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AOS COLABORADORES

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por finalidade
a divulgação de trabalhos relacionados com as atividades
laboratoriais em Saúde Pública.
Os artigos destinados à REVISTA somente serão recebidos se
redigidos de acordo com as seguintes normas:

NORMAS PARA A PUBLICAÇÃO

O trabalho submetido à publicação deve ser inédito, não sendo
permitida a sua apresentação simultânea em outro periódico,
conforme declaração a ser assinada pelos autores. Serão aceitos
manuscritos em forma de artigos científicos, de revisões, de
atualizações, relatórios técnicos, relatos de casos, comunicações
científicas e resumos de teses e dissertações. Os autores devem
escrever na carta de encaminhamento qual a natureza do trabalho.
Os originais serão publicados em língua portuguesa ou inglesa
preferencialmente. Deverão ser encaminhados em três vias,
sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos
autores e respectivas instituições, tanto na página de rosto
quanto nos resumos em português e inglês. O trabalho, após
aprovado, deve ser encaminhado ao Setor de Publicações, em
uma cópia impressa e em disquete 3 ½ conforme instruções que
serão enviadas após a aprovação.

O artigo científico deve ser elaborado com a seguinte estrutura:
Página de rosto: a) título do artigo; b) nome do(s) autor(es); c)
filiação científica indicando o autor e endereço a quem deverá ser
encaminhada a correspondência.
Texto: a) título: deve ser curto e específico em inglês e português,
indicando precisamente o conteúdo; em título longo, recorrer a
subtítulo; b) autores: nome e último sobrenome por extenso, e o
último sobrenome em caixa alta (Ana Maria C. D. da SILVA); c)
filiação científica indicada por número sobrescrito, e o autor e
endereço a quem deverá ser encaminhada a correspondência
indicada por asterisco (*); d) resumo: deve ser claro e conciso
num único parágrafo, contendo objetivo, metodologias,
resultados e conclusões. Não exceder 200 palavras; e) palavras-
chave: podem ser utilizados até seis descritores que identifi-
quem o conteúdo do artigo; f) introdução: deve conter os
objetivos da pesquisa, justificativa de sua importância,
apresentação das principais variáveis da pesquisa, definições,
se necessárias, e discussão do problema à luz de bibliografia
pertinente; g) material e métodos: claramente descritos e
validados, de modo a possibilitar a sua reprodução. Qualquer
modificação, em métodos já publicados, deve ser devidamente
explicitada; h) resultados: devem ser claros e concisos, tabelas
e figuras devem ser usadas somente quando necessárias e
devem ser auto-explicativas; i) discussão: pode ser apresentada
conjuntamente aos resultados; j) conclusões: em alguns casos
podem ser incluídas no item discussão, sendo assim, não há
necessidade de repeti-las em item à parte; k) agradecimentos:
(se for o caso); l) title, abstract e key words: em inglês
antecedendo as referências; m) referências.
Os artigos de revisão, atualização e relatórios técnicos devem
apresentar:
Página de rosto: como no artigo cientifico. Texto: a) título, b)
autores, c) resumo, d) palavras-chave. Deve ser dividido em seções

com títulos e subtítulos apropriados. Incluir title, abstract e key
words antecedendo as referências.

O relato de caso deve ser elaborado com a seguinte estrutura:
Página de rosto: como no artigo científico. Texto: a) título, b)
autores, c) resumo, d) palavras-chave. Deve ser divido em
introdução, relato de caso e discussão. Incluir title, abstract e key
words antecedendo as referências.

A comunicação científica deve ser elaborada com a seguinte
estrutura:
Página de rosto: como no artigo científico. Texto: a) título, b)
autores, c) resumo, d) palavras-chave. Não deve dividi-lo, ou
seja, introdução, métodos, dados experimentais e outros devem
compor de único texto. Incluir no máximo duas tabelas ou figuras
ou uma tabela e uma figura, title, abstract e key words antecedendo
as referências.

Os resumos de teses e dissertações deverão conter o nome do
autor, título da obra, nome da Instituição para a qual foi
apresentado o trabalho e ano da defesa.

IMPORTANTE: os textos devem ser redigidos com processador
de texto WORD for WINDOWS 6.0 ou compatível, no formato
A4, espaço duplo, letra Times New Roman e tamanho de letra 12.
Se usar versão superior, enviar o arquivo em Rich Text Format
(.rtf). Não serão aceitos arquivos compactados por ZIP, ARJ etc.

ABREVIATURAS � Devem ser evitadas ou usadas apenas as
oficiais.

UNIDADES DE MEDIDA E SEUS SÍMBOLOS - Utilizar as legais
do Sistema Internacional de Metrologia.

TABELAS � As Tabelas devem ser encaminhadas em folhas
separadas. A localização aproximada destas deve ser indicada no
texto. Serão numeradas consecutivamente, com números arábicos
e encabeçadas pelos respectivos títulos, que devem ser breves e
indicar claramente o conteúdo. Os dados apresentados em tabela
não devem ser repetidos em gráficos.

Na ausência de um dado numérico, empregar os seguintes sinais
convencionais:
(-) Quando pela natureza do fenômeno, não puder existir o dado;
(z) Quando o dado for rigorosamente zero;
(...) Quando não se dispuser de dado;
(0,0) Quando a aplicação dos critérios de arredondamento não
conseguir alcançar respectivamente, os valores 1; 0,1; 0,01, etc.;
(x) Quando o dado for omitido para evitar a individualização da
informação.

ILUSTRAÇÕES (fotografias, gráficos, desenhos, mapas etc.) �
Serão designadas no texto como �Figuras�: terão numeração única
e seguida, em algarismos arábicos.
Todas as ilustrações devem ser identificadas com número, nome
do autor, título do artigo e número da página do texto onde serão
inseridas; devem ser tão claras que permitam sua reprodução
com redução de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de nitidez
ou legibilidade; as respectivas legendas devem estar escritas fora
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da área de reprodução. As ilustrações coloridas estão sujeitas à
confirmação. Se as ilustrações enviadas já tiverem sido publicadas,
mencionar a fonte e a permissão para a reprodução.

REFERÊNCIAS � Devem ser mencionadas somente as de
trabalhos consultados diretamente ligados ao assunto.
A exatidão das referências é de responsabilidade dos autores.

No texto � As referências serão citadas por meio de número índice
correspondente ao da lista de referências, escritas em versal.
Assim, para um autor: �Taunay31 verificou�; para até dois autores
todos deverão ser mencionados, separados pela letra e: �Pereira
e Maia19, pesquisando...�. para mais de dois autores usar a
expressão et al. : �no trabalho de Tsunoda et al.6�; ou ainda...�
Segundo vários autores1,3,7,8�.

Observação: nomes científicos somente em itálico.

As referências � terão numeração crescente e ordenadas
alfabeticamente pelo último sobrenome do autor (regra geral).
Quando existirem mais de três autores, indicar o primeiro seguido
da expressão et al.

Para artigos periódicos
Último sobrenome do(s) autor(s) seguido das iniciais dos outros
componentes do nome, título do artigo, título do periódico em
negrito e abreviado conforme estilo usado na Lista de Periódicos
Indexados no Index Medicus, no do volume, páginas inicial e
final, ano da publicação.
Exemplo:
Morley, A.; Trainor, K.; Blake, M.A. A primary stem-cell lesion in
experimental chronic hypoplostic marrow failure. Blood, 45: 681-
8, 1975.

Livro no todo
Último sobrenome do (s) autor (s) seguido das iniciais dos outros
componentes do nome, título da obra, edição, imprensa (local de
publicação, editora e ano de publicação), descrição física (nºs
páginas ou volumes), notas especiais.
Exemplo:
Naoum, P. C. Hemoglobinopatias e talassemias. São Paulo: Sarvier;
1997. 171 p.

Capítulo de Livro
Último sobrenome do (s) autor (s) da parte referenciada, seguido
das iniciais dos outros componentes do nome título da parte
referenciada, último sobrenome do (s)autor (s) da publicação
(precedido por In:), título da publicação, número da edição, local
de publicação, editor, ano de publicação, página inicial e final da
parte referenciada e/ou volume.
Exemplo:
Mansfield, J.M. Non pathogenic trypanosomes of mammals. In:
Kreier, J.P., editor. Parasitic protozoa I Taxonomy, kinetoplastids,
and flagellates of fish. New York: Academic Press; 1977. p.297-
327.

Gomes, S. Informática e soberania. In: Benakouche, R.(org.). A
questão da informática no Brasil. São Paulo: Brasiliense; 1985.
p.30-36.

Dissertações e Teses
Silva, R.M. ELISA-IgG em Estudos Epidemiológicos da
Esquistossomose Mansônica em Área de Baixa Endemicidade:
Comparação com RIF-IgM e o Método Parasitológico Kato-Katz.
São Paulo, 1998. [Dissertação de Mestrado - Faculdade de Saúde
Pública, Universidade de São Paulo].

Referência da Internet: último sobrenome do(s) autor(es) do �site�
seguido das iniciais dos outros componentes do nome, título do
artigo, título do periódico (se for o caso), (em negrito e abreviado),
nome do �site� entre colchetes. Data da consulta.
Exemplo:
Trucksess, M.W.; Chou, J. P.; Young, K.; Page, S. W.
Determination and survey of ochratoxin A in barley, green coffee
and roasted coffee. FDA Science Forum Poster Abstract,
[http://Vm.cfsan.fda.gov/~frf/forum 97/97 A 30.htlm]. 5 maio 1997.

DA PUBLICAÇÃO

1. Os trabalhos destinados à publicação na Revista do Instituto
Adolfo Lutz deverão ser encaminhados à Biblioteca do Instituto
Adolfo Lutz, Setor de Publicações.

2. A publicação de artigos na Revista está condicionada à
aprovação da Comissão de Redação de Publicações Oficiais do
Instituto Adolfo Lutz, que poderá sugerir ao autor alterações no
original. Este original só será aceito quando tiver o visto desta
comissão.

3. Todo trabalho entregue para publicação deverá ser assinado
pelo autor e trazer endereço para correspondência ou endereço
eletrônico. No caso de mais de um autor, deverá ser expressamente
indicado o responsável pela publicação.

