais. A falta de
DISCUSSAO uma adequada educacao sexual e uma visdo demasiadamente

liberal da sexualidade, muitas vezes incentivada pelos meios de
Ha uma estreita relacdo entre a infec¢do pelo HPV ecomunicacao, acarreta consequiéncias em Salde Publica, como
desenvolvimento do céncer do colo uterino, a partir de su&sa patente nos resultados obtidos no presente estudo.
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ABSTRACT. The aim of the present study was to ascertain the frequency of abnormal PAP smears
(ASCUS, AGUS, SiLs and carcinoma) in two populations that search for the Program of Cervical Cancer
Prevention of the Public Health Services of Sdo Paulo State (Brazil) in the last six years (1996 to 2001):
adolescents (up to the age of 21 years) and adults (over 21 years). The samples were examined at Division
of Pathology of Adolfo Lutz Institute. The frequency of uterine cervix lesions is increasing constantly in
both populations but mainly in adolescents (1.7%, 2.3%, 1.8%, 1.3% 2.6% and 4.2% respectively). The
adult women also have showed a progressive increasing of the lesions during the period studied: 1.2%,
1.3%, 1.0%, 0.9%, 1.6% and 2.5%, respectively. The addition of data of four anterior years (1992 a
1995) of a similar study previously published, involving the same type of populations, the differences were
still further notable if compared to the posterior years: from 1992 a 1995, the frequency of lesions in the
adolescent population was 0,45%, 0,95%, 1,12% e 2,10%, and in the adult population was 0,44%, 0,72%,
0,87% e 1,18%, respectively.

Statistical analysis showed a tendency of linear increase in frequency of abnormal PAP smears in both
groups, being greater in the adolescent group. Since the progression of intraepithelial lesions to invasive
cancer may occur in a period of ten years, the younger sexually active population should be monitored by
regular programs for uterine cervix cancer detection.

KEY WORDS. Papanicolaou test, cervical cancer cervix, adolescents
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RESUMO. O método de citologia em base ligliida parece apresentar uma série de vantagens em relacéo
ao convencional: melhor disposi¢éo celular, facilitando a interpretacdo; redu¢éo do nimero de hemacias,
exsudato inflamatério e muco, preparacéo de laminas adicionais do mesmo caso sem ter que se convocar
a paciente; utilizacdo de material residual para testes moleculares para identificacdo de HPV e outros
microorganismosO método de base liqlida, pelas vantagens mencionadas, detecta maior numero de
lesBes, além de menor indice de amostras inadequadas ou limitadas por alguma razdo. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar os achados citolégicos obtidos com duas metodologias diferentes de preparo
de citologia em base ligliida, o novo sistema DNA - CITOLIQ (DIGENE-Brasil) e o sistema Autocyte
(TRIPATH, USA), e correlaciona-los com os achados de citologia convencional obtidos da rotina do
Setor de Citologia Oncoética do Instituto Adolfo Lutz. Foram estudadas 509 amostras consecutivas pelo
sistema DNA - CITOLIQ e 398 amostras pelo sistema Autocyte, de mulheres atendidas no Hospital
Leonor Mendes de Barros no ano de 2002, participantes voluntarias do projeto INCODEV ICA4-CT-
2001-(10013). Das 509 citologias preparadas pelo método DNA - CITOLIQ (DIGENE-Brasil), 0,6% foram
insatisfatérios; 89,3% negativos; 2,0% lesBes de baixo grau; 0,8% lesbes de alto grau; 0,2% carcinoma e
7,1% ASCUS / AGUS. Apresentou ainda 89% de amostras satisfatorias, 10,0% satisfatorias mas limitadas
por auséncia de JEC e 0,4% limitadas por outras causas. Pelo método Autocyte, em 398 casos, 0,5% foram
insatisfatérios; 88,2% negativos; 3,0% ASCUS / AGUS; 6,8% les&es de baixo grau e 1,5% lesdes de alto
grau. Apresentou 84% de amostras satisfatorias, 15,25% satisfatdrias mas limitados por auséncia de JEC
e 0,25% satisfatorias mas limitados por outras causas. Foram examinadas 33.313 citologias colhidas pelo
método convencional em 2001, onde 5,0% foram insatisfatorios; 92,6% negativos; 1,3% lesdes de baixo
grau; 0,3% lesdes de alto grau e 0,05% de carcinoma invasivo; 0,7 ASCUS / AGUS. Em relacéo a qualidade
da amostra, apenas 22,7% dos casos apresentaram células da JEC. Conclui-se que ambos métodos de
citologia em base ligliida apresentaram performances semelhantes quanto a qualidade das amostras, com
menos casos insatisfatérios que o convencional. Observamos ainda, para ambos métodos, aumento
significativo na sensibilidade para deteccéo de lesdes intraepiteliais, sobretudo as de baixo grau, quando
comparadas ao método convencional.

PALAVRAS — CHAVE. Citologia de base liquida, HPV, esfregaco cérvico-vaginal.

!Instituto Adolfo Lutz,2Hospital Leonor Mendes de Barros, Sdo Paulo?ISftuto Superiore di Sanita, Roma lItalia.
"Endereco para correspondéncia: Instituto Adolfo Lutz Divisdo de Patologia - Av. Dr. Arnaldo, 351 —7° andar
CEP: 01246-902 — S&o Paulo — SP — Brasil — e-mail : mirandasmp@ig.com.br
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INTRODUCAO ano de 2002 patrticipantes voluntérias do projeto INCODEV
ICA4-CT-2001-(10013).

A citologia de base liguida surgiu para atender as O Sistema DNA-CITOLIQ (Digene-Brasil) consiste de
demandas de escrutinio computadorizado. Para viabilizaum kit de coleta composto por um tubete com 1ml de solucédo
leitura das laminas por computadores, era necessario Umversal Collection Medium (UCM) e escova. Apés a coleta, a
preparado que apresentasse o menor numero possiveksigva é colocada dentro do frasco com liquido preservante,
artefatos e sobreposicfes celulares; dessa forma, os prepargdebrando-se a haste da mesma. No laboratério, o tubo com a
citolégicos em base liquida foram chamados a principio denostra € homogeneizado em vortex por 20 segundqs; @90
citologia de mono camada ou camada'fina amostra sdo aliquotados e dispensados de maneira uniforme sobre

O numero de células em meio liqtiido é considerado idealsuperficie de uma membrana acomodada em sistéemprite
uma vez que ao ser acomodado no recipiente, a quase totalidae capacidade para 12 laminas. O preparado ocupa uma area
das células coletadas s&o transferidas ao meio. Ao se preparairaglar de 25mm de didmetro. A tampa do suporte do sistema é
amostras, essas células sdo randomizadas por agitafgbada com o conjunto lAmina/membrana e travada por 10
(independente dos métodos disponiveis no mercado) e oferecsegundos.
teoricamente, uma amostra mais representativa. Essa metodologia O processo do Sistema Autocyte (Tripath;USA), é
traz um grande avanco no preparo citolégico, uma vez quedwnposto por um kit com 10 ml de solu¢é@o preservante e uma
evidéncias de que apenas 20% do material colhido pelo métedoova do tipo Rover’'s. O frasco é homogeneizado em vortex,
convencional é transferido para a lamina; o restante, que deténando uma suspenséo randomizada de células. Essa suspenséo
aderido a escova/espatula, é descartaddém disso, tem sido é removida do frasco de coleta e colocada sobre um liquido de
advogado que a citologia de base liquida apresenta uma séridatesidade alta dentro de um tubo pléstico de centrifugacdo. O tubo
vantagens em relag&o a citologia cervical convencional, comoentrifugado, e o sobrenadante é removido e descartado. O “pellet’
caracteristicas citomorfolégicas nitidas e de facil interpretac@suspenso com 4ml de dgua deionizada. Dessa solucéo é retirado
melhor disposicéo celular (distribuigdo homogénea), menor 4&20ul e alocada dentro de uma camara de assentamento. Apos
de analise. Ha, também, evidente reducéo do nimero de hemafii@g;do e secagem, as laminas sdo coradas. A amostra é distribuida
exsudato inflamatério, muco e preparo de laminas adicionaisuttiformemente sobre uma area de 13 mm de diametro.
mesmo caso sem ter que convocar a paciente e utilizacdo do Para ambos métodos, as laminas sédo fixadas
material residual para testes moleculares para identificacdoimiediatamente em alcool absoluto e coradas pelo Método de
agentes etiolégicos, como o HPV Papanicolaou.

A citologia de base liquida € o resultado de mais de uma  Todos os casos foram analisados em estudo cego por
década de pesquisas, onde se buscou um Unico meio, cuatro dos autores (SMMP, MLU, MYSM, ALF). Casos
condi¢cdes de preparo citolégico de exceléncia em fixacdonsatisfatorios, suspeitos e positivos foram discutidos por pelo
preservacgéo celular e de moléculas protéicas e acidos nucléioesos trés observadores e as discrepancias resolvidas em reuniéo
para estudos biomoleculates de consenso em microscopio de multipla observacdo com um

Associada a preservacgéo celular, alguns parametros aioapatologista (CL).
continuam sendo valorizados para o reconhecimento da qualidade Os resultados obtidos foram comparados com os de
de uma amostra como a presenca de células da juncdo esc&3@13 esfregacos de citologia convencional do ano de 2001
colunar (JEC)P”, e por isso sua presenga em meio liquido tambémalizado na rotina do Setor de Citologia Oncética do Instituto
tem sido avaliada. Adolfo Lutz

Tem sido relatado também que a citologia de base liqliida, Os resultados do exame de Papanicolaou foram
pelas vantagens mencionadas, detecta maior nimero de les@lassificados de acordo com o Sistema de Betiesda
além de apresentar reduzidos indices de amostras insatisfatorias
ou limitadas por alguma raZ&a° RESULTADO

Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho
diagnéstico e adequabilidade das amostras de duas metodologias A tabela 1 apresenta os percentuais diagnésticos
diferentes de preparo de citologia em base liqliida e comparadbservados nos sistemas de base liquida analisados e no método
com os achados de citologia convencional obtidos junto a roticenvencional. Observa-se marcante predominio de amostras

do Setor de Citologia Oncaética do Instituto Adolfo Lutz. insatisfatorias no método convencional (5%) representando
quase 10 vezes mais em relacdo as observadas em base liquida,
MATERIAL E METODOS independente do sistema.

Os percentuais diagndésticos observados mostram
Foram estudadas 907 amostras cérvico-vaginaasimento de lesdes detectadas pela citologia em meio liquido,
consecutivas preparadas em base liquida, sendo 509 amostnale as LSIL (les@es intraepiteliais de baixo grau) e as HSIL
pelo sistema DNA -CITOLI®e 398 pelo sistema Autocyte, de(lesdes intraepiteliais de alto grau) também foram mais
mulheres atendidas no Hospital Leonor Mendes de Barrosfneqlientes do que em esfregagos convencionais.
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TABELA 1 - Comparacao dos dois Sistemas de base liqiida com o método convencional.

DNA - CITOLIQ AUTOCYTE CONVENCIONAL

Diagndstico (%) n=509 (%) n=398 (%) n=33.313
Insatisfatério 0,6 0,5 5
Negativo 89,3 88,2 92,6
Ascus/Agus 7,1 3 0,7

LSIL 2,0 6,8 1,3

HSIL 0,8 1,5 0,3
Carcinoma 0.2 - 0,05

A tabela 2 apresenta um quadro comparativo de Mesmo com a introducdo de novos instrumentos de
qgualidade da amostra entre os métodos DNA - CITOLIQaleta como o uso de escovas para a regido endocervical, ndo
Autocyte. Nestes, podemos observar semelhangas quantdeanos observado aumento de células da JEC no preparado
namero de casos satisfatérios que chegam a 89% no DNgonvencional que seja comparavel ao observado em base ligiiida
CITOLIQ e 84% no Autocyte. como nesta amostra. Sabemos que esta limitacdo do método

A auséncia das células da jungdo escamo-colunar (JE@nvencional pode estar diretamente relacionada a alta
também foi de 10% no sistema DNA - CITOLIQ e 15,25% nfyeqiiéncia de resultados falso negativos.

Autocyte. Uma outra questao a ser avaliada no método

O método convencional apresentou no periodeonvencional € a amostra insatisfatoria. O estudo de Fagundes
analisado, 22,7% de casos com células da JEC. mostrou que 4,39% das amostras convencionais foram

TABELA 2 - Comparacéo dos Sistemas de base ligliida com a amostragem.