4. Os trabalhos serão publicados em ordem cronológica de
aprovação, salvo o caso especial de nota prévia, que terá
prioridade.

5. A data de recebimento e a de aprovação do artigo constarão
obrigatoriamente no final do mesmo.

6. As provas tipográficas serão revisadas pela Comissão de
Redação de Publicações Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comissão se reserva o direito de introduzir alterações nos
originais, visando a manutenção da homogeneidade e a qualidade
da publicação, respeitando, porém, o estilo e as opiniões dos
autores.

7. É permitida a reprodução, no todo ou em parte, de artigos
publicados na Revista do Instituto Adolfo Lutz, desde que sejam
indicados a origem e o nome do autor, de conformidade com a
legislação sobre direitos autorais.

DA DISTRIBUIÇÃO

A Revista Adolfo Lutz é distribuída gratuitamente a entidades
governamentais, culturais, ou em permuta de periódicos nacionais
ou estrangeiros.
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Augusto de Escragnolle Taunay, filho do Dr. Afonso Escragnolle Taunay e de dona Sara de Souza Queiroz Taunay, nascido
aos 19 de julho de 1912 em São Paulo, capital, teve sua formação escolar primária e secundária no Ginásio São Bento para a seguir
cursar a Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo onde se formou em 1936.

Aos 1° de julho de 1937 foi contratado assistente do Serviço Especial de Defesa contra a Febre Amarela então dirigido pelo
Dr. Henrique de Beaurepaire Aragão destacado cientista do Instituto Oswaldo Cruz; Taunay exercia sua função no Instituto
Bacteriológico onde realizava necropsias em casos suspeitos de Febre Amarela assim como as fazia em cidades outras, muitas
vezes em precárias condições, tendo como auxiliar Antonio Amorosino, técnico do Bacteriológico.

Em 23 de agosto de 1938 foi nomeado Assistente do Instituto Bacteriológico que, em 1940 ao se juntar ao Laboratório
Bromatológico de São Paulo passou a denominar-se Instituto Adolfo Lutz; em 27 de outubro de 1940 nomeado Biologista do
Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central de Saúde Pública do Estado de São Paulo, tendo sido designado para exercer a função
de chefia da Seção de Bacteriologia.

Aos 22 de junho de 1940, Taunay casou-se com Angélica de Ulhôa Cintra Taunay, filha de Dr. João Florence de Ulhôa Cintra
e de dona Adelina Castro de Ulhôa Cintra.

Em 25 de novembro de 1946 ocorreu a transformação do cargo de Biologista para a de Médico e em 07 de fevereiro de 1951
foi designado chefe de Seção de Bacteriologia da Divisão de Microbiologia e Diagnóstico do Instituto Adolfo Lutz sendo em 1966
nomeado Diretor efetivo da Diretoria de Microbiologia e Diagnóstico, atualmente Divisão de Biologia Médica, em substituição ao
Dr. Luiz S. de Salles Gomes que se aposentara.

Finalmente aos 07 de março de 1967 foi designado Diretor Geral do Instituto Adolfo Lutz, cargo em que permaneceu até
completar 70 anos, quando se aposentou compulsoriamente, aos 16 de julho de 1982.

NECROLÓGIO

AUGUSTO DE ESCRAGNOLLE TAUNAY – (1912-2000)
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Em 1945 Taunay foi designado pelo então diretor do Departamento de Saúde do Estado de São Paulo, Prof Dr. José Pedro de
Carvalho Lima, para uma bolsa de estudos nos Estados Unidos da América do Norte, onde permaneceu um ano estagiando nos
Laboratórios de Saúde Pública do Estado de Michigan e na Divisão de Pesquisas do Laboratório de Saúde Pública do Estado de
Connecticut.

Em 1951 designado pelo Senhor Secretário da Saúde Pública e da Assistência Social do Estado de São Paulo, foi a Montevidéu
observar o “Centro Sul Americano de Enterobactérias” do Instituto de Higiene de Montevidéu, onde pontificavam os Drs. E.
Hormaeche e C. A. Peluffo com suas pesquisas sobre salmoneloses.

Transcrevemos a seguir trechos de seu “Curriculum Vitae” de autoria do próprio Taunay: “Assumindo a Seção de Bacteri-
ologia, alteramos sua metodologia no sentido de melhorar o diagnóstico e tornar o laboratório um instrumento básico necessário
à pesquisa bacteriológica e epidemiológica. Foram pesquisados e introduzidos novos meios de cultivo, seletivos, diferenciais e
presuntivos e iniciada a produção de anti-soros diagnósticos. Assim conseguimos comprovar em nosso meio, a importância das
salmonelas como agentes desinterigenos e estudar a estrutura antigênica da Shigella alkalescens”.

Em 1945, após estágio de um ano no Connecticut State Laboratory vimos confirmadas as alterações técnicas introduzidas
e com os padrões que necessitávamos, pudemos já em 1947, contar com um “Centro de Pesquisas para Enterobactérias” de
interesse sanitário, o primeiro a ser instalado no Brasil.

Conseguimos assim positivar a freqüência e a predominância dos tipos de Enterobactérias patogênicas; comprovar melho-
res métodos de exame e de coleta de material; demonstrar e identificar pela primeira vez no Brasil a E. coli G.E.I. como um dos
agentes da gastroenterite infantil; reproduzir com esse germe no cobaio, lesões intestinais semelhantes às da diarréia fulminante do
recém-nascido; comprovar que em hospitais carentes de higiene, tais bactérias podem provocar epidemias severas, nas quais, a via
aérea deve constituir importante meio de transmissão.

Atendemos também uma pesada rotina de trabalho sempre visando de preferência ao esclarecimento da etiologia das
principais doenças transmissíveis.

Em 1972, na vigência de grave epidemia de doença meningocócica, logo de inicio, caracterizamos o meningococo prevalente
e estabelecemos seu comportamento frente aos quimioterápicos. Dada e extensão do problema e a singularidade de se sucederem
duas ondas epidêmicas ocasionadas por tipos diferentes de meningococos e a necessidade de avaliar a resposta imunitária à
vacinação específica, a tecnologia teve que ser altamente diversificada. A complementação dessas investigações é objeto agora
de um programa de pesquisa que está sendo desenvolvido em colaboração com o National Institute of Health U.S.A., visando
esclarecer aspectos de laboratório da doença meningocócica e das meningites purulentas em geral.

Criados os recursos técnicos, passou o laboratório a ser solicitado por grande número de pesquisadores, seja para atuali-
zar conhecimentos, complementar trabalhos ou para realização de teses, prestação de serviço esta que continua como rotina
normal até hoje. A necessidade de produzir soros diagnósticos, antígenos específicos e reagentes especiais para nosso uso,
passou a ser uma norma da Instituição que hoje, através do seu Fundo Especial de Despesa, os distribui por todo país, assim
como para entidades particulares.

Ao assumir a direção geral do Instituto a primeira preocupação foi a de obter melhorias das condições de trabalho:
aumentando o espaço físico destinado aos laboratórios, adquirindo equipamento adequado, contratando serviço de manutenção
especializada e regularizando o fornecimento do material de consumo. Com a reforma administrativa de 1970, foi estudada uma
estrutura mais funcional que apesar de implantada, não teve ainda as conseqüências esperadas pela falta de criação dos cargos
de chefia e direção.

Sempre que possível, procuramos incentivar a ida de nossos auxiliares ao exterior e ao mesmo tempo entramos em
contato com alguns dos Institutos da USP com quem acordamos em realizar no Instituto Adolfo Lutz parte dos cursos de pós-
graduação de responsabilidade da USP, ocasião em que não só o nosso corpo de técnicos é utilizado como também o é precioso
material didático de nossa rotina de trabalho.

Por solicitação direta do Senhor Ministro da Saúde estamos realizando cursos de especialização em laboratório de Saúde
Pública, destinados a técnicos superiores provenientes de várias unidades da federação. Até o momento já foram aprovados 42
técnicos, que aqui realizaram intenso treinamento, com constante orientação e acompanhamento em regime integral.



xi

Julgamos necessários maiores detalhes sobre a intensidade da epidemia meningocócica que assolou São Paulo para
melhor se avaliar o desempenho do Instituto, em especial das Seções de Bacteriologia e Imunologia, frente a essa eventuali-
dade.

Nos anos de 1966 a 1970, o número médio dos casos de meningite meningocócica internados no Hospital Emílio Ribas
era de 136 pacientes por ano; no ano de 1971 subiu para 627, em 1972 para 1579 caracterizando surto epidêmico cujo agente
enológico predominante foi Neisseria meningitidis sorogrupo C. Nos anos seguintes 1973 e 1974 manteve-se ao redor de 1900
casos comprovados, porem em maio de 1974 ocorreu nova onda epidêmica agora associada ao menigococo do sorogrupo A, com
tal intensidade que em dezembro desse mesmo ano, decorridos apenas oito meses, já haviam sido comprovados 6533 casos,
caracterizando uma das maiores epidemias de doença meningocócica de que se tem notícia.

Coube ao Instituto Adolfo Lutz a imensa tarefa de efetuar toda a rotina diagnóstica dos pacientes internados em diferentes
hospitais, preferencialmente, até à saturação, no Hospital Emílio Ribas. Houve mesmo um dia em que mais de setecentos pacientes
procuraram esses hospitais, com suspeita de meningite! Como seria possível colher e transportar líquido cefalorraquidiano ao
Instituto, em condições ideais? Como solução, pesquisadores do Instituto implantaram e padronizaram a reação de imunoeletroforese
cruzada que permite identificar no liquor ou em outros líquidos orgânicos tais como urina e soro, antígenos específicos dos vários
sorogrupos de meningocócicos.”

Em face da brilhante atuação desempenhada pelo Instituto Adolfo Lutz, o Governo Federal outorgou duas comendas:
Ordem de Rio Branco, grau de oficial ao Dr. Augusto de Escragnolle Taunay e a Medalha Oswaldo Cruz ao próprio Instituto
Adolfo Lutz pelos serviços prestados a nação brasileira, em especial por ocasião das epidemias de meningite. Foi ainda agraci-
ado com a comenda “Amigo da Marinha”.