DNA — CITOLIQ AUTOCYTE
Amostragem (%) n=509 (%) n=398
Satisfatoério 89,0 84,0
limitado por auséncia da JEC 10,0 15,25
limitado por outras causas 0,4 0,25

As alteracdes morfologicas das lesdeslassificadas insatisfatorias e destas 55,4% devido a problemas
intraepiteliais encontrados em ambos métodos de batefixagdo. Os nossos resultados mostram que nas citologias
ligiida foram as mesmas preconizadas para a citologm base liquida as amostras insatisfatdrias corresponderam a
convencional. cerca de 0,5%, independente do sistema utilizado. Nosso indice
de insatisfatérios em casos convencionais é de 5%, semelhante
aos dados da literatura. Com a metodologia em base liquida,

Existem estudos que demonstram a importancia ddo observamos problemas com relagéo a fixacéo. Apds a coleta,
representacao celular da JEC, como um parametro fundameataimostra é colocada imediatamente em liquido preservante; o
para a otimizacéo do diagndstico citoldgico de amostras cérvipeparado é confeccionado e fixado no laboratério, ndo havendo
vaginai$®’1? A citologia de base liquida tem sido referida commterferéncias nesse sentido.
método de performance superior em relagdo a citologia A diferenca de frequéncias de lesdes do colo uterino
convenciondf. Assim Bishopf ,em andlise preliminar concluiu deve ser avaliada com cuidado. A uma primeira andlise, o exame
gue a base liquida obtém uma melhor representacéo celulacalavencionahdo apresentou igual desempenho dos métodos
JEC com sensibilidade superior para a deteccdo de lesde®nobase liglida. Entretanto, deve-se ressaltar que os casos
gue o preparado convencional. convencionais avaliadeesse estudo referem-se a uma grande

Neste estudo fica claro que os preparados em base ligivdaedade de condi¢cdes de mulheres atendidas em um sistema
oferecem vantagens técnicas importantes em relacaaeprevencao de cancer darede publica. J& as mulheres atendidas
adequacgédo das amostras pois nos métodos de base ligligal@aprojeto INCODEV, embora ndo tenham histdéria clinica de
JEC esteve representada em 89% e 84% das amostras (DN&sao de colo uterino, pertencem a um Unico ambulatério
CITOLIQ e Autocyte), enquanto no método convencional especializado em atendimento a mulher. Essa diferenca de
representatividade foi de apenas 22,7%. populacéo alvo pode ter induzido, em parte, as diferencas

DISCUSSAO
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encontradas nas freqiiéncias das lesdes do colo uterino. Oufiginados pela Fundagdo Oncocentro para otimizar as acoes
variavel a ser considerada é a baixissima freqiiéncia de céluf® qualidade na Rede Publica de Saude mostrando que ha
da JEC na casuistica convencioeat,diferentes coletasgere ~ melhoria quando ha treinamento (Fundagé@o Oncocentro, Sdo
pode, também, ter influenciado os diagnésticos. Essas diferencB&ulo, 2002 — dados néo publicados).
porém, ndo justificam a deficiéncia dos preparados convencionais Fica-nos claramente a impressao de que os preparados
em relacéo ao de base ligiida no que se refere a qualidade dagoase liquida oferecem melhor qualidade quando diminui
amostras. drasticamente os casos insatisfatérios e com limitacoes,
O parametro de qualidade em relagdo a coleta tambés®bretudo relacionados a presenga de células glandulares. As
deve considerar a grande variabilidade dos profissionais q@émensoes e a limpeza do preparado em base liglida também
atuam junto a Rede. No hospital Leonor Mendes de Barros,ajerecem maior conforto visual ao observador e restringem a
corpo de profissionais é estavel; eventuais ndo conformidadégea de observacéo aumentando a chance de observacgéo de
podem ser diretamente discutidas entre os interessados e acaiégracoes celulares.
corretivas podem ser implementadas de imediato. Os ~ Embora o esfregaco convencional ainda seja
ambulatérios da Rede Publica apresentam maior mobilidade @éeconizado para o escrutinio de lesGes de colo uterino em
seus quadros influenciando negativamente na eficacia dgsandes populacdes, parece-nos evidente a vocagdo dos
acBes de treinamento e educagéo continuada. Apesar disBegparados de base liglida para otimizar qualitativamente o
anualmente cerca de 1000 profissionais de enfermagem s@ste de Papanicolaou.
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Pereira, S. M. M. et al - Cellularity evaluation in liquid-based cytology prepard@endnst. Adolfo Lutz,
62(1): 35-39,2003.

ABSTRACT. Liquid-based cytology (LBC) presents several advantages when compared to the
conventional smears, such as clean background, residual material for additional cytological preparations
or even for molecular tests to infectious agents identification, mainly HPV. Besides these advantages,
LBC detects more lesions than the conventional smears, and also reduce the number of unsatisfactory
samples and false negative cases. The goal of this work was to evaluate the cytologic findings of two
different LBC methodologies, DNACITOLI® (DIGENE-Brasil) and Autocyte system (Tripath, USA)
concerning the adequacy of the samples and diagnosis performance, and compare these results to those
reported by conventional smears daily routine analyzed at Adolfo Lutz Institute. A total of 509 samples of
DNA- CITOLIQ ® and 398 Autocyte consecutive cases from women examined at Leonor Mendes de
Barros Hospital in 2002 (INCODEV ICA-CT-2001-10013 project) were analyzed. From DNACITOLIQ

cases 0.6% were unsatisfactory, 89.3% were negative, 7,1% ASCUS/ AGUS, 2.0% LSIL, 0.8% HSIL and
0.2% squamous carcinoma. Regarding adequacy parameters 89% were satisfactory, 10.0% were limited by
absence of glandular cells and 0.4 limited by other reasons. Autocyte system diagnosis were: 0.5%
unsatisfactory, 88.2% negative, 3.0% ASCUS/AGUS, 6.8% LSIL and 1.5% HSIL. Conventional smears
comprised 33,313 samples where 5.0% were unsatisfactory, 92.6% were negative, 0.7% ASCUS/ AGUS,
1.3% LSIL, 0.3% HSIL and 0.05% squamous carcinoma. Satisfactory samples with glandular cells
representation account 22.7%. Both methods of liquid-based cytology have presented similar performances
regarning the adequacy of the samples, presenting lesser inadequate cases than the conventional. We
have also observed that both methods have showed better sensitivity than the conventional to identify
intraepithelial lesions, mainly the low grade.

KEY WORDS. Liquid-based cytology, HPYV, cervical smears
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RESUMO. As geléias de frutas, assim como outros produtos alimenticios de origem vegetal, podem
apresentar, como contaminantes, matérias estranhas e hifas de fungos fragmentadas, quando é utilizada
matéria-prima inadequada ou nédo séo adotadas boas praticas de fabricagdo. O objetivo do presente trabalho
foi padronizar procedimentos analiticos para quantificacao de filamentos micelianos de fungos totais e de
Geotrichume de matérias estranhas em geléias de frutas e avaliar tais contaminantes em 117 amostras
colhidas em supermercados da cidade de S&o Paulo. Foram adotados os métodos da Association of Official
Analytical Chemists International (AOAC). Como resultado da padronizacéo, foi estabelecida a diluicao
1+6 para as geléias de abacaxi, ameixa, figo e uva na contagem Howard de filamentos micelianos. Quanto
aos resultados das analises, 56,4% das amostras continham matérias estranhas (principalmente fragmentos
de insetos); 73,0% filamentos micelianos pela contagem Howard (maximo de 83% de campos positivos)

e 23,0% estavam positivas para hifazdmtrichum As geléias de abacaxi e de ameixa apresentaram
menor nimero de amostras com os contaminantes estudados. Considerando-se a legislacdo de alimentos
em vigor, os produtos estudados apresentaram alto indice de contaminac¢éo por flamentos micelianos e
matérias estranhas.

PALAVRAS-CHAVE: Geléia de frutas; andlise microscopica; matérias estranhas; fungos

INTRODUCAO Consumidor, Lei ©8.078/90 ¢ a legislacéo de alimentos, atuam
na protecdo da saude do consumidor
A Portaria /8 1.428/938, determina que as industrias De acordo com a legislagdo de alimentos em vigor geléia

processadoras de alimentos adotem programas de Boas Pratiedsutas “é o produto obtido pela cocgdo de frutas inteiras ou
de Producéo, visando uma melhor qualidade dos produtre pedacos, polpa ou suco de frutas, com agucar e agua e
alimenticios que, juntamente com o CdAdigo de Defesa doncentrado até consisténcia gelatinosa”. “O produto devera

1Secédo de Microscopia Alimentar, Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, SP, Av.Dr. Arnaldo, 355,
CEP.: 01246-902, e-mail: mcorreia@ial.sp.gov.br
2Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, SP.
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ser preparado de frutas sés e limpas, isentas de matéria termszecao das importadas) comercializadas nas principais redes
de parasitos, de detritos animais ou vegetais, e de fermentagliiesupermercados da Cidade de S&o Paulo. Foram realizadas 3
...". Deve haver “auséncia de sujidades, parasitos e l&fas” colheitas de amostras de mesma marca e com ndameros de lote/
As matérias estranhas (insetos, acaros e pélos de anin@agas de fabricacdo e/ou validade diferentes em cada colheita;
entre outros) quando presentes em ambientes industriais,como o nimero de industrias fabricantes foi diferente para cada
mesmo em utensilios e equipamentos desses estabelecimetifmsde geléia, das 117 amostras colhidas 3 foram de figo; 6 de
podem se integrar aos produtos, contaminando-os, alématbacaxi, ameixa, damasco e péssego; 9 de framboesa; 12 de
provocar alteracdes das caracteristicas sensoriais e rejeicdo @elora; 18 de uva; 24 de goiaba e 27 de morango.
consumidor.
Insetos, como moscas e baratas, assim como ratos, 2. Métodos
camundongos e passaros, devem ser considerados como fatores
de risco quando presentes em locais de manipulagdo de alimentos 2.1. Matérias estranhas
e o seu controle e eliminacdo devem ser realizados, através do Para o ensaio de matérias estranhas (sujidades) em geléias
emprego de Boas Préticas de FabriccAgresenca de pélos, de frutas foi utilizado o método 16.10.06/950.89a da ADAC
como os de roedores que sdo potenciais transmissores de uma Homogeneizar a amostra e pesar 100 g em frasco
série de doencas como a leptospirose e a salmofiélgsedica armadilha de 1000 mL. Adicionar 200 mL de agua filtrada a
ter havido contato do produto com o animal, excrementos BO’C e mexer com a haste do frasco. Adicionar 10 mL de HCI,
urina dos mesmés mexer, suspender a haste e prendé-la. Ferver o material em chapa
Outro contaminante que pode estar presente naguecedora durante 5Smin. Esfriar até a temperatura ambiente.
produtos sdo os fungos, que tem o desenvolvimento nidicionar 25 mL de heptano e agitar em agitador magnético,
frutas facilitado pela utilizacdo de equipamentos inadequadhisrante 5 min. Completar o volume do frasco com &gua filtrada
na colheita, uso de 4gua contaminada para a lavagesimexer, com a haste, em intervalos de 5 min, durante 20 min.
armazenamento em locais sujos ou, ainda, por les@es RigEixar em repouso 10 min. Extrair em béquer de 400 mL, lavar
epicarpo causadas pelo contato com superficies irregulacegargalo e a haste do frasco com agua filtrada e coletar no
de equipamentos de lavagem e seléCddpo6s o mesmo béquer. Filtrar a vacuo o material do béquer, sobre papel
processamento das frutas as hifas dos fungos permaneckeniltro riscado.
no produto de forma fragmentada, a contagem de filamentos  As matérias estranhas extraidas e retidas no papel de
micelianos pode ser utilizado como indicador da qualidade filiro foram identificadas e quantificadas ao microscopio
matéria-prima utilizada, ou mesmo, das condi¢cbes @stereoscopico, com aumento de 30 vezes.
processamentd Os insetos e acaros foram montados em laminas
Como a “Association of Official Analytical Chemists utilizando-se liquido clarificante de Hoy&rgobertas com
International” (AOAC International)estabelece método paralaminulas e mantidas em estufa 2&@@or 48 h (para secagem
contagem de filamentos micelianos (método Howard) eendiafanizacdo) e, em seguida, procedeu-se a identificacdo de
produtos de diversas frutas mas ndo para abacaxi, ameixa, igordo com a literatura especified 101112
e uva, o presente trabalho foi desenvolvido com objetivos de  Os pélos de animais foram montados em laminas (como
padronizar procedimento analitico para contagem de filamentas procedimento descrito acima) e identificados observando-
micelianos em geléias de abacaxi, ameixa, figo e uva e de verifisaas estruturas da raiz, cuticula, cortex e médula
a contaminacéo das geléias industrializadas e comercializados
em supermercados da Cidade de S&o Paulo, quanto a presenca 2.2. Contagem Howard

de matérias estranhas e de hifas de fungos. Para a contagem Howard em geléias de frutas foi utilizada
a técnica 16.18.05/982.33AdB (AOACNeste método, apés
MATERIAL E METODOS a etapa de centrifugacdo da amostra o sedimento obtido deve
ser diluido com solucdo a 0,5% de carboximetilcelulose na
1. Amostragem proporcéo de: péssego e damasco (1+1), goiaba (1+3), amora,

framboesa e morango (1+6). Como nao estabelece a diluicdo

Para a padronizacdo do método Howard pamue deve ser usada para geléias de abacaxi, ameixa, figo e uva,
contagem de filamentos micelianos em geléias de fruths adotado como pardmetro o teor de sdlidos sollveis da
foram colhidas, em supermercados da Cidade de Sao Paalopstra ou grau Brix°Brix), medido em refratbmetro e
40 amostras-teste sendo 4 de cada tipo de fruta (abacésiseando-se nos valores de °Brix obtidos apds as diluicbes dos
ameixa, amora, damasco, figo, framboesa, goiaba, morangedimentos das amostras-teste das geléias de frutas descritas
péssego e uva). acima.

Para verificar as condi¢Bes higiénicas das geléias, no  Foram testadas diferentes diluicGes com solucédo a 5%
periodo de abril/98 a janeiro/99, foram colhidas amostras de carboximetilcelulose do sedimento das amostras de geléias
geléias de frutas de todas as marcas e tipos de frutas (a®rabacaxi, ameixa, figo e uva, para a obtencdo de valores de
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°Brix em intervalo semelhante aquele das frutas padronizagdgeta de 1 mL cortada na marca 0,9 mL) e a contagem dos
no método citado. Foi padronizada a aliquota da amostra enfil@mentos micelianos foi realizada em microscépio
g. estereoscopico, com luz transmitida, e aumen8dde45

O preparo das laminas e a contagem foram realizadoszes. Somente foram contadas as hifas com 3 ou mais
segundo o método 16.17.01/984.29ABC da AOAGra cada ramificacfes caracteristicas @eotrichum(hifas com
duplicata foram contados 75 campos (3 montagens com r2nificacdes regulares e ent dparentando uma peha)
campos cada uma) e o numero de filamentos micelianos foi O numero de filamentos foi calculado pela seguinte

calculado por: férmula:
N=Sx100
N = D°de campos positivos x 100 onde:
N = numero de filamentos micelianos/100 mL de
75 preparacgéo

» ) S =total dos filamentos micelianos contados nas
onde: N = percentual de campos positivos para filamentoss minas

micelianos Para as trés determinacées, os resultados foram

_ Nas analises das 117 amostras comerciais paianressos como a média aritmética dos valores encontrados
avaliar a contaminagdo por filamentos micelianos forapyg duplicatas
utilizados o metodo e as diluicdes propostas neste estudo: As analises foram realizadas na Secéo de Microscopia

Homogeneizar a amostra e pesar 50 g em béquer de 4G8entar do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo.
mL. Adicionar 150 g de agua filtrada e mexer com bastédo de

vidro para dispersar a amostra. Misturar bem o material do RESULTADOS E DISCUSSAO
béquer e transferir 40 ml para tubo conico de centrifuga
graduado de 50ml. Centrifugar a 2.200 rpm por 10 min. Deixar Matérias estranhas

a centrifuga parar espontaneamente e retirar os tubos. Decantar 5 Tabela 1 observa-se que 56,4% das amostras de geléias

0 sobrenadante sem mexer o sedimento. Ler o volume g0 i35 apresentaram matérias estranhas, com contaminagéo

sedimento e diluir com solugdo de carboximetilcelulose, g€, 1009 das amostras de geléias de amora e de figo.
acordo com a fruta: 1+1: péssego e damasco; 1+3: goiaba, 1+6:

amora, framboesa, morango, abacaxi, ameixa, figo e uva. Tabela 1.Namero e percentual de amostras de geléias de frutas
Contagem: com espétula, colocar quantidade adequaatendo matérias estranhas.

de material homogeneizado no centro da cAmara de Howard e

cobrir com a laminula. Contar 3 montagens de 25 campos Cad&l‘ipos de N°de

em microscopio Optico com aumento de 90 a 125x. Para B N° de amostras Amostras positivas

produtos diluidos 1+1 dividir o°rde campos positivos por 2, ~ 9€léias  marcas

antes de calcular o percentual de fungos. de frutas Analisadas [\ %
2.3. Contagem deGeotrichum Abacaxi 2 6 1 16,7

Ameixa 2 6 0 0,0

As andlises das amostras de geléias de frutas fora

preparadas segundo o procedimento 16.19.13/982.34A ora 4 12 12 1000

(AOAC)x: Damasco 2 33,3
Homogeneizar a amostra, pesar 50 g em béquer ﬁ?go 1 100,0

400 mL e adicionar 150g de agua fltrada. Misturar bem,

transferir 40 ml para tubo conico de centrifuga graduado déamboesa 3 9 7 77,8

40ml, adicionar 10 gotas de solucéo de cristal violeta @oiaba 8 24 13 54,2

misturar. Centrifugar 10 min a 2200 rpm. Imediatamente apg

a parada da centrifuga, retirar os tubos, decantar prango 9 21 18 66,7

sobrenadante e ler o volume do sedimento. Diluir ®éssego 2 6 3 50,0

sedimento na proporcdo 1+3 (v/v) com solucao d?Jva 6 18 7 38.9

carboximetilcelulose.
O preparo das laminas, a contagem e o célculo dtal 117 66 56,4
numero de filamentos micelianos@eotrichunfoi realizado Fragmentos de insetos foram encontrados com maior

segundo o método 16.19.09/984.30ABC da AQAC fregliéncia, aparecendo em 15 amostras de geléias de morango

A Parg cada amostra, em dupl_icata, foram p_reparadaes m valor maximo de 17 fragmentos em uma amostra de geléia
laminas, pipetando 0,5 mL do material em cadgutitizando de goiaba (Tabela 2)
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Tabela 2.NUmero de amostras por tipos de matérias estranhas isoladas de geléias de frutas.

Matérias estranhas Tipos de geléias de frutas
Tipos Quantidades A B C D E F G H I J

N° de amostras

Inseto 0 5 6 1 6 1 5 24 24 6 16

1-5 1 0 7 0 0 4 0 3 0 2

6-10 0 0 4 0 2 0 0 0 0 0

Larva 0 6 6 9 6 2 8 23 22 6 16

1-5 0 0 3 0 1 1 1 5 0 2

Exuvia 0 6 6 9 6 2 8 24 25 6 16

1-5 0 0 3 0 1 1 0 2 0 2

Ovo 0 6 6 10 6 3 5 23 25 6 17

1-5 0 0 2 0 0 4 1 2 0 1

Fragmento 0 6 6 6 5 0 7 13 12 3 13
de inseto 1-5 0 0 5 1 3 2 7 11 3 1

6-10 0 0 1 0 0 0 3 4 0 4

11-20 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

Acaro 0 6 6 2 6 3 4 24 26 6 15

1-5 0 0 9 0 0 3 0 1 0 3

6-10 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

11-20 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

Pélo de 0 6 6 12 5 3 9 24 27 6 18
Roedor 1-5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Total de amostras 6 6 12 6 3 9 24 27 6 18

A- Abacaxi B-Ameixa C- Amora D- Darasco
E- Figo F-Framboesa Gsoiabada HMorango

|- Péssego J- Uva
Insetos foram isolados em 6 tipos de geléias, com valtabela 3.Diluicdo e°Brix das amostras-teste de geléias de frutas.
maximo de 9 insetos em uma amostra de geléia de figo; acaros
mortos ocorreram em 4 tipos de geléias com uma amostra de Tipos de Ne de Diluicéo °Brix
geléia de framboesa apresentando 15 4caros. Somente um pélo |
de roedor foi encontrado e em uma amostra de geléia de damascd€l€ias de  amostras
(Tabela 2). frutas

Os insetos isolados das amostras de geléias de fruta&
. o . . mora 4 1+6 3,3
foram identificados como: cochonilha (Homoptera: Coccoidea);
afideo (Hemiptera: Aphididae); tripes (Thysanoptera: Damasco 4 1+1 9,6 *
Terebrantia); fqrmlga (Hymenoptera) e psocoéptero Framboesa 4 1+6 33
(Psocoptera:Psocidae).
Os acaros foram identificados como pertencentes assoiaba 4 1+3 4,0
seguintes ordens/familias: Acariforme (Oribatidae,
. - . . . Morango 4 1+6 3,4
Tenuipalpidae, Tarsonemidae, Eriophydae e Tarsonemidae) e 9
Parasitiforme (Mesostigmata, Phytoseidae e Gamasida). Péssego 4 1+1 9,8*
) - Abacaxi 4 1+6 31
Contagem Howard para filamentos micelianos
Ameixa 4 1+6 3,6
Os resultados obtidos na padronizacdo da diluicdo da%_.
h ~ o] 4 1+6 3,9
amostras-teste de geléias de frutas sdo apresentados na Tabe‘g
3 e representam a média dos valores obtidos nas 4 amostragva 4 1+6 3,4
teste de cada tipo de doce. * = Para o célculo do percentual de filamentos de fungos o resultado da

contagem deve ser dividido por 2.
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As amostras-teste de geléias de amora, framboesa, 100+
goiaba e morango, frutas que tém diluicdo estabelecida na 9o/
metodologia adotada, apés a diluicdo do sedimento, gg|
apresentaram valores tRrix entre 3,3 e 4,0 (Tabela 3). o 70

Valores deBrix 9,6 e 9,8 foram obtidos, respectivamentes . |
para as amostras-teste de geléias de damasco e de péssegp; no
entanto, pela metodologia de analise, para o calculo o ]
percentual de filamentos micelianos o numero de camp@s 401
positivos contados deve ser dividido por 2. - 304

Para as amostras-teste de geléias de abacaxi, ameixa, figo 20+
e uva, cuja diluicdo ndo esté estabelecida, os ensaios realizados 10+
indicaram ser a diluicdo do sedimento na propor¢do 1+ 6 amais |
adequada, por apresentar valoreXattix entre 3,1 e 3,9 e, assim, NSRRI B SRS
em intervalo semelhante ao das frutas padronizadas na RN A N R R S N
metodologia da AOAC (Tabela 3). Tal dilui¢éo foi utilizada na

andlise das amostras para verificacdo das condi¢des higiénicas.
Os resultados da Figura 1 mostram que em apenas 2?%"3 1. Percentuais de amostras de frutas em calda quanto a contagem de
L. . ) llamentos micelianos, pelo método Howard.
das amostras de geléias ndo foram observados filamentos
micelianos e o maior percentual de amostras positivas (38p§)sitivos para fungos considerando-se as 117 amostras,
pertence ao intervalo compreendido entre 1 e 10%. foi de 13,8%.

As geléias de amora, goiaba e uva apresentaram A maior contaminagado por fungos nas amostras de
0s maiores percentuais de campos positivos com filamenfiféias de goiaba e de uva indica haver um processo de sele¢ao
de fungos (Tabela 4). Embora houvesse resultad#eficiente para estas frutas na fase de industrializagao ou, ainda,
positivos até o maximo de 83% (intervalo compreendid®anipulacéo ou estocagem inadequadas das polpas utilizadas

entre 81 e 90%), a média obtida de percentuais de cam§6810 matéria-prima.