A partir de 1982, o Governo Federal através do Ministério da Saúde, reconheceu o mérito do Instituto, indicando-o como
“Centro de Referencia Nacional para Meningites” cabendo-lhe, além do apoio diagnóstico na vigilância das meningites bacterianas,
o treinamento do pessoal técnico, a produção de reagentes, o repasse de tecnologia de diagnóstico, enfim assessoria total. Como
Coordenador foi designado o Dr. Carmo Elias Andrade Melles, desde então até os dias atuais.

Em 1960 Taunay foi convidado para professor titular da disciplina de Bacteriologia da Faculdade de Odontologia de São
José dos Campos pertencente à Universidade “Júlio Mesquita Filho” do Estado de São Paulo da qual ao se aposentar em Outubro
de 1983, recebeu o título de Professor Emérito, conferido pela Douta Congregação.

Como fecho de ouro dos estudos sobre salmoneloses, um de seus assuntos prediletos, Taunay e colaboradores publicaram
em 1996 alentado relatório intitulado: “The role of Public Health Laboratory in the problem of salmonelooses in São Paulo,
Brazil”, Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo, 38(2) 119-127, 1996. No período de 1950-90 foram identificadas 45.862 cepas de Salmonela,
sendo 31.517 provenientes de infecções humanas e 14.345 de materiais de origem não humana, e analisadas as alterações ocorridas
quanto à freqüência dos sorotipos isolados neste período. Assim é que no período 1950-66 não houve predomínio evidente de
nenhum sorotipo; entretanto no período 1968-76, a S typhimurium passou a ser o sorotipo predominante, representando 77,7% dos
sorotipos isolados. Observou-se também, aumento significativo da S. agona assim como o aparecimento de grande variedade de
sorotipos. Quanto às salmonelas de origem não humana, chama atenção o grande número de sorotipos isolados, mais de 100.
Quanto aos sorotipos isolados de materiais de origem humana, 74,9% foram isolados de fezes, 15,5% de sangue e 3,7% do líquido
cefalorraquidiano. Os autores assinalam a coincidência da ocorrência de surto de meningite por S.typhimurium com a epidemia de
meningite meningocócica (1972 a 1975); registram ainda a ocorrência de surto de meningite por S. grumpensis, sorotipo não
detectado na região até aquela época, o que enfatiza as observações dos autores de que qualquer sorotipo poderá provocar
epidemias graves e prolongadas. Concluem que este trabalho mostra o importante papel do Laboratório de Saúde Pública no
estudo de uma das principais zoonoses do mundo.

Taunay compareceu a mais de 20 Congressos científicos com apresentação de trabalhos assim como participando de
mesas redondas ou pronunciando conferências.

Publicou cerca de 70 trabalhos científicos em revistas nacionais e estrangeiras, sendo que em seis deles recebeu prêmios
de associações cientificas, o de maior destaque sendo o Prêmio “Alvarenga” da Academia Nacional de Medicina, em 1962, com
o trabalho “Pielonefrites”.

Por decreto n° 4424 de 1974 passou a exercer o cargo de Diretor Técnico, Divisão Nível I, em regime de tempo integral.



xii

Em 1976, a convite do Ministério da Saúde participou como perito representante do Brasil da reunião sobre “Meningite
Meningocócica” em São Paulo e Brasília de 23 a 28 de fevereiro de 1976 sendo expositor do tema “Experiência brasileira no
diagnóstico de laboratório da meningite Meningocóccica”.

Em 06 de setembro de 1976 pela Portaria n° 335-Bsb foi nomeado pelo Ministro da Saúde para integrar o Conselho Técnico
Científico da Fundação Oswaldo Cruz.

De 15 a 23 de outubro de 1977 foi convocado pelo Ministério da Saúde para representar o Brasil na reunião dos Diretores
Nacionais de Laboratórios de Controle de Produtos Biológicos na cidade do México.

De acordo com a análise do Prof Eliseu A. Waldman, em 1967 quando Taunay assumiu a Diretoria Geral do Instituto Adolfo
Lutz, coincidiu com o início da primeira gestão do Prof Dr. Walter S. Leser na Secretaria da Saúde do Estado; seguramente a década
de 1970 constituiu o período áureo do modelo de Laboratório de Saúde Pública implantado por Carvalho Lima, que se adequava
perfeitamente tanto a reforma administrativa e à implantação dos programas de saúde promovidos por Leser, como à política de
extensão da cobertura de serviços de saúde prevista pelo 2° Plano Nacional de Desenvolvimento. Essa feliz coincidência permitiu
a construção de novos prédios para os laboratórios regionais, com instalações adequadas e modernas, consolidando uma rede que
atingiu em 1980, doze laboratórios regionais que Taunay visitava anualmente, quando possível, além de dez distritais.

O Ministério da Saúde fez do Instituto Adolfo Lutz o paradigma para a implantação do Sistema Nacional de Laboratório
de Saúde Pública, designando-o Laboratório Nacional de Referência, responsável, portanto pela padronização das técnicas e
pela formação de recursos humanos necessários ao referido sistema. Aconteceu então o fortalecimento dos laboratórios regionais
no interior da instituição à medida que estabeleceu, de forma clara, o seu papel no contexto da política sanitária então vigente.

A capacidade de trabalho de Taunay sempre foi impressionante e sem limites, alimentada por privilegiada inteligência e
incrível memória, características alias semelhantes às de seu pai, o Dr. Afonso de Escragnolle Taunay ao qual tive o privilégio
de conhecer pessoalmente. Ademais era assíduo leitor de publicações científicas e tudo isto somado à pesada rotina produziam
numerosos assuntos a pesquisar visando de preferência ao esclarecimento de determinados aspectos de doenças transmissíveis.
Como exemplos, as shigeloses, as salmoneloses em suas manifestações e localizações atípicas, a prolongada epidemia de menin-
gites bacterianas que perduraram muitos anos, de 1971 a 1976, a encefalite do Vale do Ribeira, e mais recentemente a Febre Purpúrica
Brasileira, nova entidade patogênica ainda em profundos estudos por verdadeira seleção de pesquisadores de múltiplas qualifica-
ções. Enfim uma infinidade de problemas de Saúde Pública a solucionar, a esclarecer, quase sempre com êxito final. A harmoniosa
figura humana de Taunay revestida de fina educação, extrema simpatia e fácil comunicação granjeava amizade, respeito e retribui-
ção.

Em verdade criou uma nova escola, da Bacteriologia aplicada à Saúde Pública na qual se especializaram seus assistentes,
colaboradores e pesquisadores de numerosas outras instituições. Seu vasto currículo é realmente admirável, imenso e variegado.

Aspecto marcante de sua personalidade foi seu acendrado amor ao Instituto Adolfo Lutz do qual se constituiu sustentácu-
lo fundamental cujos efeitos benéficos perdurarão ainda por muito tempo.

Com sua vida ilibada manteve a tradição de seus antepassados, o pai, Dr. Afonso de Escragnolle Taunay; extraordinário
historiador de São Paulo e do Brasil, Diretor e reformador do Museu Paulista, e seu avô paterno, Alfredo Maria de Escragnolle
Taunay, o inesquecível Visconde de Taunay.

Augusto de Escragnolle Taunay faleceu dia 25 de março do ano 2000.

Marcelo Oswaldo Álvares Corrêa
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RESUMO. Foi realizado estudo coproparasitológico em 218 crianças que freqüentam creches
comunitárias de Niterói/RJ e de 43 funcionários, tendo sido observada uma positividade para
enteroparasitas em 120 (55%) e 15 (34,9%) respectivamente. Dentre as amostras positivas das crianças,
o parasita que apresentou maior freqüência entre os protozoários foi Giardia lamblia (38,3%) seguida
por Entamoeba coli (26,6%), Endolimax nana (17,5%), Entamoeba histolytica (11,6%) e Blastocystis
hominis (2,5%). E. coli foi o parasita mais freqüente entre os funcionários. Entre os helmintos, nas
crianças, o mais freqüente foi Ascaris lumbricoides (30%) seguido por Trichuris trichiura (26,6%),
Hymenolepis nana (0,8%) e Enterobius vermicularis (0,8%). O monoparasitismo foi observado em
57,5% das crianças positivas. A alta incidência de enteroparasitas e em especial das protozooses sugere
a possibilidade de transmissão interpessoal entre as crianças, contaminação ambiental ou mesmo a
ocorrência de ingestão de alimentos e/ou água contaminados. Tais resultados demonstram a necessidade
da implementação de medidas relacionadas a saneamento básico e programas contínuos visando educação
sanitária nas comunidades estudadas, o que possibilitará uma melhoria na condição de vida das crianças
e, conseqüentemente, melhora do aprendizado e desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE. Enteroparasitoses, criança, creche, Niterói, Rio de Janeiro.

1 Docente Universidade Federal Fluminense, Instituto Biomédico, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Disciplina de Parasitologia
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INTRODUÇÃO

As parasitoses intestinais ainda constituem um sério
problema de Saúde Pública no Brasil, apresentando maior
prevalência em populações de nível sócio-econômico mais baixo

e condições precárias de saneamento básico, resultando em
altos índices de morbidade7,18,19. Em crianças, principalmente
com idades entre 0 a 5 anos, por apresentarem, normalmente,
hábitos higiênicos mais precários ou a ausência de imunidade
a re-infecções, o parasitismo intestinal torna-se mais freqüen-
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te e relevante, inclusive pela possibilidade de redução da ab-
sorção intestinal, podendo influenciar no crescimento e desen-
volvimento3,9,18.

Na literatura inúmeros relatos de parasitismo intestinal
em crianças que freqüentam creches12,15,18, destacam a impor-
tância de se estudar este tipo de instituição, bem como o de-
senvolvimento de atividades que reduzam a incidência destes
agentes. Este trabalho objetivou avaliar a prevalência de
enteroparasitoses em crianças que freqüentam creches comu-
nitárias em Niterói/RJ, seus respectivos funcionários e a possí-
vel existência de transmissão pessoa a pessoa neste tipo de
instituição.

MATERIAL E MÉTODOS

As creches avaliadas neste estudo participam do Proje-
to “Criança na Creche” da Fundação Municipal de Educação
de Niterói/RJ. As creches atendem a crianças residentes em
comunidades carentes com idades entre um e seis anos, em
áreas de baixo nível sócio econômico. Os funcionários das cre-
ches são em sua maioria membros da comunidade local. Todas
as creches analisadas funcionam apenas nos dias úteis durante
o período diurno apresentando, portanto um regime de semi-
internato.

Foram estudadas cinco instituições sendo estas: a Cre-
che Nossa Senhora de Aparecida, localizada no bairro do Ingá
atendendo a 70 crianças (Creche 1) e com 11 funcionários; a
Creche Criança Esperança localizada no Bairro do Vital Brazil
atendendo a 36 crianças (Creche 2) e com 5 funcionários; a
Creche Ercílio Marques localizada no Sapê, atendendo a 44
crianças (Creche 3) e com 5 funcionários; a Creche Girassóis
no Caramujo, atendendo a 130 crianças (Creche 4) e com 22
funcionários e a Creche Cristo Vive localizada no Beltrão, aten-
dendo a 60 crianças (Creche 5) e com 11 funcionários. A Cre-
che Girassóis constituiu uma exceção, pois por atender a cli-
entela composta por filhos de catadores de lixo, mantém cri-

anças de meses de idade até 11 anos. A participação das crian-
ças foi voluntária com consentimento dos respectivos pais.

De cada criança e funcionário, que aderiram espontane-
amente ao estudo (218 crianças e 43 funcionários), foram
coletadas três amostras de fezes em diferentes dias4. Duas amos-
tras foram coletadas em solução conservante de Railliet-Henry,
sendo processadas pelas técnicas de Faust e cols.5 e de Lutz11 e
uma amostra sem conservante processada pela técnica de
Baermann & Moraes14 para pesquisa de larvas em microscó-
pio estereoscópico. Realizou-se a leitura de uma lâmina para
cada método em microscópio óptico. Utilizou-se solução
parasitológica de Lugol (1% de Iodo Metálico + 2% de Iodeto
de potássio)16 para diferenciação morfológica dos parasitas e
cistos de protozoários.

RESULTADOS

As cinco creches comunitárias estudadas atendem a 340
crianças, sendo que 218 participaram do estudo, representan-
do uma adesão de 64,1%. Destas 218, 120 (55%) estavam po-
sitivas pelas técnicas de Faust e cols.5 e de Lutz11 ou apenas
por uma delas e 98 (44,9%) negativas por ambas. A creche
Comunitária dos Girassóis apresentou as maiores taxas de
parasitismo e a menor adesão (Tabela 1).

Com relação aos 54 funcionários, a adesão foi de 79,6%.
Apenas na Creche Comunitária dos Girassóis a adesão foi mais
baixa quando comparada às demais, sendo a positividade en-
tre estes de 34,9% (Tabela 1).

O parasita mais freqüente nas 120 crianças positivas,
entre os protozoários foi Giardia lamblia (38,3%) em seguida
Entamoeba coli (26,6%), Endolimax nana (17,5%), Entamoeba
histolytica (11,6%) e Blastocystis hominis (2,5%). E. coli foi
o parasita mais freqüente entre os funcionários (Tabela 2). Entre
os helmintos o mais freqüente foi Ascaris lumbricoides (30%)
seguido por Trichuris trichiura (26,6%), Hymenolepis nana
(0,8%) e Enterobius vermicularis (0,8%). Na maioria dos ca-

Tabela 1. Resultado dos exames coprológicos realizado nas crianças e funcionários de cinco creches comunitárias da cidade de
Niterói/RJ, no período de maio de 1999 a maio de 2000.

Creche Crianças Funcionários Bairro

Nº Positivo Negativo Total Nº Positivo Negativo Total

Nossa Sra. de Aparecida 70 24 23 47 11 3 8 11 Ingá
51,1% 48,9% 67,1% 27,3% 72,7% 100,0%

Criança Esperança 36 18 17 35 5 0 5 5 Vital Brazil
51,4% 48,6% 97,2% 0,0% 100,0% 100,0%

Ercílo Marques 44 17 15 32 5 0 5 5 Sapê
53,1% 46,9% 72,7% 0,0% 100,0% 100,0%

Girassóis 130 42 17 59 22 6 5 11 Caramujo
71,2% 28,8% 45,3% 54,5% 45,5% 50,0%

Cristo Vive 60 19 26 45 11 6 5 11 Beltrão
42,2% 57,8% 75,0% 54,5% 45,5% 100,0%

Total 340 120 98 218 54 15 28 43
55,0% 45,0% 64,1% 34,9% 65,1% 79,6%
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sos (57,5%) encontrou-se apenas monoparasitismo, embora te-
nham sido detectados até quatro parasitas associados em três
crianças (Tabela 3). A associação mais observada foi entre A.
lumbricoides e T. trichiura em 17 (14,2%) exames.

Nas 214 crianças que apresentaram idades determina-
das, não se observou diferença de positividade entre as diver-
sas faixas etárias, embora o número de crianças de 7 a 11 anos

tenha sido oriundas de apenas 1 creche e em número reduzido
(Tabela 4).

A técnica de Baermann & Moraes14 foi realizada em
192 amostras, sendo todas negativas (Tabela 5).

Nas 120 amostras positivas observou-se que a técnica
de Faust e cols.5 detectou parasitas em 106, enquanto a técnica
de sedimentação espontânea em 100 (Tabela 5). Em 86 exa-
mes, ambos evidenciaram estruturas parasitárias de pelo me-
nos um agente, sendo que em 31 exames ocorreu a detecção de
espécies parasitárias diferentes. A técnica de Faust e cols.5 não
foi capaz de detectar Ascaris lumbricoides em 6 amostras, en-
quanto Lutz em apenas 2 nos 36 exames positivos para este
agente. Com relação a Trichuris trichiura observou-se que a
técnica de Faust e cols.5 não apresentou eficiência em 6/32
amostras, enquanto Lutz em 12/32 amostras.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

A taxa média de adesão observada neste estudo de 64,1%
é considerada boa, embora abaixo do esperado, uma vez que
os exames eram gratuitos. Esta taxa de participação demons-
tra que possivelmente a prevalência do parasitismo intestinal
entre crianças que freqüentam as creches comunitárias de
Niterói é superior a encontrada (55%), indicando também a
sensibilização moderada da comunidade frente à necessidade
do diagnóstico e da importância das parasitoses intestinais em

Tabela 2. Distribuição dos parasitas por espécie observados em função da idade, ao exame de fezes de 120 crianças e dos
funcionários que apresentaram positividade das creches comunitárias de Niterói/RJ.

Crianças (idade em anos) Total Funcionários

1¬2 2¬3 3¬4 4¬5 5¬6 6¬7 7¬8 8¬9 9¬10 10¬11 nº % nº %

A. lumbricoides 5 4 6 4 7 3 2 1 3 1 36 30,0 2 4,6

T. trichiura 2 5 6 5 7 2 2 1 2 0 32 26,7 2 4,6

H. nana 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0,8 0 0,0

E. vermicularis 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,8 0 0,0

G. lamblia 3 16 12 5 6 2 1 1 0 0 46 38,3 2 4,6

E. histolytica 0 2 4 2 2 3 1 0 0 0 14 11,7 2 4,6

E. coli 0 2 5 9 5 5 1 3 0 2 32 26,7 9 20,9

E. nana 3 5 5 2 4 0 0 0 1 1 21 17,5 0 0,0

B. hominis 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 3 2,5 0 0,0

Tabela 3. Prevalência de enteroparasitismo observado em 120
crianças que apresentaram resultados positivos de cinco cre-
ches comunitárias da Cidade de Niterói/RJ.

Creche Monoparasitismo Biparasitismo Poliparasitismo*

Nossa Sra de Aparecida 16 6 2
66,7% 25,0% 8,3%

Criança Esperança 9 6 3
50,0% 33,3% 16,7%

Ercílo Marques 13 3 1
76,5% 17,6% 5,9%

Girassóis 20 14 8
47,6% 33,3% 19,1%

Cristo Vive 11 6 2
57,9% 31,6% 10,5%

Total 69 35 16
57,5% 29,2% 13,3%

* poliparasitismo – associação entre três ou mais parasitas

Tabela 4. Distribuição dos resultados observados em função da idade ao exame de fezes de 218 crianças que apresentaram
positividade por pelo menos uma técnica das creches comunitárias de Niterói/RJ.

Crianças Total

0¬1 1¬2 2¬3 3¬4 4¬5 5¬6 6¬7 7¬8 8¬9 9¬10 10¬11

Positivo 0 8 23 27 19 18 8 5 3 3 2 116

Negativo 2 16 22 24 15 12 4 2 0 0 1 98

Total 2 24 45 51 34 30 12 7 3 3 3 214
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crianças. Em um estudo sobre a saúde do idoso no Novo Méxi-
co, Romero et al.17 obtiveram uma taxa de participação de 54%
dos indivíduos recrutados (883/1666), enquanto Barnett et al.1

obtiveram uma participação de 64,5% dos membros da Aca-
demia Americana de Pediatria em um estudo realizado através
de questionário sobre os programas de saúde nas escolas. Por
outro lado, Ivatts et al.10 em um estudo sobre as percepções e
práticas de agentes de viagens frente às doenças adquiridas
em viagens obtiveram uma participação de 87% das agências
consultadas.

A positividade de 55% nas crianças foi superior a ob-
servada por Santos et al.18 num estudo em creches do Rio de
Janeiro onde a positividade foi de 35,04% e aos resultados
obtidos por Oliveira et al.15 em Ribeirão Preto-SP que foi de
29,8%. Porém esta positividade assemelha-se aos resultados
de Ferraroni et al.6 que foi de 68,6% numa avaliação
coproparasitológica em pré-escolares filhos de operários do
Distrito Industrial de Manaus-AM.