Intervalo percentual de campos positivos

Tabela 4.NGmeros e percentuais de amostras por tipos de geléias de frutas, quanto a contagem Howard para filamentos micelial

Intervalo de Tipos de geléias de frutas
campos A B C D E F G H | J
positivos
% de amostras
0 66,7 33,3 16,7 50,0 33,3 55,5 4,2 25,9 16,7 33,6
1—10 33,3 66,7 41,7 50,0 33,3 45,5 12,5 55,5 83,3 111
11—20 0,0 0,0 33,3 0,0 33,3 0,0 25,0 14,9 0,0 11,1
21—30 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 3,7 0,0 111
31—40 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 8,4 0,0 0,0 5,5
41—50 0,0 0,0 8,3 0,0 0,0 0,0 20,8 0,0 0,0 16,7
51—60 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 12,3 0,0 0,0 5,5
61—70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,5
71—80 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 8,4 0,0 0,0 0,0
81—90 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 0,0 0,0 0,0
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
A- Abacaxi B- Ameixa CAmora D- Damasco
E- Figo F- Framboesa G- Goiabada H- Morango
I- Péssego J- Uva
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100+ processamento térmico as hifas dos fungos permanecem no

90- produto final e, embora ndo sendo viaveis, poderiam ser

80 detectadas na contagem de filamentos micelianos.
o 704 .
s Contagem deGeotrichum
® 60
£ . - .
s 507 Na Figura 2 verifica-se que a maioria das amostras de
= 407 geléias de frutas (77%) ndo continha filamentos micelianos de
S . 7

30 Geotrichum enquanto 23% apresentaram de 1 até 8000

20 filamentos em 100 mL de preparacao.

107 As geléias de abacaxi, ameixa e figo estavam isentas

0 T T ' N T ' T ' desse fungo, enquanto as de goiaba e morango apresentaram

DAPAN @“ & %@Q %@“ & as maiores contagens de filamentos em termos de valores
N . s R . - ;.
N N N & N maximos (Tabela 5).
RS .
CONCLUSOES
N° de filamentos micelianos

Figura 2. Percentuais de amostras de geléias de frutas, quanto a contagemde A padronizagéo da diluigéo da amostra para o método
filamentos micelianos déeotrichum . ~ . S A
Howard nos produtos, cujas frutas ndo tinham diluicdo
Estudos com polpas de abacaxi, morango e uva, eng&abelecida, permitiu a contagem de filamentos de fungos em
outras, para determinacdo de bolores e leveduras, utilizarg®éias dessas frutas.

técnicas de contagem em placas e de tubos mdltiplos « As geléias de frutas apresentaram como principal

(métodos que avaliam a contaminag&o por fungos viaveggntaminante os filamentos de fungos, determinado pelo método
apresentaram resultados positivos para essBsward, seguido pelas matérias estranhas em percentual
contaminante’. A utilizacdo dessas polpas de frutasignificativo de amostras.

contendo bolores, como matéria-prima para a fabricacdo de  « As matérias estranhas encontradas com maior freqiiéncia

geléias (ou outros doces de frutas), mesmo apdsngs geléias foram insetos, acaros e fragmentos de insetos.

Tabela 5.NUumeros e percentuais de amostras por tipos de geléias de frutas, quanto & contagem de filamentos micelianos
Geotrichum

Intervalo de Tipos de geléias de frutas
filamentos miceliangs A B C D E F G H [ J
N° % de amostras
0 100,0 100,0 83,4 66,6 100,0 77,8 70,7 74,1 83,3 72,3
1—-500 0,0 0,0 0,0 16,7 0,0 11,1 4,2 7,4 16,7 16,7
501—1000 0,0 0,0 8,3 16,7 0,0 11,1 12,5 3,7 0,0 5,5
1001—1500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 7,4 0,0 55
1501—2000 0,0 0,0 8,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2001—3000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 3,7 0,0 0,0
7001—8000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 3,7 0,0 0,0
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
A- Abacaxi B-Ameixa C- Amora D- Darasco
E- Figo F-Framboesa Gsoiabada HMorango
I- Péssego J-Uva

46



Correia, M. e Roncada, M.J.: Padronizacdo de método e quantificacdo de matérias estranhas e filamentos micelianosdd. f(e¢dsSias
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(1): 41 - 48 ,2003.

» As geléias de abacaxi e de ameixa apresentaram  Os autores agradecem a Fundacdo de Amparo a Pesquisa
menor numero de amostras com o0s contaminantds Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pelo suporte financeiro.
estudados. A Marcia Bittar Atui, Pesquisadora Cientifica do Instituto

Adolfo Lutz, pela colaboracdo na identificacdo dos insetos e

AGRADECIMENTOS acaros.

RIALA6/938

Correia, M.e Roncada, M.J. Standardization of method and quantification of extraneous materials and
mycelial of molds. Il. Fruit jam$ev. Inst. Adolfo Lutz,62(1): 41 - 48,2003.

ABSTRACT. Fruit jams as well as other nourishing products of vegetal origin may present as contaminants
extraneous materials and mold mycelial, when inadequate raw material is used or good manufacture
practices are not adopted. The objective of the present study was to standardize analytical procedures for
quantification of mold mycelials an@eotrichummold, and extraneous materials in fruits jams and to
evaluate such contaminants in 117 samples of the products obtained from supermarkets in the city of Sdo
Paulo, Brazil. The methods of the Association of Official Analytical Chemists International (AOAC) were
adopted. As result of the standardization, a 1+6 dilution was established for the pineapple, plum, fig and
grape jams for the Howard mold counting. According to the results, 56.4% of the samples presented
extraneous materials (mainly insects fragments); 73.0% contained mycelial fragments for the Howard
mold counting and 23.0% were positive for mycelial fragmer@eotrichunrmold. The plum and pineapple

jams presented the lowest number of samples with the studied contaminants. Considering the current food
legislation, the evaluated products presented high index of contamination for mycelial fragments and
extraneous materials.

KEY WORDS. Fruit jams; microscopic analysis; extraneous materials; molds.
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Mazalli, M. R.; Saldanha, T. e Bragagnolo, N. - Determinacéo de colesterol em ovos: comparacgdo entre um
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RESUMO. Os métodos enzimaticos apesar de serem baratos e simples sédo pouco utilizados na analise de
colesterol em alimentos, uma vez que a enzima reage com qualquer esterol presente na amostra.
Considerando que ovos possuem apenas colesterol, o objetivo deste trabalho foi otimizar um método
enzimatico para determinagédo de colesterol em gema de ovos e compara-lo com um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em ambos os métodos foi realizado saponificacéo direta
das amostras e extracdo da matéria insaponificavel com hexano. No método enzimatico foi utilizado um
kit (LABORLAB SA) e a absorbancia foi determinada a 499 nm, 90 minutos apdés a reagdo. Na CLAE
utilizou-se coluna ¢, 100 x 4,6 mm x 4um (Chromolith, Merck), fase movel acetonitrila:isopropanol
(85:15) e fluxo de 2 mL/min. Os métodos foram validados através de testes de recuperacéo, material de
referéncia certificado de ovo em p6 (SRM 1846, NIST) e repetibilidade. Os valores médios de colesterol
nos ovos foram 136& 47 e 1364+ 40 mg/100g de gema para 0 método enzimético e por CLAE,
respectivamente, ndo havendo diferencas significativas (p>0,01) entre os resultados obtidos pelos dois
métodos. Ambos os métodos podem ser utilizados com confiabilidade para determinacéo de colesterol em
gema de ovos, sendo que 0 método enzimatico possui a vantagem de ser bem menos oneroso que o por
CLAE.

PALAVRAS-CHAVE. colesterol, CLAE, método enzimatico, ovos.
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INTRODUCAO acaso, ovos com peso médio de 60 g e peso médio de gema
de 17 g, obtidos em diferentes supermercados de Campinas,

O total de colesterol nos ovos tem correlac&o positiveo Paulo.
com a linhagem e idade das aves, peso do ovo, peso da Os ovos foram cozidos por cinco minutos apds
gema e correlacdo negativa com o percentual de produc&®Hlicao e posteriormente as gemas foram separadas,
niveis protéicos da diet&. Deste modo, os valores misturadas e homogenizadas, tomando-se 15 aliquotas de
encontrados na literatura para colesterol em ovos vari@m5 9 para analise.
largamente. Estas diferencas também sdo geradas, devido a
grande variedade de métodos analiticos. 2. Método

Para obtencao de resultados analiticos confiaveis,
torna-se necessario a validacdo dos métodos analiticos EM ambos os métodos as etapas anteriores a
escolhidos, que podem ser validados no préprio laboratsfisantificacédo foram semelhantes, realizando-se
através de teste de recuperaco e pelo emprego de matg@Rpnificacdo direta das amostras e extracdo da matéria
de referéncia certificado. Somente desta forma, os resultaéiggponificavel segundo Bragagnolo e Rodriguez-Arhaya
encontrados terdo exatidao e precisdo adequadas p&i@a modificacdes realizadas durante o presente trabalho.
finalidade a que se destin®m A Figura 1 demonstra o ﬂUXOgrama analitico.

O método colorimétrico foi muito utilizado para
determinacéo de colesterol em alimentos, entretanto, 2.1 Saponificacéo direta
superestimam o teor de colesterol, devido principalmente, a
presenca de fitoesterois, de triacilglicerdis ou acidos graxos ~ Pesou-se 0,25 g de amostra em tubo de ensaio com
livres, que interferem na formagc&o daé#t Por outro lado, tampa rosqueavel de 70 mL e adicionou-se 10 mL de KOH
segundo Bragagnolo e Rodriguez-Anfydependendo do 2% em etanol absoluto. Posteriormente, os tubos foram
método colorimétrico pode-se obter resultados comparavépocados em banho-maria a 50°C em agitacéo por 2 horas.
aos métodos cromatogréaficos. Em seguida, adicionou-se 5 mL de agua destilada e deixou-

Atua]mente1 o0s métodos Croma‘[ogréﬁcos sdo os mar resfriar. Para eth’a(;éiO da matéria insaponifiCéVEI,
empregadOS, porém1 apresentam custos e|evadosa¢Ci0nOU-Se 10 mL de hexano agitando em vortex porum
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sidBlinuto. Apds a separacéo, toda a fase hexanica foi
bastante utilizada na determinac&o do colesterol dfansferida para um tubo com tampa rosqueavel de 50 mL.
alimentos, pois além de separar os esterois, também sepdiapetiu-se a extragdo mais duas vezes.
outros possiveis interferentes e ainda pode ser realizada a
temperatura ambiente, ao contrario da cromatografia gasosa.2. Determinacéo do colesterol pelo método enzimatico
(CG), impedindo deste modo, a oxidacéo do cole&terol

Apesar dos métodos enzimaticos serem mais baratos Para o método enzimatico foi utilizado ukit
e simples, ndo existem muitos estudos a respeito de QUEBORLAB S.A) cuja enzima colesterol-oxidase reage com
utilizagcdo em alimentos, pois estes ndo apresentamrupo 33-OH dos esterdis produzindo perdxido de hidrogénio
especificidade para o colesterol, mas também para qualgque através de uma reagdo secundaria produz luteina, um
outro esterol presente, podendo desde modamposto de coloracdo rosada. A escolhkitdenzimatico foi
superestimarem os resultadé%. Baseiam-se na baseada no trabalho de Nogueira e Bragadfrmle verificaram
degradacéo do colesterol pela enzima colesterol-oxidas& haver diferengas nos resultados de colesterol obtidos por
produzindo peréxido de hidrogénio, que através de reagdtekit, rotineiramente usado na determinacdo de colesterol
secundaria produzem cor. No entanto, Jiang &hah sérico e outro especifico para colesterol em alimentos.
encontraram diferencas significativas nos valores de  Uma aliquota de 0,5 mL do extrato de hexano foi seco
colesterol em ovos obtidos através dos métodos enzimétiak N, Em seguida, 0,5 mL de isopropanol grau cromatografico
CLAEeCG. foi adicionado e agitou-se em vortex. Adicionou-se 3 mL do

Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizarreativo enzimatico preparado da seguinte forma: 0,5 mL do reativo

um método enzimatico para determinacéo de colesterol dator n® 1 (4 aminofenazona 0,025 mol/L), 0,5 mL do reativo de
ovos e compara-lo com um método por cromatografia liquickar n® 2 (fenol 0,055 mol/L), 19 ml de agua destilada e 0,4 mL do

de alta eficiéncia (CLAE). reativo enzimético (lipase e” 300 U/mL, COD e” 3 U/mL, POD
e” 20 U/mL) a amostra. Procedeu-se tratamento térmico por 10
MATERIAL E METODOS minutos a 3% 2°C em banho-maria. Apos repouso de 1,5 horas,
leu-se a absorbancia em espectrofotbmetro, contra o branco,
1. Amostras igualmente preparado, a 499 nm. A curva de calibragcéo foi

construida a partir de uma solugéo padrao de colesterol (50 mg/
Para a realizacédo deste trabalho foram adquiridos,%omL), variando de 0,04 a 0,24 mg.
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SAPONIFICACAO DIRETA

Tomar 0,5 mL do extrato de hexano Tomar 0,5 mL do extrato de hexaro
Adicionar padr&o interno (6-cetocolestangl) Secar sob N
Secar sob N

| Dissolver em 0,5 mL de isopropanol e
agitar em vortex

Dissolver em 1 mL de fase move
acetonitrila:isopropanol (85:15)

Adicionar 3 mL do reativo enzimatico
| Deixar 10 min a 37°@& 2°C em banho-marig

Condicdes: coluna g
Fluxo: 1 mL/min
Detector: UV-VIS a 210 nm Ap6s 1,5 horas de repouso, ler a
absorbancia em 499 nm

CLAE ENZIMATICO

FIGURA 1. Fluxograma para determinagéo de colesterol por CLAE e pelo método enzimatico

2.3. Determinacéo do colesterol por CLAE em po (SRM 1846, NIST), teste de recuperacao adicionando-se
dois niveis (0,79 e 1,56 mg/100g) de colesterol a amostra e
Tomou-se 0,5 mL do extrato de hexano, adicionou-sepetibilidade através do coeficiente de variagéo.
0,5 mL (0,504 mg) de 6-cetocolestanol como padréo interno e

secou-se sob NEm seguida, foi dissolvido em 1 mL de fase 4. Andlise estatistica
moével, filtrado em membrana com poro de 4t Injetou-se
no cromatografo liquido (SHIMADZU), constituido por um Para verificar as diferencgas entre os dados de colesterol

sistema de solventes (LAD 10); valvula “Rheodyne” com alggbtidos pelos dois métodos e a comparacdo dos valores
de amostragem de 200 e detector UV-VIS (SPD-10 AV). A experimentais com o padréo de referéncia certificado (SEM 1846,
coluna analitica usada foi, £ 100 mm x 4,6 mm x 4m  NIST) foi realizada analise de variancia e as medias foram
(Chromolith, Merck). A fase moével utilizada foi comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de significancia.
acetronitrila:isopropanol (85:15), com fluxo de 2 mL/min. Os

solventes utilizados foram grau cromatografico, filtrados e RESULTADOS E DISCUSSAO
degaseificados em ultra-som antes do uso. Os cromatogramas
foram processados a 210 nm. Os resultados obtidos de material de referéncia

A identificagdo do colesterol foi realizada através deertificado (Tabela 1) de ovo em p6 (SRM 1846, NIST) foram
comparacdo do tempo de retencdo das amostras com o padfad+ 0,2 mg/g para CLAE e 18#80,3 mg/g pelo enzimatico,
e a quantificacdo por padronizacdo interna, utilizando 6s quais ndo foram significativamente diferentes do valor referido
cetocolestanol como padrdo interno. Um cromatogranti@ material de referéncia certificado (16,2 mg de colesterol/

caracteristico pode ser observado na Figura 2. g de gema).
_ _ Ambos os métodos apresentaram uma boa recuperacao
3. Validag&o dos métodos analiticos (Tabela 2), embora o método por CLAE apresentou valores

_ _ _ mais elevados (99 e 96%) do que o método enzimético (93 e
Os métodos foram validados intralaboratorialmentg29s). Valores superiores de recuperagéo foram encontrados
através do emprego de material de referéncia certificado de @¢® Shen et df em gema de ovos (97,6%) e por Karkalas &t al.
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Figura 2. Cromatograma caracteristico de amostra de gema de ovo obtido por@imkhcdes cromatograficasFase mével:
acetonitrilazisopropanol (85:15), colung,CL00 x 4,6 mm x 4m (Chromolith, Merck,), fluxo de 2 mL/min. Picos: (1) 6-
cetocolestanol e (2) colesterol.

em carne e queijo (99,2%), ambos utilizando métodd@agagnol®(4,5%) em ovo em po, foram semelhantes e maiores,
enzimaticos. No trabalho de Bragagnolo e Rodriguez-Afnayaespectivamente, ambos utilizando métodos enziméaticos.
foram encontrados resultados semelhantes de recuperacdo ao Os valores médios de colesterol em gema de ovos foram
do presente estudo, obtidos por CLAE, na determinacdo 1263+ 47 e 1364 40 mg/100g de gema para 0 método enzimético
colesterol em ovos. e por CLAE, respectivamente, ndo havendo diferencas
Os coeficientes de variacédo (% CV) entre as amostrsignificativas (p>0,01) entre os resultados obtidos pelos dois
(Tabela 3) nos métodos foram equivalentes, variando 3,4% parétodos. Shen et #l.também nao encontraram diferencas
CLAE e 2,9% para o método enzimético, assim como, parasignificativas na determinagéo de colesterol em ovos utilizando
resultados do material de referéncia certificado (Tabela 1) quenétodo enzimético e a CG e Jiang éudilizando os métodos
variaram 1,3% para CLAE e 1,2% para o método enzimatianzimatico, CLAE e CG.
A repetibilidade entre os métodos foi satisfatoria, embora o
método enzimético dependeu de um controle rigoroso nas  Os valores de colesterol obtidos em ovos no presente
condi¢cbes de analise. Os coeficientes de variagbes obtidostpaivalho (232 mg/ovo) foram inferiores ao USBésemelhantes
Shen et al! em gema de ovos (1,6%) e por Nogueira aos encontrados por Bragagnolo e Rodriguez-Afmaya

Tabela 1 Teores de colesterol (mg/g) obtidos pela comparacéo entre os métodos enzimatico e por CLAE em material de referén
certificado de ovo em p6 (SRM 1846).

Método CLAE Método enzimatico SRM 1846
média+dp 19,1+0,2 a 18,8+0,3 a 19,0+0,2 a
CV (%) 1,3 1,2 1,1

médiat dp = médiat estimativa de desvio padréo de 5 amostras.
CV = coeficiente de variacdo
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 1%.

Tabela 2.Recuperacgdo de colesterol (%) em amostra de gema de ovo, obtidos pelos métodos por CLAE e enzimatico.

Colesterol adicionado (mg/100g de Método CLAE Método enzamatico
amostra) média+dp CV (%) média+dp CV (%)
0,79 99,0+1,0 2,0 93,0+2,4 2,6
1,56 96,0+1,0 1,0 92,0+1,0 1,0

médiat dp = médiat estimativa de desvio padréo de 5 amostras.
CV = coeficiente de variacdo
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Tabela 3 Resultados de colesterol (mg/100g) em gema de ovo, obtidos pelos métodos por CLAE e enzimatico.

Ovos Método CLAE Método enzimaético
1 1294 a 1341 a
2 1376 a 1318 a
3 1347 a 1329 a
4 1371 a 1324 a
5 1312 a 1347 a
6 1365 a 1359 a
7 1382 a 1353 a
8 1371 a 1424 a
9 1288 a 1406 a
10 1388 a 1394 a
11 1318 a 1312 a
12 1424 a 1424 a
13 1341 a 1329 a
14 1418 a 1406 a
15 1447 a 1394 a
Média+dp 1363 +47 1364+40
CV (%) 34 2.9

médiat dp = médiat desvio padrao del5 amostras.
CV = coeficiente de variacdo
Valores na mesma linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 1%.

CONCLUSAO AGRADECIMENTOS

Ambos os métodos podem ser utilizados com confiabilidade
para determinacdo de colesterol em ovos, sendo que o método Os autores agradecem a FAEP (Fundacdo de Apoio ao
enzimatico possui a vantagem de ser bem menos oneroso que &psino a Pesquisa), UNICAMP e ao CNPq (Conselho Nacional
CLAE, porém exige um controle rigoroso nas condi¢cdes de analde.Desenvolvimento e Pesquisa), pelo apoio financeiro.
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Mazalli, M. R.; Saldanha, T. e Bragagnolo, N. - The determination of cholesterol in eggs: a comparison of
an enzymatic method with that of high performance liquid chromatogi@ptaylnst. Adolfo Lutz, 62(1):
49 - 54 ,2003.

ABSTRACT. Enzymatic methods are simple and of low-cost, but are nevertheless little used in the
determination of cholesterol in foods as the enzyme reacts with any sterol, present in the sample. As eggs
only have cholesterol, the objective of this study was to optimize an enzymatic method for the determination
of cholesterol in eggs and compatre it to a high performance liquid chromatography (HPLC) method. For
both methods, the samples were saponified directly and the unsaponifiable matter extracted with hexane.
For the enzymatic method, a test kit (LABORLAB S.A) was used and the absorbance read at 499 nm, 90

minutes after the reaction. For HPLC, g,@00 x 4.6 mm x fim (Chromolith, Merck) column was used,

the solvent being acetonitrile:2-propanol (85:15 v/v)

with a flow rate of 2 mL/min. The methods were

validated according to recovery test, the use of egg standard reference material (SRM 1846, NIST), and
repeatability. The mean result for the enzymatic method was188&nd for HPLC 1364 40 mg/100

g of yolk. There were no significant differences (p>0.01) found between the results of the two methods.
Both methods are reliable for use in the determination of cholesterol in yolk, the enzymatic method showing
the additional advantage of being cheaper than HPLC.

KEY WORDS. cholesterol, eggs, method enzymatic,

HPLC.
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RESUMO. Estudos realizados com folhasklegenia unifloralL., foram compilados de modo a registrar

o nivel de conhecimento disponivel sobre a espécie, sua caracterizagcao farmacobotanica, incluindo a
comparacéo e diferenciacao histoldgica entre as varias espécies do género, possibilitando a diagnose das
espécies da regido sul da América do Sul. Os primeiros estudos sobre esta planta se concentraram na
elucidacédo da composicao do 6leo essencial e sua agdo antimicrobiana, na variacdo da composi¢éo do
6leo em funcéo de diferentes fatores e comportamento da atividade antimicrobiana exibida neste contexto
de variagéo.

A atividade farmacoldgica assinalada referiu-se a aspectos da toxicidade aguda, acao inibitdria frente &
xantina oxidase, efeito antiinflamatério, diminuicdo da propulsao intestinal e diminuicdo dos niveis da
presséo sanguinea. Contudo os mais recentes achados indicando a inibicao daa eghtnaglase,

maltase e sucrase, revelaram possivel potencial de emprego no tratamento de diabetes e justifica ainda
mais o interesse pelo uso de folhassdgenia unifloral.

PALAVRAS-CHAVES. Eugenia unifloral., atividade farmacolégica, farmacobotanica, 6leo essencial ,
revisdo.

INTRODUCAO seqliéncia, a medida que os progressos da quimica se impunham,
as substancias ativas puderam ser isoladas e, finalmente, usadas
“Nada € mais imaturo na ciéncia do que a crenca quemo protétipos de moléculas sinteticamente elaboradas, as
nada pode ser aprendido do passado”, dizia o prof. V. E*Tylaquais possuiam atividade ainda maior. Apesar do aumento na
em seu artigo “Phytomedicines: Back to the Future” (1999%intese de novos medicamentos, com crescimento do arsenal
Examinado-se o passado, vé-se que a histéria thwapéutico disponivel, estudos indicam que pelo menos um terco
desenvolvimento dos farmacos ocorreu em etapas: no comdge pacientes tratados pela medicina convencional nos Estados
0S materiais vegetais eram usados como encontrados no nidos faz uso da fitoterapia, segundo avalia o NIH (National
ambiente; depois, estes passaram a ser concentrados putitute of Health), (Fetrow & Avif, 1999) ainda que muitos
melhorar a intensidade e uniformidade de sua acdo. Neles deixem de revelar isso aos médicos. De fato jAem 1990 a