Giardia lamblia foi o parasita mais prevalente entre as
crianças ocorrendo em 21,4% (46/218) dos exames com ou
sem associação com outros agentes, incidindo mais em crian-
ças com idades entre 2 a 4 anos. Estes dados concordam com
os de Santos et al.15, Ferraroni et al.6, de Machado et al.12 que
encontraram prevalência de Giardia lamblia de 23,93%, 16,9%
e 61,1%, respectivamente. Esta alta ocorrência é devida, prin-
cipalmente à água não potável, destino inadequado do lixo,
hábito de ingerir hortaliças cruas e dormitórios coletivos se-
gundo Cardoso et al.3. Black et al.2 sugerem que a giardíase,
segundo dados epidemiológicos, pode ser transmitida por via
fecal-oral entre crianças que freqüentam creches e destas a seus
familiares. Neste estudo a alta freqüência encontrada pode ter
sido oriunda tanto de uma transmissão inter-pessoal entre as
crianças quanto de contaminações de alimento e/ou água uma
vez que as comunidades carecem de rede de saneamento bási-
co e abastecimento de água potável em grande número de resi-
dências.

O encontro de B. hominis em 3 crianças demonstra a
circulação deste parasita neste grupo da população concordan-
do com os dados de Guimarães e Sogayar8, embora tenham
sido encontrados poucos casos.

O monoparasitismo ocorreu em 57,5% das crianças es-
tudadas, ao contrário do observado por Santos et al.18, que evi-
denciou maior freqüência de poliparasitismo (56,1%).

Com relação aos helmintos A. lumbricoides foi o mais
prevalente, ocorrendo em 36 das 218 crianças seguido pelo T.
trichiura (32), estando associados em 17 exames. Estes dados
concordam com os resultados obtidos por Oliveira et al.13, San-
tos et al.15, Ferraroni et al.6 (1991), Machado et al.12 e Tavares-
Dias & Grandini19.

Foi detectado apenas um caso de enterobiose através
dos exames realizados, sendo tal fato esperado uma vez que
não foi utilizada uma metodologia apropriada para o seu diag-
nóstico.

Não foram encontradas larvas de Strongyloides
stercoralis pelo método de Baermann & Moraes14, altamente
específico para larvas de nematóides, nem houve o encontro
de ovos de ancilostomídeos, sugerindo que nas áreas estuda-
das, possivelmente, não está ocorrendo a circulação de parasi-
tas que infectem o homem através de mecanismos ativos
cutâneos, talvez devido ao uso de calçados pela população e
um menor contato direto com solo contaminado por larvas
destes helmintos.

Quanto à indicação dos métodos, a pequena diferença
observada na sensibilidade na detecção de estruturas parasitá-
rias por uma das técnicas eleitas e a evidenciação de estruturas
parasitárias de espécies diferentes no mesmo material por uma
ou outra técnica sugere a necessidade da utilização de mais de
uma técnica com fundamentos diferentes para fomentar uma
maior sensibilidade coprodiagnóstica como relatado por Mes-
quita et al.13.

Após a obtenção dos resultados dos exames, estes foram
entregues a Fundação Municipal de Educação de Niterói, a di-
reção da Creche e aos pais para serem encaminhados ao pedia-
tra do Posto de Saúde ou médico de família que atende a Comu-
nidade visando o tratamento gratuito. Na creche foi apresentada
uma palestra aos pais e funcionários abordando transmissão das
enteroparasitoses, os resultados obtidos na creche e como a co-
munidade pode atuar para reduzir ou evitar estas infecções.

Apesar destas atividades desenvolvidas com as comu-
nidades, os resultados demonstram a necessidade da
implementação de medidas de saneamento básico e progra-
mas contínuos, concomitantemente, visando a educação sani-
tária, acompanhamento rotineiro das infecções parasitárias bem
como participação e verificação da eficácia do tratamento pre-
conizado. A associação destas medidas possibilitaria uma
melhoria da condição de vida das crianças, bem como da co-
munidade, o que, conseqüentemente, reduziria em alguns ca-
sos o agravamento da desnutrição, melhorando o aprendizado
e o desenvolvimento destas crianças.
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Tabela 5. Resultado da análise das amostras de 218 crianças
pelas técnicas de Faust e cols., Lutz e Baermann & Moraes.

Técnica Positivo Negativo

Faust e cols. 20 14

Lutz 14 20

Faust e cols. e Lutz 86 64

Total 120 98

Baermann & Moraes 0 192
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ABSTRACTS. A parasitological survey of children from five communitary day-care centers from Niteroi/
RJ – Brazil, was conducted in 1999. Of 218 children surveyed, 120 (55%) had positive samples for intestinal
parasite. Among protozoa, Giardia lamblia was by far the most common species, detected in 38,3% of the
cases, followed by Entamoeba coli (26,6%), Endolimax nana (17,5%), Entamoeba histolytica (11,6%)
and Blastocystis hominis (2,5%). For the helminths, Ascaris lumbricoides (30%) was the most frequent,
followed by Trichuris trichiura (26,6%), Hymenolepis nana (0,8%) and Enterobius vermicularis (0,8%).
Monoparasitism was observed in 57,5% of the positive children. For the day-care center staff, Entamoeba
coli was the specie with higher prevalence, probably due to ingestion of cysts in hands, food or water
contaminated with human feaces. The high incidence of intestinal parasite, specially for protozoa, suggests
the possibility of person-to-person transmition between children or the occurence of ingestion of
contaminated food or water. These datas show the necessity of sanitary and educational programmes
implementation for a better condition of children’s lifes from communitary areas of Niteroi/RJ.

KEY-WORDS. Intestinal parasite, day-care center, children, diagnosis, Niteroi, Rio de Janeiro.
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RESUMO. Cogumelos são alimentos bem apreciados e seu consumo tem aumentado substancialmente.
Para estender a vida de prateleira a adição de dióxido de enxofre ou sais de sulfitos que o produzam é
usada por atuar como branqueador e conservador. A Resolução nº 04/88 do Conselho Nacional de
Saúde (CNS), do Ministério da Saúde permite a adição de no máximo 50 mg/kg de dióxido de enxofre.
A ausência de Salmonella em 25 gramas de amostra e um máximo de 200 bactérias coliformes fecais
por g são requeridos na Resolução 12/78 da Comissão Nacional de Normas e Padrões para Alimentos
do Ministério da Saúde. Com o propósito de avaliar os teores de sulfito, pH, e a qualidade microbiológica
de cogumelos em conserva foram analisadas 108 amostras sendo 25 industrializadas, 36 provenientes
de produtores da região de Mogi das Cruzes e 47 lotes importados da China. O método utilizado para
análise de dióxido de enxofre foi de Monier-Williams, cujo limite de detecção foi de 0,15 mg/kg e a
recuperação de 91%. Os teores de dióxido de enxofre variaram de não detectado a 1052 mg/kg sendo
que 68% das amostras industrializadas, 61% das provenientes de produtores e 23% dos lotes importados
encontraram-se acima do limite permitido. O valor de pH variou de 2,60 a 5,35. Todas as amostras de
cogumelos encontraram-se em acordo com padrões microbiológicos. Os altos níveis de dióxido de
enxofre encontrados evidenciam uma preocupação de saúde pública. Os resultados microbiológicos
sugerem que níveis baixos de dióxido de enxofre são suficientes na conservação do produto, não
justificando as doses encontradas.

PALAVRAS-CHAVE. Cogumelos, dióxido de enxofre, análise microbiológica.

INTRODUÇÃO

Os cogumelos comestíveis utilizados em conserva são
fungos pertencentes à classe dos basidiomicetes, sendo que
a espécie cultivada mais comum é o Agaricus campestris. O

1* Departamento de Ciência de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.
2 Instituto de Tecnologia de Alimentos, Av. Brasil, 2880, CEP 13073-001, Campinas/SP, Brasil, e-mail: mtaniwak@ital.org.br
* Endereço para correspondência: C.P. 6121, 13083-970, Campinas/SP. e-mail: neura@fea.unicamp.br

consumo de cogumelos em conserva no Brasil tem crescido
nos últimos anos, principalmente, após a abertura do mercado
externo. Para serem comercializados em conserva, estes so-
frem a adição direta de dióxido de enxofre, ou indiretamente de
sais de sulfitos que o produzam (sulfito de sódio, bissulfito de
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sódio, bissulfito de potássio, metabissulfito de sódio e
metabissulfito de potássio). O dióxido de enxofre (SO2) atua
como branqueador e conservador sendo o mais utilizado e
eficaz em alimentos e reconhecido como GRAS (geralmente
reconhecidos como seguros) pelo Food and Drug
Administration (FDA)3. Os compostos de enxofre são consi-
derados seguros quando usados de acordo com as boas prá-
ticas de manufatura e dentro dos níveis recomendados para
cada alimento6. A resolução 04/88 do Conselho Nacional de
Saúde (CNS) do Ministério da Saúde4 permite a adição de no
máximo 50 mg/kg de dióxido de enxofre em conservas de co-
gumelos. Estudos sobre os níveis de dióxido de enxofre em
cogumelos são escassos e existem evidências de haver um
abuso na adição deste conservador, além dos limites permiti-
dos pela legislação brasileira. Por outro lado, o preparo incor-
reto dos cogumelos em conserva pode aumentar a carga
microbiana, levando o produto à deterioração em poucos dias.
De acordo com a Resolução 12/78 da Comissão Nacional de
Normas e Padrões para Alimentos (CNNPA)4 do Ministério da
Saúde, ausência de Salmonella em 25 gramas e o máximo de
200 bactérias do grupo coliforme de origem fecal por grama de
amostra é exigido para se considerar dentro dos padrões
microbiológicos. Mais recentemente, a Resolução da Diretoria
Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária RDC
nº 12 de 02 de janeiro de 20014 estabeleceu os limites de ausên-
cia de Salmonella em 25 g, máximo de 100 bactérias do grupo
coliformes que crescem à temperatura de 45 °C por grama e
máximo de 1000 bactérias Staphylococcus coagulase positiva
por grama para cogumelos em conserva. Contudo, esta reso-
lução ainda não estava vigente na época em que este trabalho
foi desenvolvido.

Os sulfitos têm diversas funções nos alimentos e bebi-
das, atuando como agentes sanitizantes, antioxidantes,
antifermentativos, antifúngicos, inibidores do escurecimento e
da deterioração bacteriana. Perda de sulfito ocorre durante o
processamento, na estocagem, e na preparação doméstica. Os
sulfitos podem reagir com vários ingredientes e isto pode di-
minuir a quantidade de sulfito disponível no alimento. A lava-
gem com água não remove o sulfito e o cozimento irá reduzir,
mas não eliminá-lo totalmente3.