"1Servigco de Medicamentos do Instituto Adolfo Lutz
’Profa Dra Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP
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indUstria de fitoterapicos vendeu em sete paises da comunidadercetina e seu derivado 3 —arabino - piranosido (guaijaverina)
européia, 2,4 bilhdes de dblares, segundo NewaR’giap6) e um glicésido do acido elagico ( 4 — gentiobidsido), este
Nos Estados Unidos, em 1995, este valor foi de 3,2 bilhdessfgnelhante a amritosidanteriormente isolado do caule desta
dolares, com crescimento anual de 25% desde entdo. Assiflaata. Okuda et &/(1987)isolaram trés taninos hidrolisaveis
fitoterapia, que é utilizada pela humanidade ha muitos sécuft& porcao solGvel do extrato de acetato de etila bruto,
n&o é um modismo, mas seu uso vem se generalizando em @gftominados guavinas A, C e D.
mundo, passando a fazer parte da moderna pratica médica Lutterodt & Malequé (1988) relataram efeito supressor
(Newallet al?71996). da atividade locomotora em camundongos, tanto pela
Segundo Fetrow & Avil4 (1999) apenas uma pequenadministragédo oral como intraperitonial, de extrato metandlico
porcentagem das espécies vegetais foi adequadamente estud@dielhas dé. guajava Lutterodi® (1992) estudou o efeito de
quanto a sua atividade farmacoldgica. As plantas medicin&irato hidroalcodlico, e da quercetina , extraidos de folhas de
devem ser também consideradas quanto ao risco associaffo guajava. em preparacgdes de ileo de cobaia , tendo
Seu uso, pois varias podem apresentar toxicidade . demonstrado atividade da quercetina em concentragdes a partir
E dificil selecionar as espécies vegetais a investigde 1,1g/mL. Olajide et aty(1999) mostraram que o extrato
quanto ao potencial farmacoldgico, levando-se em contangtanolico de folhas d@ guajavainibiu edema induzido por
imensa quantidade de espécies a explorar. Os relatos da mediigagenina em patas de ratos e por acido acético em patas de
popular costumam ser vistos como eficazes na identificacdoamundongos além de exibir atividade antipiretica. A
espécies vegetais potencialmente terapéuticas e, orientadéd®inistracéo oral do extrato também reduziu o tempo de
das pesquisas com plantas medicinais. transito intestinal e evitou a diarréia induzida por 6leo de ricino
O estudo da toxicidade de plantas medicinais també#m camundongos.
tem despertado interesse pois permite que se avalie a seguranga O géneroEugenia da subtribo Eugeniinae, ordem
de uso do fitoterapico. Myrtales, subclasse Rosidae, classe Magnoliopsida, € um dos
A Eugenia uniflord.., pertence a familia Myrtaceae quemaiores da familia Myrtaceae, que se distribui em area que vai
apresenta espécies com compostos fenélicos com ag@oMéxico a Argentina (Cronquist981). Kawasaki, (1984)
antioxidante e algumas com acédo hipoglicemiante e angpontou, em levantamento taxondmico de espécies na regiao
reumaticas, também utilizadas em distUrbios estomacais e caasSerra do Cipé em Minas Gerais, 11 géneros e 50 espécies de
anti-hipertensiva. (Almeidat al?, 1995). Myrtaceas, para 0s quais a autora apresenta chaves de
A Eugenia unifloral. ( pitangueira) é uma planta deidentificagdo, descricdo e ilustragGes, Neste estudo seis espécies
frutos comestiveis muito conhecida e apreciada no Brasil, €& Eugenia foram relatadas. Na América tropical e subtropical
cha de suas folhas tem aplicacdo na medicina popuk@ntudo, sdo referidas mais de 500 espécies deste género que
principalmente como hipotensor, antigota, estomaquicocensiste de arvores ou arbustos, com flores tetrameras ou
hipoglicemiante. Esta revis&o traz as informagdes disponivegntameras, solitarias ou em racemos, com sépalas bem
até o presente sobre a farmacobotanica, quimica e farmacoléiiarenciadas no botdo floréleqientemente reduzidos a
desta espécie, como contribuigcdo ao conhecimento e potenglamerulos ou fasciculos, calice aberto ou fechado, rompendo-
de nossas plantas medicinais. se irregularmente, bractéolas persistentes ou deciduas, ovario
bilocular com uma ou duas sementes, geralmente membranéceas
e embrido com cotilédones unidos. O fruto é uma baga de até
GéneroEugenia trés centimetros de didmetro, esférico e achatado nas
extremidades, em gomos mais ou menos salientes, coroados
Eugenia unifloraL. pertence a familia Myrtaceae, pelo calice (Bragia1985).
composta por mais de 100 géneros e 3600 espécies de arbustos Nonaka et at? (1987) isolaram os taninos castalagina e
e arvores verdes durante todo o ano e cujas folhas oposy&scalagina, de folhas Beigenia grandisespécie de ocorréncia
com nervuras marginais sio freqilentes nesta familia, beg Asia. Bello et &, (1995), estudaram a espé&agenia
representada na Austrélia, no Leste Asiatico e nas AméricegnderensitJrb., que cresce no oeste de Cuba e apresenta teor
Myrtaceae esta dividida em duas subfamilias: Myrtoidea@e 0leo essencial de 0,01%, no qual foram identificados dezoito
apresentando frequentemente frutos em bagas, incluiaggnponentes, sendo o T — muurolol o principal composto, na
géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia, porcentagem de 22,09%.
Pseudocaryophyllue Syzygiume Leptospermoideae, com Dellacassa et &f.(1997) estudaram a composicéo do
frutos na sua maioria com semente Unica do tipo noz, a q@é¢o de folhas deéEugenia uruguayensi€amb. var.
pertencem os géner&sicalyptus, LeptospermusMalaleuca uruguayensisespeécie colhida proximo a costa Atlantica no
(Tyler*,1996). Uruguai, também encontrada no Brasil, Argentina e Paraguai;
Psidium guajavd.. € uma das espécies mais estudad&€ seu oleo essencial foram isolados principalmente limoneno
desta familia. Seshadri & VasisHid 965) fracionando o extrato (17,6%); 1,8-cineol (17,0%)a-pineno (10,0%) e oxido-
etanolico das folhas frescas desta planta medicinal, isolaragggiofileno (3%).
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Infusos e decoctos de folhas frescasElgenia parénquima fundamental € bem desenvolvido; nesta regido
jambolana,espécie empregada na medicina popular conpedem ser observadas drusas. O feixe vascular do tipo bicolateral
antidiabeica, foram preparados segundo costume de uso popélanvolvido por bainha fibrosa, constituida de duas a cinco
e administrados a ratos Wistar por Pepato &(2001), no camadas celulares, podendo ser interrompidas nas regides
modelo estudado, contudo, os autores ndo obtiveram difererigasrais relacionadas com o floema, voltado para epiderme
estatisticamente significativas nos niveis glicémicos do grupaperior.
tratado e o grupo controle , ndo demonstrado assim, evidéncias Lorca et al® (1995), estudando a morfologia e anatomia
cientificas da ac¢éo antidiabeica. comparadas déugenia unifloralL., Eugenia pyriformis<amb.

Em estudos fitoquimicos realizados por Lunardi & al.e Hexachlamys eduliéBerg) Kausel et Legrand, espécies da
(2001), foram isolados, &cidax6 hidroxibetulinico, acido familia Myrtaceae colhidas na regido de Missiones (Argentina),
platanico, &cido betulinico e sitosterol de folhas e caules digterminaram os pardmetros diagndsticos para a identificacéo
Eugenia moravianaD &cido platanico e o acido betulinico téndestas espécies, assinalando as caracteristicas microscépicas de
despertado interesse pela atividade bioldgica potencil uniflora, comparativamente a outras Myrtaceae. Quanto a
demonstrada como antitumoral, anti-HIV, antimalarica epiderme abaxial er&. uniflora as células sdo de contorno

antiinflamatdria exibida. sinuoso, estdmatos paraciticos. Cortes transversais mostram os
estdmatos ho mesmo nivel que as demais células epidérmicas,
Eugenia uniflora L. com grande cavidade subestomética, enquantd ggrifomis
as células também tém contorno sinuoso, porém sdo menores
1. Farmacoboténica deEugenia unifloraL. gue as células da face adaxial e a cuticula é estriada, os estbmatos

paraciticos se arranjam formando pequenos agrupamentos. Em

A primeira citagao da espécie no Index Kewéfsigge cortes transversais evidenciam-se os estdmatos em posicao
em 1893, com o nome detenocalyx pitangd@8erg., a acima das demais células da epiderme. Glandulas esquiségenas
denominacgéo atual s6 vai constar no mesmo indice em 198%clusivamente subepidérmicas, dispostas tanto sob a face
embora a denominac&mgenia uniflorgd conste em Angely adaxial como abaxial, cristais quadrangulares ou poliédricos
5(1965). associados ao parénquima também séo referidok pandlora

No Brasil aEugenia uniflorapode ser encontrada emA nervura mediana apresenta sistema vascular de formato
Goiés, Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Rio de Janesiogueado, rodeado por uma bainha fibrosa esclerenquimética,
Sao Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Ahd9§5). floema em disposicéo adaxial e abaxial com relacéo ao xilema,
Schmeda-Hirschmarhet al.(1987) registram a denominac¢é@bundantes drusas no floema e camada fina de colénquima sob
“Nangapiri” na Argentina e Paraguai. Weyerstahl é{4088), as epidermes adaxial e abaxial. PErgyriformis os autores
mencionam as denominacdes populares Ibitanga, Pitangatubalatam a presenca de glandulas esquisolisigenas, sob as duas
Pitanga, para os frutos Begenia unifloreL. no Brasil, e “Brazil epidermes e na nervura mediana bainha de fibras
Cherry”, “Surinam Cherry” na América de linguainglesa.  esclerenquimaticas ininterrupta envolvendo o sistema vascular

As folhas deE. uniflora coletadas na cidade de Sddambém de formato arqueado.
Paulo, foram caracterizadas farmacognosticamente por Jorge Cortadi et aPf (1996) também realizaram estudos de
et al!* (1994). Segundo os autores, apresentam condiagnose comparativa entée uniflora e outras espécies de
caracteristicas macroscopicas de diagnose, folhas de contamutros géneros de Myrtaceae, colhidos na provincia de Santa
ovado-oblongo, 4pice acuminado, margem foliar lisa e limb& (Argentinapaseados nas suas caracteristicas histoldgicas.
com face ventral um tanto brilhante, o sistema de nervacd&tes autores apontam estdmatos anomociticos onde as células
peninérveo, as nervuras secundérias, quase opostasipanheiras sdo rodeadas por quatro a seis células subsidiarias,
anastomosam-se junto & margem. A lamina foliar das folhdispostas irregularmente e s6 presentes na epiderme abaxial.
adultas é glabra, as folhas sdo simples, providas de pontos Em relacdo ao corte transversal das folhas, os autores
translicidos, que séo observados contra fonte luminosa. O lingssinalam a presenca de epiderme uniestratificada e cuticula fina,
mede de 2 a 7,5 cm de comprimento por 1 a 3,5 cm de largum@sofilo dorsiventral, o parénquima pali¢adico constituido por
folhas sé@o sub-sésseis, com os peciolos medindo de 1 a 3edlulas grandes apresentando drusas, enquanto o parénquima
de comprimento. Em relacdo aos detalhes da estrut@sponjoso apresenta cavidades esquisolisigenas com didametro
microscépica, os autores evidenciaram a epiderme formada geil6um. A nervura mediana mostra sistema vascular constituido
células de contorno variadvel na forma e no tamanho, cuticplar feixes bicolaterais que sdo acompanhados por uma fina
lisa e uniforme. As folhas sdo hipoestomaticas, estdmatwamada de esclerénquiniima camada estreita de colénquima
paraciticos, raros tricomas tectores simples, glandulesntendo drusas dispfe-se sob as duas epidermes.
subepidérmicas, mesofilo dorsiventral, cristais prismaticos. A A anatomia do lenho e da cascakdmyenia unifloral.
nervura mediana de contorno concavo-convexo, que é envolvidaugenia cerasiflordMiqg. € descrita por Soffiati e Angyalossy-
por bainha fibrosa, faixas colenquimaticas estreitas podem Aé¢fionso® (1999). Os autores mostram que a anatomia da casca
observadas sob a regido epidérmica da nervura medianaali@da a do lenho é importante para a identificacdo de espécies
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e gue, a anatomia da casca exibe diferencas mais evidentes, Auricchio e Baccht,(2001) em estudos de toxicidade
enquanto o lenho é relativamente uniforme. As espécieml aguda em camundongos da linhagem SWISS, empregando
diferenciam-se em relag&o lenho quanto ao tipo de parénquiexératos hidroalcodlicos 70% de folhasEleggenia uniflora..,

axial e presenca de cristais. Quanto a casca, dentreohiveram DL, de 5,93 g/kg de peso do animal, quanto a
caracteristicas que individualizam as espécies, estdo o tipoaividade antimicrobiana o extrato apresentou concentracao
arranjo das células esclerificadas no floema, tipo de peridermivitéria minima (CIM) de 100 g/mL conti@taphylococcus

e presenca de ritidoma. aureus
Theoduloz et at® (1988), avaliando espécies de
2. Quimica deEugenia uniflora L. Myrtaceae paraguaias quanto a IC50, inibicdo de 50% da

atividade da enzima xantina oxidase, obtiveram indicesiag 22

Em 1977, Rucker et &.isolaram varios componentesmL, para extrato de folhas @ uniflora. Os indices obtidos
do 6leo essencial de frutos &e uniflora [sin. Stenocalyx para outras espécies da familia, variaram de 3ugbL. A
michelif, principalmente sesquiterpenos, como furanoelemeragdo inibitéria dos padrdes dos flavondides quercitrina e
germacrenoy-elemeno, selina-4(14),7(11)-dieno. miricitrina (miricetina-3-O-ramnd@sido), sobre a enzima xantina

Wyerstahl et & (1988) confirmam estes dados,oxidase foi demonstrada.
detalhando a composicdo do 6leo essencial de folh&s de Schapoval et. &(1994), estudando infusos e decoctos
uniflora, obtido com rendimento de 1% como um éleo amarelde folhas deE. uniflora, seguindo o modo de preparo
proveniente da Nigéria, do qual cariofileno (5,7%), furanodiermreconizado pela populacao, relatam efeito antiinflamatério com
(24%), germacreno B (5,8%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona infusdo elaborada a partir de folhas frescas; os infusos e
(17%) e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (14%) sdo adecoctos testados mostraram acdo analgésica, nas condi¢cdes
componentes mais abundantes. Morais #t(4P96) isolaram do ensaio. A infusdo provocou aumento no tempo de sono,
e identificaram os componentes do 6leo essencial de folhasmiiuzido por pentobarbital, segundo os autores, provavelmente,
Eugenia unifloraL., colhidas na regido Nordeste do Brasildevido aos monoterpenos, por atuarem no citocromo P450, o
com rendimento de 0,74%, do qual os componentes majoritaripgl esta envolvido na biotransformacdo do pentobarbital. Os
sdo selina-1,3,5(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-triedecoctos se revelaram mais ativos em relacdo a diminuicdo do
8-ona, com teores de 48,52% e 17,33% respectivamente. transito intestinal, provavelmente, por extrairem os taninos mais

A incidéncia dos flavondides quercetina e miricetina éficazmente. Tanto infusos como os decoctos preparados nas
assinalada por Schmeda-Hirschnfar(995), em folhas de concentrac6es de 5% (p/v ) ndo exibiram agdo antimicrobiana
Eugenia unifloracoletadas no leste do Paraguai. contraStaphylococcus aure(&TCC 6538p) d=scherichia coli

Lee et al®(1997), investigando os constituintes fendlicos dATCC 25922) eCandida albicangATCC 10321).
folhas deE. uniflora, relatam a presenca de eugeniflorina D1 Schmeda-Hirschmadth(1995), menciona a presenca de
(C,.H_ 0O, e eugeniflorina D2 (¢H,O,,), dois taninos macrociclicos quercetina e miricitrina ( miricetina-3-O-ramnésido) em folhas
hidrolisaveis, obtidos do extrato metandlico das folhas. deEugenia uniflora

Oliveira® (1999) verificou a presenca de alcal6ides por ApGs a administragdo de 3mL de uma infuséo de 16,67
cromatografia em camada delgada em extratoEwdgenia ¢ de folhas secas a temperatura ambiente em um litro de agua,
uniflora, empregando reativo de Draggendorf para revelacdpreparados como empregados na medicina popular, Almeida et

Maia et al® (1999) estudaram o 6leo essencial de folhad.2 (1995) constataram a diminuicdo da propulsédo intestinal
e ramos dé&. uniflora, colhidos na cidade de Belém, no Par&m ratos da linhagem Wistar, machos, adultos como
tendo sido obtido 1,8% em éleo essencial, do qual germacrexmmseqiéncia do aumento da densidade das fezes, causado pelo
(32,8%), germacreno B (15,6%) e curzereno (30,0%) foramumento de absor¢édo de 4gua em todas as por¢des do intestino
isolados como componentes mais abundantes. com excecao do jejuno.

Momoseé® (2000) isolou deEugenia uniflora,as Gbolade et a? (1996) relatam a acao contratil de extrato
substancias (-) - (1S,2R,6S,7R,8R,8aR)- 1,2,6,7,8e acetato de etila, a partir das folhasgdaniflora, sobre o
pentaidroxindolizidina, (+) —(1S,2R,5R,7R,6S,8aS)- 1,2,5,7,8Juodeno isolado de rato, em comparag&o com acetilcolina. O
pentaidroxindolizidina e (+)-(84a,503)-1- metilpiperidina- 6leo essencial ndo exibiu esta atividade, levando os autores a

3,4,5- triol . concluirem que o extrato contém principios anticolinérgicos,
ausentes no 6leo essencial.
3. Farmacologia deEugenia uniflora L. Consolini et al.(1999), tendo em conta o uso popular de

Eugenia unifloracomo anti-hipertensiva, estudaram os efeitos
Schmeda-Hirschmann et®(1987), estudando tambémda administracdo intraperitoneal de seu extrato aquoso bruto
a toxicidade do extrato hidroalcodlico de folha€deaniflora em ratos normotensos, nos quais observaram decréscimo dose-
nao verificaram toxicidade, em doses até 4,2 g/kg, administradiependente de até 47,1% nos niveis de pressao sanglinea.
em camundongos, por via oral. A Dlpor via intraperitoneal, Nos estudos que se seguitanfim de elucidar o mecanismo
foi de 220 mg/kg, em camundongos. desta acéo, concluiram os autores que este € mediado pela
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vasodilatacdo direta e uma fraca agéo diurética que pode ebtgrtaceae, de ocorréncia no sul do Brasil, e, dentre efas a
relacionada com o aumento do fluxo sangtineo renal. uniflora L. Os resultados obtidos permitiram aos autores
Momosé® (2000)atribuiu atividade inibitéria as folhas concluirem que os diferentes 6éleos essenciais apresentam
deEugenia unifloresobre as enzimas- glicosidase, maltase e atividade antimicrobiana em diferentes graus de poténcia.
sucrase, sendo, por isso, util no tratamento de diabetes. Os
extratos obtidos por extragdo com dgua quente foram testados Discusséo e Concluséo
por via oral em camundongos e significativa supressdo do
aumento dos niveis séricos de agUcar foi registrada. Na mesma
linha de pesquisa, Matsumura ef“a]2000) confirmaram a A Eugenia unifloraparece ser bem distribuida no
presenca de componentes do extrato aquoso de folhas secasrd&drio brasileiro, pois parecendo mais abundante a partir do
E. uniflora capazes de inibirem a degradacdo enzimatica dedeste em dire¢do ao sul, visto ter sido objeto de estudo nos
polissacarideos a monossacarideos e determinaram a intensigaékes do sul do nosso continente. Em Minas Gerais, na regido
da inibicdo dasi-glicosidases, tendo obtido IC50 de @0 da Serra do Cipd, KawasdRi(1984) relata a existéncia de
mL para maltase e IC50% de 1&JmL para sucrase. O poucas espécies do géndtfogeniadentre elas aEugenia
fracionamento do extrato aquoso por coluna de troca ibnigaifloral .
levou a frag8o que exibiu atividade inibitoria para estas enzimas, A diferenciag&o microscépica eneuniflorae outras
13 ou 19 vezes maiores as anteriores. As atividades inibitorespécies parece levar em conta o arranjo dos estdmatos e a
assim obtidas foram deu§/mL para a maltase e de BggmL  posicao destes em relacdo as demais células da epiderme. Apesar
para a sucrase. Do fracionamento subsequente os autalesrelatos de Jorge et'§l(1994) e de Lorca et &(1995),
chegaram a um composto ainda mais ativo frente a inibicAaricchio e Bacchf, (2001) referem estdmatos anomociticos
destas enzimas, o qual revelou tratar-se de 1,2,5,7dnfirmando os achados de Cortadi €t §1996). Pode-se
pentaidroxindolizidina, exibindo IC50 deud/mL para maltase observar que varios elementos histolégicos sdo comuns neste
e 1,81g/mL para sucrase. género, o0 que pode levar a dificuldades na diagnose quando se
Auricchio e BaccHj (2001) em estudos de toxicidadedisp8e somente do pé das folhas, Soffiati e Angyolossi-Aljnso
oral aguda em camundongos da linhagem SWISS, empregatf89 indicam a necessidade de verificacdo da anatomia do lenho
extratos hidroalccélicos de folhas &®igenia unifloralL., e da casca o diagndstico, porém nas situacdes de rotina hem
obtiveram DL 50% de 5,93 g/kg de peso do animal. sempre isto € possivel.
Os 6leos essenciais foram 0os componentes que primeiro
despertaram o interesse dos pesquisadores pela composicao
4. Atividade antimicrobiana deEugenia unifloraL. quimica desta espécie. Os sesquiterpgaosacreno e selina
trienonasao relatados pela primeira vez por Riékem 1977
Adebajo et al. (1989), tendo por base informacdes ainda sdo mencionados em estudos mais recentes.
anteriores de que a composi¢ao do dleo essencial de frutos e de  Os compostos fendlicos foram investigados por varios
folhas deEugenia uniflora,varia quali e quantitativamente autores, tendo sido determinadasgyeniflorinas De D,, e
dependendo do momento da colheita, estacdo do ano, estagais recentemente, derivados da pentahidroxiindolizidina as
de maturidade antes da colheita, estudaram estas variacdegjpais sédo atribuidas propriedades que podem demonstrar a acdo
meio da avaliag&o da atividade antimicrobiana do 6leo essendiaE. unifloracomo antidiabeica.
das folhas e frutos deuniflora, colhidos em diferentes estagios Auricchio e Baccht,(2001) confirmam a baixa toxicidade
de maturacao. A atividade antimicrobiana do 6leo essencial éwal demonstrada por Schmeda-Hirschm#(h987) ainda que
testada pelo método de difusdo em placa e os resultados aoautores tenham realizados os experimentos em camundongos
didmetros dos halos de inibicAo medidos em triplicatas. @s diferentes linhagens.
resultados obtidos parfaroteus vulgaris, Pseudomonas Theoduloz et at® (1988) demonstra que a atividade do
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candidlbicanse extrato de folhas dE. unifloraL. sobre a xantina oxidase
Trichophyton menthagrophytésram diversos para amostrasestaria num patamar intermediario ao exibido por outras
colhidas em diferentes periodos do dia e em diferentes époesgécies, contudo ndo permite avaliar se nas condi¢cdes de
do ano, indicando uma variacdo na composicdo do Oleo deilizacdo esta relacdo dose-efeito anti-géta € benéfica para o
diferentes amostras. Comentam os autores que estas diferengagrio.
devem ser consideradas na otimizacdo da atividade  Dos poucos estudos sobre a atividade farmacol6gica das
antimicrobiana d&. uniflora A maioria das amostras foi inativafolhas deE. unifloral. disponiveis, Schapoval et*a(1994) e
contraStaphylococcus aureus, Serratia marceseeYersinia Almeida et af(1995) demonstram a acéo anlgésica e diminuicao
enterocolitica. Pseudomonas aerugindsa a bactéria mais do transito intestinal, nas condi¢ées do ensaio, entretanto
sensivel, enquanf menthagrophytdsi o fungo mais sensivel. Gbolade et al(1996) relata ter observado o aumento a agao
Limberger et al’ (1998) avaliaram 6leos volateis decontratil do duodeno, fato que resulta no aumento da propulséo
folhas frescas de varias espécies pertencentes a faméisnsito intestinais.
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Os resultados de Consolini et' §1.999) para avaliagdo preparacdes usuais, mostrando que a dose empregada nas
da atividade anti-hipertensiva, nao levam em contapaeparacdes populares ndo seja suficiente para que esta
biodisponibilidade dos componentes do extrato, o que limigividade ocorra.
sua interpretacdo nas condicfes de utilizagdo popular, que se Quando se compara estudos com plantas medicinais, é
da por via oral e ndo intraperitonial como no ensaio. Da mesmatéria a dificuldade de avaliacdo entre os resultados, pois as
forma os achados de Momose et>gR000) quanto a acdo variaveis vao desde os aspectos edaficos - climaticos que
inibitéria sobre as enzimas- glicosidase, maltase e sucrasexercem influéncia na composi¢céo quimica, como o estagio do
estdo por ser confirmados nos niveis de dose utilizados desenvolvimento do vegetal quando da coleta, parte da planta
pratica de utiliza¢&o popular. estudada, forma de preparar o material para estudo, até os

Embora a maioria dos artigos avaliaram a atividad@otocolos seguidos nos experimentos. Mesmo que o potencial
antimicrobiana do 6leo essencial, deve-se reconhecer gigeuma planta seja revelado em estudos fitoquimicos prévios, é
as preparacdes de uso popular, infusos ou decoctos flaglamental repetir essa avaliagcdo no contexto etno-cultural
folhas, favorecem também a extracdo dos taninos, os quaés comunidades, para que sejam evidéncias seguras e
apresentam atividade antimicrobiana. Schapoval ¥t(al. apropriadas para estabelecimento da relacdo dose-efeito
1994) ndo obtiveram atividade antimicrobiana nagrocurado.