Os efeitos biológicos dos agentes sulfitantes não estão
completamente elucidados. Segundo a Federação das Socieda-
des Americanas para Experimentos Biológicos8, os sulfitos não
são prejudiciais à maioria das pessoas, senão aos asmáticos,
hipersensíveis aos sulfitos e aos alérgicos do tipo agudo. Os
sintomas ou reações relacionadas com a ingestão de sulfitos
podem ser vermelhidão, urticária, pressão sanguínea baixa,
problemas respiratórios, distúrbio gastrointestinal, dermatite,
náusea, diarréia, choque anafilático, ataque asmático agudo e
perda de consciência. No entanto, o FDA tem registrado algu-
mas mortes (27 mortes até abril de 1988) atribuídas ao consu-
mo de alimentos contendo sulfitos6 e determinou que alimen-
tos contendo mais de 10 ppm de agentes sulfitantes sejam de-
clarados no rótulo7. A ingestão diária aceitável de dióxido de
enxofre, para o homem é de 0,7 mg/kg de peso corpóreo10 e

estima-se que a ingestão diária de sulfitos esteja em torno de
180 mg3.

Os métodos para a determinação de sulfitos em alimen-
tos variam desde análises diretas muito simples até alguns
métodos indiretos muito sofisticados. O método de Monier-
Williams1 tem sido o método oficial para monitorar o uso de
sulfito7. Muitos dos métodos empregados são, essencialmente,
oriundos de modificações do primeiro procedimento de Monier-
Williams, desenvolvido em 1927 e otimizado em 1986 para
obtenção de níveis ≥ 10 ppm7,14. Fazio e Warner6 revisando
vários métodos analíticos para determinação de sulfitos em ali-
mentos concluíram que o método de Monier-Williams é ainda o
mais adequado.

Assim, os objetivos deste trabalho foram: (1) determi-
nar os níveis de dióxido de enxofre nos cogumelos em conser-
va encontrados no mercado, a fim de verificar o nível de expo-
sição dos consumidores; (2) verificar a qualidade
microbiológica dos cogumelos em conserva comercializados.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de cogumelos
Foram analisadas 25 amostras de cogumelos em con-

servas industrializados adquiridos no mercado de Campinas,
36 provenientes de produtores da região de Mogi das Cruzes e
47 importados da China.

Determinação de dióxido de enxofre
Para análise de dióxido de enxofre e de pH os cogume-

los drenados (em torno de 600 g) foram homogeneizados em
liquidificador até a obtenção de uma pasta. Foi utilizado o
método de Monier-Williams modificado por Shipton12 o qual
consiste, basicamente, em acidificar 200 g de cogumelos com
HCl (10 N) e destilar por 2 horas em corrente de N2 ajustando
a vazão em 20 bolhas por minuto. O N2 arrasta o SO2 produzi-
do para o peróxido de hidrogênio 3% neutro e frio. O SO2

reage com peróxido de hidrogênio formando H2SO4, o qual é
titulado com NaOH 0,1 N ou 0,01 N até atingir o ponto de
viragem de vermelho para amarelo (indicador vermelho de
metila 0,25%).

Para verificar a eficiência do método determinou-se o
limite de detecção, recuperação, tempo de destilação necessá-
rio e a influência do pH da solução contendo cogumelos. A
recuperação foi realizada em duplicada adicionando-se 50 mg
de metabissulfito de sódio (Na2S2O5) em 1 kg de cogumelos. O
limite de detecção foi realizado com diluição sucessiva de uma
solução padrão de Na2S2O5 adicionda a amostra, destilada e
titulada. A concentração de Na2S2O5 entre a que pode ser titu-
lada (volume usado ≥ 0,5 ml) e a que não respondeu a titulação
foi calculado como limite de detecção.

Determinação de pH
Seguiu-se o método potenciométrico do Instituto Adolfo

Lutz9, utilizando-se um potenciômetro marca Orion (330).
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Análises microbiológicas
As análises microbiológicas de Salmonella e coliformes

fecais foram realizadas de acordo com a metodologia recomen-
dada por Vanderzant e Splittstoesser13. Para determinação de
Salmonella, uma alíquota de 25 g de cogumelos foi colocada no
caldo de pré-enriquecimento, água peptonada tamponada e in-
cubada por 35 °C/24 h. Após este período, a amostra foi passa-
da para o enriquecimento seletivo no caldo tetrationato e caldo
selenito cistina e incubada por 35 °C/24 h. Em seguida a amos-
tra foi estriada em três meios de diferenciação ágar entérico de
Hectoen, ágar xilose lisina desoxiciolato e ágar bismuto sulfito,
a leitura foi feita após incubação à 35 °C/24 h. As colônias sus-
peitas foram submetidas à série bioquímica de Salmonella e o
resultado expresso em presença ou ausência de Salmonella em
25 g.

Quanto a coliformes fecais, uma amostra de 25 g foi
homogeneizada com 225 ml de água peptonada e em seguida
foi feita uma diluição seriada. As diluições foram inoculadas
em tubos múltiplos de caldo lauril sulfato triptose e incubadas
à 35 °C/48 h. Após este período os tubos positivos foram ino-
culados em caldo E. coli e incubados à 44,5 °C/24 h. A conta-
gem seguiu a técnica do número mais provável.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O limite de detecção obtido no presente trabalho para o
método Monier-Williams modificado por Shipton12 foi de
0,15 mg/kg sendo bem menor que 10 mg/kg descrito na litera-
tura7. Perfetti et al.11 também encontraram baixos valores de
SO2 (0,8 mg/kg de uva) utilizando um dos métodos de Monier-
Williams modificado. A recuperação do método foi de
91,1 ± 0,6% (CV = 0,7). O resultado obtido de recuperação
pode ser considerado ótimo visto que Warner et al.14 encontra-
ram recuperação de 75% e Beelman et al.2 entre 68,4 e 72%,
ambos em cogumelos, utilizando-se o método de Monier-
Willians modificado. Verificou-se que o tempo necessário para
a destilação total foi de 2 horas, embora o método oficial da
AOAC1 indique como tempo total 2,4 horas e o método de
Monier-Williams modificado por Shipton12, recomenda 30
minutos. Muitos trabalhos relatam a influência do pH no re-
sultado de dióxido de enxofre total. No presente trabalho foi
investigado o pH da solução contendo a amostra, o qual não
mostrou necessidade de ser modificado. Nos vários pH testa-
dos o valor obtido de SO2 foi semelhante.

Das 108 amostras analisadas, 50 (46%) apresentaram
teor de dióxido de enxofre acima do limite permitido. Altos
níveis de dióxido de enxofre foram encontrados em algumas
amostras, verificando-se valores de até 1052 mg/kg. Das 25
amostras comerciais analisadas, 17 (68%), encontraram-se
acima dos 50 mg/kg permitidos pela legislação vigente, sendo
que os níveis variaram de não detectado (< 0,15 mg/kg) a
1052 mg/kg (Figura 1). Em relação às amostras provenientes
dos produtores, os teores de SO2 variaram de não detectado a
1007 mg/kg, sendo que 61% das amostras apresentaram valo-

res acima do permitido (Figura 2). Dos lotes importados utiliza-
dos como matéria prima para posterior processamento, os valo-
res variaram de não detectado a 904 mg/kg, sendo que 23% das
amostras ficaram acima dos níveis aceitos (Figura 3). Observou-
se que nas amostras comerciais a maioria não declarava no rótu-
lo o uso de dióxido de enxofre.

Beelman et al.2 determinaram a quantidade de dióxido de
enxofre em cogumelos frescos após lavagem com uma solução
de 1000 ppm de sulfito de sódio, tendo sido encontrado níveis
iniciais bem baixos, média de 48,3 ppm e com subsequente
declínio a uma razão logarítmica. Após 24 horas de estocagem,
os níveis reduziram para quantidades não detectadas (< 10 ppm).
Daniels et al.5 analisando sulfitos em vários alimentos, encon-
traram valores de 3722 ppm em frutas secas; embora, para ou-
tros alimentos como melado e batatas em lata os valores encon-
trados foram bem menores (4,6 ppm até não detectado). Yabiku
et al.15 analisaram 473 amostras de sucos de frutas
comercializadas no Brasil, sendo que 51% apresentaram níveis
de dióxido de enxofre acima do limite máximo permitido pela
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Figura 1. Níveis de SO2 (mg/Kg) em cogumelos em conserva
industrializados.
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legislação vigente no Brasil, que é de 200 mg/kg. O maior nível
encontrado foi de 1439 mg/kg em suco de cajú.
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ABSTRACT. Mushrooms are well-liked food whose consumption has increased substantially. To extend
its shelf life the addition of sulphur dioxide is necessary as it acts as a bleaching and preservative agent.
Resolution 04/88 from the Brazilian Health Ministry National Commission of Rules and Standards for
Foods allows the maximum of 50 mg/kg of sulphur dioxide. The absence of Salmonella in 25 gram
samples and a maximum of 200 fecal coliforms per gram is also required in the Resolution 12/78 from the
Brazilian Health Ministry National Commission of Rules and Standards for Foods. A total of 108 samples,
25 from stores and markets, 36 from mushroom producers and 47 imported lots from China were analysed
for sulphite and pH levels, and were submitted to microbiological examination. The Monier-William method
was used and its detection limit was 0.15 mg/kg and recovery of 91%. Levels of suphur dioxide varied from
not detected to 1052 mg/kg. The samples showed levels above those permitted, from retailers, producers
and imported lots, at 68, 61 and 23%, respectively. The pH levels varied from 2.60 to 5.35. All mushroom
samples were acceptable in accordance with microbiological standards. The high levels of sulphur dioxide
found are of concern to public health. The microbiological results show that low levels of sulphur dioxide
are sufficient to preserve this product, not justifying the levels found.

KEY WORDS. mushrooms, sulphur dioxide, microbiological analysis.
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Figura 3. Níveis de SO2 (mg/Kg) em cogumelos em conserva
de lotes importados da China.

Os valores de pH nas 108 amostras analisadas variaram
de 2,60 a 5,35. Em todas as amostras de cogumelos investigadas
houve ausência de Salmonella (em 25 g), e a contagem de bac-
térias do grupo coliformes fecais pelo Número Mais Provável
foi menor que 0,3, encontrando-se de acordo com os padrões
microbiológicos exigidos pela legislação vigente4. A combina-
ção do pH ácido e do dióxido de enxofre foi eficaz na inibição do
crescimento destas bactérias e na conservação dos cogumelos
analisados mesmo em níveis baixos de SO2, o que não justifica o
uso de altas quantidades deste conservador.

CONCLUSÃO

Os altos níveis de dióxido de enxofre encontrados nos
cogumelos em conserva evidenciam uma preocupação de saú-
de pública, necessitando maior atuação ao nível de fiscaliza-
ção e melhoria no controle de qualidade.

Os resultados microbiológicos sugerem que níveis bai-
xos de SO2 seriam suficientes na conservação do produto não
justificando as altas doses encontradas.
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RESUMO. Este trabalho teve por objetivo avaliar o teor de lipídios em 12 marcas de queijos Minas
Frescal industrializados, 9 de queijos artesanais e 10 de ricotas comercializadas na região de Botucatu/SP.
Para avaliação de lipídios foi utilizado o método de Gerber. As informações contidas nas embalagens de
cada produto foram comparadas com os resultados obtidos. Todas as marcas de queijo Minas Frescal
apresentaram teor de lipídios acima do declarado nas embalagens (16-18%). Entre os queijos artesanais,
de um total de 9 marcas, 4 apresentavam uma média de teor de lipídios de 16%, semelhantes ao indicado
nas embalagens dos queijos Minas Frescal industrializados. Já as ricotas, todas as marcas analisadas
apresentavam teor de lipídios (%) fora do padrão médio estabelecido. Frente aos resultados obtidos,
torna-se necessário um maior controle sobre a produção industrial brasileira destes tipos de queijos.

PALAVRAS-CHAVE. queijo minas frescal; ricota; teor de lipídios; rotulagem.

INTRODUÇÃO

Queijo Minas Frescal é definido pela Portaria nº 1462

como queijo fresco obtido por coagulação enzimática do leite
com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou não com ação de bactérias láticas específi-
cas. Nem todos os componentes do leite estão presentes no
queijo, pois a caseína ao aglutinar-se separa a fase sólida da
água resultando em um concentrado protéico gorduroso. As

globulinas, albuminas, lactose e algumas vitaminas e sais per-
manecem na fase líquida formando junto com a água, o soro.
Com relação aos sais minerais, os queijos fabricados através de
coagulação enzimática retêm mais da metade do cálcio e do fós-
foro existente no leite. Sob o ponto de vista vitamínico o queijo
é uma ótima fonte de vitamina A presente na gordura. Estes
produtos derivados do leite são uma excelente fonte de
aminoácidos essenciais de acordo com Lawrie, citado por Tadini
et al.11. Já a ricota é um queijo obtido da concentração da albumina
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provocada por calor e por ácidos, tendo como matéria-prima o
soro e não o leite.

No queijo Minas Frescal deve-se trabalhar com um leite
que apresente um teor de gordura bem definido a fim de permitir
a padronização da qualidade do produto. Um trabalho desen-
volvido por Magalhães et al.6 constatou a não padronização do
teor de gordura dos leites que poderiam ser utilizados para fa-
bricação dos queijos. As indústrias de queijo Minas Frescal
procuram produzir os queijos com o máximo de umidade afim de
aumentar o rendimento, no entanto levam a um menor tempo de
conservação do produto.

As estatísticas oficiais não retratam a realidade atual
do volume de produção de queijos artesanais no Estado de
Minas Gerais, mas sabe-se de sua grande importância social.
Além disso, não existe uma metodologia que viabilize as dife-
renciações de autenticidades e de origens para os queijos
artesanais segundo Vargas et al.12. O queijo Minas Frescal é o
terceiro queijo mais consumido no país segundo Albuquerque
e Castro, citados por Saboya et al.9. A elaboração de queijos
constitui uma das mais importantes atividades das indústrias
de laticínios, sobretudo no Brasil, onde os tipos de maior con-
sumo compreendem o Minas Frescal e a mussarela segundo
Behmer e Felício Filho, citados por Oliveira et al.7.

O queijo Minas Frescal é de fabricação simples e de bai-
xo custo, representando a maioria dos queijos comercializados
em feiras livres, bares e mercearias, sendo comercializados em
sacos plásticos comum, amarrados ou fechados com um fecho
metálico, porém sem usar vácuo de acordo com Hoffmann et
al.4. Os queijos Minas Frescal e Ricota são tidos como queijos
de baixo teor de lipídios. A quantidade de lipídios presente em
100 g da amostra úmida do produto deve estar expresso em seu
rótulo. O desenvolvimento de algumas doenças como a
ateriosclerose em particular, está intimamente ligada com o nível
de colesterol no sangue que é dependente do teor de gordura
dos alimentos ingeridos, incluindo os derivados do leite8.

Segundo a legislação brasileira1, o valor de lipídios pode
ser expresso no extrato seco, o que não informa diretamente ao
consumidor a quantidade de lipídios que está ingerindo, pois o
alimento sempre é consumido na sua forma úmida. Segundo
Schmidt10 a porcentagem de lipídios deveria ser obrigatoria-
mente na base úmida.

De acordo com Portaria nº 1462 o queijo Minas Frescal
apresenta um teor de lipídios no extrato seco entre 25,0% e
44,9%. Já para a Ricota fresca, o teor de lipídios deveria ser
zero, por ser um produto obtido do soro. Para um maior rendi-
mento a Legislação Brasileira permite ser adicionado leite até
20% do volume do soro a ser utilizado, levando a um teor de
lipídios no total da massa de 1-2% em média.

O soro do queijo representa uma fonte potencial de
recursos para a indústria de laticínios. No entanto, ainda é
tratado mais como poluente do que como matéria prima. Em
estudo realizado por Ferreira3 a produção brasileira de soro
está estimada em cerca de 650-675 mil toneladas de soro advindo
apenas da fabricação de queijo. O reconhecimento da qualida-
de dos componentes do soro, bem como a divulgação de tra-

balhos científicos referentes às propriedades especiais das
proteínas, sais minerais, vitaminas, lactose levaram outros
países ao crescente interesse pela utilização do soro na indús-
tria de alimentação animal e humana, farmacêutica e química.

Este trabalho teve por objetivos quantificar o teor de
lipídios em queijos Minas Frescal industrializados, artesanais
e em Ricotas comercializados na região de Botucatu/SP. Com-
parou-se depois os resultados obtidos e as informações conti-
das nas embalagens (composição/100g) de cada produto com
o intuito de saber se eram coincidentes.

MATERIAL E MÉTODOS

Os queijos foram obtidos em diversos estabelecimentos
como padarias, supermercados e mercearias da região de
Botucatu/SP. A amostragem constitui-se de: 12 marcas de quei-
jos Minas Frescal industrializado, 9 artesanais e 10 marcas de
Ricotas. Dentro de cada grupo de queijo, as marcas receberam
letras como designação: queijos Minas Frescal industrializa-
dos A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, L e M; queijos Minas artesanais
A, B, C, D, E, F, G, H e I e as Ricotas A, B, C, D, E, F, G, H,
I e J. Foram analisados 3 diferentes lotes de queijos para cada
marca, com diferentes datas de fabricação. Os queijos artesanais
foram adquiridos sempre dos mesmos estabelecimentos. Os dois
queijos Minas Frescal industrializados, marcas B e D, decla-
ravam no rótulo serem produtos lights.

De cada amostra pesaram-se 3 gramas em recipiente
próprio do butirômetro. O teor de lipídios de cada queijo foi
assim quantificado pelo Método de Gerber, de acordo com as
Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz5, em duplicata.

Os resultados obtidos foram submetidos à análise esta-
tística, através da comparação das médias obtidas dentro das
diferentes marcas do mesmo tipo de queijo. Utilizou-se o Teste
F de Análise de Variância (ANOVA) e Teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Figura 1 mostra as médias de teor de lipídios (%) na
amostra úmida em queijos Minas Frescal industrializados. As
marcas B e D apresentaram uma padronização entre si e com
as marcas F e H, as quais eram denominadas de queijos Ma-
gros em suas embalagens. Observando-se o desvio padrão prin-
cipalmente das marcas C, H e J, pode-se notar a falta de padro-
nização destas marcas nos diferentes lotes. Para o consumidor
significa teores variáveis de lipídios ao consumir a mesma
marca proveniente de lotes diferentes.

Houve diferença significativa (p ≤ 0,05) entre a marca J e
todas as outras marcas, sendo desta, o maior valor de lipídios
encontrado (30,1%). As outras marcas podem ser agrupadas
da seguinte maneira por não apresentarem diferenças signifi-
cativas entre suas médias: B, D, H e F (14,9; 14,5; 16,6 e 13%); A,
E e I (23,7; 23,3 e 23,7%) e C, G, L e M (19,5; 20,6; 20,2 e 20,5%).

Na Figura 2 comparou-se as informações sobre o teor de
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lipídios (%) contidas nas embalagens de cada produto e os
valores obtidos nos experimentos. As marcas F, H, J e M não
apresentavam esta informação em suas embalagens. Já os re-
sultados obtidos das marcas A, C, E, G, I e L não correspondiam
ao que a embalagem informava ao consumidor. Embora o teor de

lipídios apresentado na embalagem encontra-se na base seca,
segundo estabelece a legislação, observa-se que os resultados
obtidos neste trabalho foram sempre maiores quando compara-
dos com as informações da composição fornecida também na
embalagem dos queijos.

Na Figura 3 encontram-se as médias e desvio padrão do
teor de lipídios dos queijos artesanais. As marcas A, F, H e I
apresentaram uma média de teor de lipídios na amostra úmida de
16%, semelhantes ao indicados nas embalagens dos queijos
Minas Frescal industrializados das marcas E, G, I e L. (Fig. 2).
Esta comparação foi feita por não haver informações sobre teor
de lipídios na amostra úmida para queijos artesanais. Pode-se
observar desvios padrões inferiores aos encontrados em quei-
jos industrializados, indicando uma maior padronização em sua
produção. Houve diferença significativa entre as médias (tab1),
sendo o menor valor observado de14,5% (F) e o maior valor de
23,7% (D).