RIALAG/940

Auricchio, M. T., e Bacchi, E. M. Eugenia unifloraL. “ brazilian cherry” leaves: pharmacobotanical,
chemical and pharmacological propertiesv.Inst. Adolfo Lutz, 62(1): 55 - 61 ,2003.

ABSTRACT. This review intends to gather information available at the present tithegamia uniflora

leaves, pharmacological, antibacterial properties and identification, by comparing histological features to
othersEugeniaspecies, growning in southern South America allowing differentiation among them.
Essential oil composition and antibacterial activity was the first studyBwithifloraleaves, in order to
evaluate different factors affecting this activity. The exhibited inhibitory action of xantine oxidase,
antiinflammatory activity, decrease of intestinal motility and blood pressure level, were demonstrated in

animal models. Recent findings on the inhibitiomeflucosidase, maltase and sucrase are showing to be
a new possible potencial use of leave&ofienia uniflorain diabetes.

KEY WORDS. Eugenia unifloral., pharmacologycal activity, botanical identification, essential oil,
review
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Characterization of eucalyptus and citrus monofloral honey in Sao
Paulo State by pollen and physical —chemical analysis.

Cano, C.BCharacterization of eucalyptus and citrus monofloral honey in S&o Paulo State by pollen and physical —chemical
analysis.S&o Paulo; 2002.[Tese de Doutorado-Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP].

Considering the characterization of monofloral honeys assamples. When this pre-treatment was used for liquid samples
worldwide tendency, this study presents the development amal significant differences were observed concerning moisture
optimization of methodologies for carbohydrate analysis byontent. Therefore it can be suggested that the EHC
HPLC, the kind of standardization for lamina preparations faefractrometric method is more appropriate to use for liquid and
pollen analysis and the determination of moisture content @nystallized samples. The study of moisture content variability
order to characterize eucalyptus and citrus monofloral hont#yough hierarchical desing and variance analysis indicates
samples from some regions in S&o Paulo State. The modifegnificant differences among floral sources and moisture
method of lIwama and Melhem (1979) was employed for poll@ontent of honey samples. The use of a aminopropil column of
analysis pollen cleaning. For lamina preparation it a comparissmaller size (15,0 cm x 4,5 cm) and a temperature 8C32the
study was made between the Iwana and Melhem (1979) metlailimn and 35,5C for the refractive index detector and a flow
and the proposed method (Louveaux modified) through twate of 1.2 ml/min were the best experimental conditions chosen
proportion tests. A comparison for moisture content was matte determine the carbohydrates in honey by HPLC. For the
between two official methods (AOAC and EHC) through anobile phase the mixture desing indicated that the best
factorial desing and a study of variability through hierarchicalombination was 50: 10: 40( acetonitrile, water, ethyl acetate).
desings. For the carbohydrate content analysis an optimizatibime calibration curves of the carbohydrates (glucose, fructose,
of analysis conditions for HPLC was made using mixture desisgcrose, turanose, maltose) were linear, with higgmR had

and a linear regression analysis for calibration curvesest acceptable accuracy for carbohydrate quantification. Both the
for a recovery study and a variance analysis (ANOVA) tdetection capacity and quantification capacities were determined
compare the carbohydrate contents of both floral origins. the former being (0.2 — 0.4%) and the latter (0.7 — 1.3 %) for
pollen analysis one can observe that the proposed Louveaucrose, turanose and maltose. The mean recovery study of
modified method was the most adequate since it showed a bigggrbohydrates suggested that the calibration curves are reliable
distribution of less frequently occcoring families. With the polleto determine carbohydrate contents. The evaluation among the
spectrum (dominant pollen) from honey samples, the monofloragean concentrations of individual carbohydrates by ANOVA
of eucalyptus and citrus, can be classified. And by compledad t-test at the 95% confidence level of eucalyptus and citrus
pollen spectrum analysis one can observe that citrus monoflamabnofloral honeys suggested that there are significant
honeys contain more diversified families relative to eucalyptwfferences in glucose, sucrose and turanose concentration in
monofloral honeys, suggesting these honeys have a bigtfeese honey samples. In this way eucalyptus and citrus
variation of nectars and pollen grains in their formation. Thimonofloral honeys can be classified by the pollen spectrum.
fact can be related to regions of plantation. The factorial desimgerefore, it was concluded that the eucalyptus and citrus
22 in moisture content suggests that the crystallized samplesnofloral honeys can be classified by moisture content
interfere in refractive index measurements. The (EHC) sampletermination and/or carbohydrate (glucose, sucrose and
pre-treatment led to lower moisture contents of crystallizeédranose) determination.

Tese disponivel nas bibliotecas do Instituto Adolfo
Lutz e do Conjunto das Quimicas da USP.
e-mail: cbonaldi@ial.sp.gafsr
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Characterization of eucalyptus and citrus monofloral honey in Sao
Paulo State by Thermoanalysis

Felsner, M.L.-Characterization of eucalyptus and citrus monofloral honey in Sao Paulo State by Thermoanalys&do Paulo;
2001.[Tese de Doutorado-Instituto de Quimica— USP].

This work presents the optimization and developme®TG conventional methods, experimental designs and a F-test
of analytical methodologies for evaluation of glass transitidior the comparison between variances were utilized . The results
temperature (Tg) by DSC and for moisture and ash contexuggest that to get average moisture and ash contents in honey
determinations by TG/DTG of honey samples. Beyond this, by TG/DTG similar to those found by conventional methods an
study of variability in these physicochemical parametemumine crucible (150L), heating rates of 5°C/min and microfiber
determined by conventional methods was realized for eucalyptylass paper should be used. Besides this, the comparison
and citrus monofloral honeys of some regions of Sdo Palletween the thermogravimetric method and the conventional
State. ones for these determinations suggest that there are no
For the thermogravimetric evaluation of honey samples, initialignificant differences between the methods investigated.

a study of thermal behavior of standard of carbohydrates wiasr eucalyptus and citrus monofloral honeys average glass
carried out by TG/DTG, DSC and DTA. The results obtainelansition temperatures of — 47 and — 55°C, respectively, were
allowed to distinguish the decomposition steps correspondidgtermined suggesting a significant difference in this physical
to the sugars in relation to other components present in hongsoperty for these honey types. Besides this, a significant
The variabilities in average moisture and ash contents égative linear correlation at 95% confidence level (r =- 0.916)
eucalyptus and citrus monofloral honeys were investigated twas verified between the moisture contents and glass
a hierarchical design and by an analysis of variandeansition temperatures of these honey types. So, it may be
(ANOVA).These physicochemical parameters are significantsaid that the physicochemical parameters, moisture and ash,
different at the 95% confidence level. obtained by conventional and thermogravimetric methods and
For the development and optimization of analyticathe glass transition temperature determined by DSC can be
methodologies for moisture and ash contents in honey by T@ilized for the characterization of the floral origin of these

types of honey.

Tese disponivel nas bibliotecas do Instituto Adolfo
Lutz e do Conjunto das Quimicas da USP.
e-mail: mifelsner@yahoo.com.br
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Food microscopy of processed fruit products, marketed in the
supermarkets of Sado Paulo, SP

Correia, M.Food microscopy of processed fruit products, marketed in the supermarkets of Sdo Paulo, SBao Paulo- SP,
2000. [Tese de Doutorado - Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo].

Food microscopy was used in order to quantify myceliayrup fruits. In theGeotrichummold counting, the biggest
fragments of mold and extraneous materials in fruit jams, frysercentage of positive samples was found in the canned syrup
pastes and canned syrup fruits. Official Methods of Analysfauits, followed by the fruit pastes, and then, in a smaller
(AOAC International, 1995) was applied to Howard molgercentage, the jams. In relation to extraneous materials, the
counting, taGeotrichunmold counting and to the determinationjams and fruit pastes showed the biggest percentage of positive
of extraneous materials in jams, fruit pastes and canned sysgmples. The fruits showed a different procedure to the same
fruits (in this determination of extraneous materials it was us&thd of sweet. The methods adopted showed to be appropriate,
the Macroanalytical Procedures Manual methodology); whemabling satisfactory reading of the mold counting as well as of
necessary, the methods were adapted and/or modified. The extraneous materials, making their use possible by food
modifications made in the adopted methods are commented mricroscopy laboratories. The results which were obtained in
In relation to the hygienic conditions of the sweets which wethe analysis show the need of a revision in the food legislation
analyzed through the Howard method, it was checked that thdorce, establishing tolerance limits to the mycelial fragments
biggest percentage of sample containing mycelial fragments(ekcept for th&seotrichum and to the insects fragments in the
mold was the fruit pastes, followed by the jams and the canngebducts made of fruit which studied here.

Tese esta disponivel nas bibliotecas da Faculdade de
Salde Publica - USP e do Instituto Adolfo Lutz
e-mail:mcorreia@ial.sp.golr
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Pharmacognostic Characterization olCampomanesia xanthocarpa
O. Berg Myrtaceae

Markman, B. E. O.Pharmacognostic Characterization ofCampomanesia xanthocarp®. Berg Myrtaceae. S&o Paulo,
2002.[Dissertacdo de mestrado/ Faculdade de Ciencias Farmacéuticas — USP]

Campomanesia xanthocargaerg, a species that (EHA) indicated the presence of essential oil, flavonoids,
belongs to the Myrtaceae family, is popularly known atannins and saponins. The essential oil content in the fresh
gabiroba. Several therapeutic properties are attributedléaves was 0.11%. Linalol (29%) and globulol (20%) were
the variousCampomanesiaspecies, such as treatingidentified as the main oil components. Tannin content was
diarrhea, fever, cystitis and urethritis. This project aims &t86% in the drug and 8.49% in the EHA extract. The saponin
contributing through a chemical and pharmacological studyntent was 6.27% in the drug and 16% in the EHA extract.
of lyophilized hydrated alcohol extract and the vegetablehe extract displayed a high antioxidant activity in the model
drug made from leaves. The pharmacological and botaniedimalonyl dialdehyde production measure wit), 90,2891
features of the vegetable drug are indicated in order to hegmL. In the copper sulfate-induced lipoperoxydation
with the diagnosis. Main macroscopic features of thiahibition assay the EHA extract significantly reduced Lag-
dehydrated leaves include: wavy edges, translucent blaiime and Peak-time for low-density lipoprotein (LDL)
spots, venation type, blade and leafstalk forms and sceoxidability. The EHA extract displayed antiulceration activity
The main anatomical features are: dorsiventral mesophyil; the acute induction model by hydrochloric acid in ethanol,
large idoblasts containing prismatic crystal in the palisadeith a 62% protection percentage. The EHA extract displayed
parenchyma; predominance of anomocytic stomata in thatibacterial activity with: CMI >1,000 and <500 mg/mL
hypostomatic leaves, globose segregating cavity associatethtive toStaphylococcus aureu€MI <500 and >100 mg/
to both surfaces, covered by cells organized in pairs whard. for Salmonella cholerasuiand CMI <1.000 and >500
the commissure wall appears straight, sinuous, or in zigzagg/mL regardingCandidaalbicans. The EHA extract
bicollateral vascular bundle and system organized in an opgisplayed cytotoxic activity in thartemiaslethality trial,
arch, prismatic crystals in the phloem regionwith DL  of 0,503 mg/mL. The EHA extract displayed no
Photomicographs illustrate the study. The phytochemictdxicity in the acute toxicity trial in the 5g/kilo oral dosage
screening of the vegetable drug and the lyophilized extrgoér animal body weight.

Tese disponivel na biblioteca do Conjunto das
Quimicas e na Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz
e-mail: bmarkman@ial.sp.gov.br
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