A Figura 4 relaciona os valores de lipídios encontra-
dos para as Ricotas. O alto valor encontrado para o desvio
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Figura 1. Média e desvio padrão do teor de lipídios (%) na
amostra úmida de queijos Minas Frescal comercializados na
região de Botucatu/SP.

0

5

10

15

20

25

30

35

A B C D E F G H I J L M

Te
o

r
d

e
lip

íd
io

s
(%

)

Q ueijo  M inas Frescal

Valo res ob tidos  nos
experim entos

Va lo res fo rnec ido s pe la
em ba lagem

Figura 2. Comparação entre o teor de lipídios (%) obtido nos
experimentos (base úmida) e os dados fornecidos pela embala-
gem (base seca) de queijos Minas Frescal comercializados na
região de Botucatu/SP.

Figura 3. Média e desvio padrão do teor de lipídios (%) na
amostra úmida em queijos Minas Frescal artesanais
comercializados na região de Botucatu/SP.
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Figura 4. Médias e desvio padrão do teor de lipídios (%) na
amostra úmida de Ricotas comercializadas na região de
Botucatu/SP.

Figura 5. Comparação entre o teor de lipídios (%) obtido nos
experimentos (base úmida) e o valor fornecido pela embala-
gem (base seca) de Ricotas.
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padrão indica falta de controle de produção. Apenas a marca
C apresentou porcentagem significativamente maior, diferin-
do de todas as outras com um valor de 25,7% de teor de
lipídios. As outras marcas tiveram porcentagens variando de
6,7 a 17,4%.

A Figura 5 compara os valores obtidos nos experi-
mentos e os valores fornecidos pelas embalagens, sendo
que as marcas A, D, E e I não apresentavam esta informa-
ção.

Nota-se que os teores de lipídios encontrados em
Ricota do presente trabalho também foram maiores que os
declarados no rótulo, os quais estão expressos na base seca.
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ABSTRACT. This present work aims to evaluate the level of lipids out of the total of mass, within 12
different Minas Frescal industrialized brands and 10 varieties of Ricotta from the region of Botucatu/
SP. Information included on the packages of each product were compared with the results in order to
know whether the consumer is being well informed or not. The Gerber method was used to evaluate the
lipids. Results were submmited to statistical analysis using the “F Test of Variance Analysis” and Tukey
test. Industrialized varieties of Minas Frescal cheese showed, in 7 out of the 12 brands, a lipid level (%)
fitting the established average standard, however, none of them matched the information described in
their respective packages (16%-18%). Among the handwork cheeses, 5 out of 9, matched the established
standard for Minas Frescal cheeses. The ricottas, all the 10 brands analyzed here did not match the
established average standard of lipids grade (%). Face to the obtained results, it’s up to the population
to demand a more effective control of the imdustrialized Brazilian production.

KEY WORDS. Minas cheese. ricotta. lipids. labeling.

CONCLUSÕES

As amostras de queijo Minas Frescal industrializadas
apresentaram em 7 das 12 marcas, um teor de lipídios (%)
dentro do padrão médio estabelecido de 21-23%, porém ne-
nhuma estava de acordo com a informação contida na embala-
gem. Dos 9 queijos artesanais analisados, 5 estavam dentro do
padrão estabelecido para queijos Minas Frescal. Todas as 10
marcas de Ricotas analisadas apresentavam teor de lipídios
(%) fora do padrão médio estabelecido de 1-2%. Frente aos
resultados obtidos, fica evidente a necessidade de um maior
controle sobre a produção industrial brasileira de queijos.
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RESUMO. Um considerável número de espécies arbóreas constitui a flora brasileira, em alguns casos,
seus frutos revelam-se boas fontes de nutrientes. Objetivando contribuir nessa área, foi determinada a
composição química da semente e do óleo de baru (Dipteryx alata Vog.), nativo do Município de
Pirenópolis, Estado de Goiás. A metodologia analítica para a determinação da composição centesimal
aproximada da semente e em ácidos graxos de seu óleo seguiu o descrito nas ‘’Normas Analíticas do
Instituto Adolfo Lutz’’ (1985), o método enzimático-gravimétrico de Lee para as fibras totais, e a
técnica da Espectrometria de Emissão Atômica com Plasma de Argônio Indutivamente Acoplado (ICP-
AES) para os minerais. A semente de baru apresentou teores relativamente elevados de lipídios (38,2 g/
100 g) e proteínas (23,9 g/100 g) e, conseqüentemente, de calorias (502 kcal/100 g), além de valores
significativos de fibras alimentares (13,4 g/100 g) e de minerais, como potássio (827 mg/10 g), fósforo
(358 mg/100 g) e magnésio (178 mg/100 g), sugerindo seu emprego na alimentação humana e animal,
desde que não contenha substâncias tóxicas ou alergênicas. O óleo da semente revelou um elevado grau
de insaturação (81,2%), conteúdo de α-tocoferol (5,0 mg/100 g) e composição em ácidos graxos
semelhantes a do óleo de amendoim, destacando-se os ácidos oléicos (50,4%) e linoléico (28,0%), este
considerado essencial, o que favorece seu uso para fins alimentícios e como matéria-prima para as
indústrias farmacêutica e oleoquímica.

PALAVRAS-CHAVE. Baru, Dipteryx alata Vog., sementes, óleo, composição química.

INTRODUÇÃO

O Brasil possui um grande número de espécies florestais
nativas, sendo que os frutos de algumas delas revelaram-se
boas fontes de nutrientes, como por exemplo, a sapucaia
(Lecythis pisonis Camb.)16.

Nos últimos anos tem crescido a pesquisa e a produ-
ção de frutas e sementes oleaginosas, tanto para a indústria
oleoquímica como para a alimentícia, que absorvem a maioria
dos óleos obtidos de fontes naturais6. Esses óleos poderiam
suprir a deficiência da produção brasileira, como ocorre, por
exemplo, no caso do óleo de girassol, cujo consumo domésti-
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co tem crescido cerca de 16% ao ano e a produção 5% em
média7.

Apesar de já existirem estudos sobre a composição de
sua polpa e semente15,17, o baru (Dipteryx alata Vog.) mereceria
ser mais pesquisado quanto à composição química de sua se-
mente e de seu óleo, já que se prolifera na região do Planalto
Central, precisamente no norte de Minas Gerais, Goiás e centro
de Mato Grosso, indo até a costa atlântica do Maranhão11.

A referida espécie pertence à família Leguminosae e é
conhecida popularmente por baru, em Minas Gerais; barujo, coco-
feijão e cumbaru, em Mato Grosso; cumarurana, emburena brava
e pau cumaru, em outros Estados12. É uma árvore alta, de caule
reto, cujo fruto (Figura 1) é descrito como sendo uma drupa, com
polpa rica em proteína, aromática, muito consumida pelo gado e
animais silvestres10 e pelo homem, na forma de doces, como na
região de Pirenópolis, Estado de Goiás, sob a denominação “pé-
de-moleque”15; sua semente também é comestível, nutritiva e
contém óleo com propriedades medicinais10,12,14.

O presente trabalho caracterizou a semente e o óleo de
baru, por meio da composição centesimal e de minerais da se-
mente e da composição em ácidos graxos e de tocoferóis do seu
óleo, visando a possível utilização de ambos, alternativamente,
para fins alimentícios.

MATERIAL E MÉTODOS

Material
Os frutos da Dipteryx alata Vog. foram colhidos maduros,

do chão, no mês de novembro de 1999 em propriedades rurais
localizadas no Município de Pirenópolis, Estado de Goiás.

As sementes (Figuras 1 e 2) foram retiradas manualmen-
te dos frutos, com o auxílio de maquinário artesanal, acondicio-
nadas em saco plástico selado, e enviadas de imediato para
análise nos laboratórios dos Institutos Adolfo Lutz e Florestal,
em São Paulo/SP.

Foram selecionadas para o estudo 100 sementes com
peso médio de 1,29 g.

As sementes selecionadas foram trituradas e
homogeneizadas em multiprocessador doméstico e analisadas.

Métodos
A composição centesimal aproximada das sementes, quan-

to à umidade, cinzas, lipídios e proteínas, foi determinada pelos
seguintes métodos descritos nas “Normas analíticas do Instituto
Adolfo Lutz”8: perda por dessecação; resíduo por incineração;
extração direta com éter etílico em aparelho tipo Soxhlet; proces-
so de digestão Kjeldahl, respectivamente. O teor de fibras alimen-
tar foi efetuado pelo método enzimático-gravimétrico8, e os
carboidratos totais, calculados por diferença.

O valor calórico total foi calculado, empregando-se os
seguintes fatores: 4, para proteínas e carboidratos e 9 para
lipídios5.

A composição em ácidos graxos do óleo extraído da se-
mente (método de Soxhlet) foi determinada por cromatografia
em fase gasosa, empregando um cromatógrafo a gás marca
Shimadzu, modelo GC-17 A, com detector de ionização de cha-
ma. Os ésteres metílicos de ácidos graxos foram preparados de
acordo com a técnica descrita nas normas acima referidas.

Os compostos foram separados em coluna capilar de
sílica fundida CP-Sil 88 de 50 m, com diâmetro interno 0,25 cm e
espessura do filme 0,20 µm. Foram obedecidas as seguintes
condições de operação: temperatura programada da coluna: 80
a 220 °C (5 °C/min); temperatura do injetor: 230 °C; temperatura
do detector: 240 °C; gás de arraste, hidrogênio, velocidade line-
ar 40 mL/min; razão de divisão da amostra 1:50. Os ácidos graxos
foram identificados através da comparação dos tempos de re-
tenção de padrões puros dos ésteres metílicos de ácidos graxos
com os componentes separados das amostras. A identificação
do ácido graxo C24:0 foi confirmada através da construção do
gráfico do tempo de retenção pelo número de carbonos da série
homóloga de ácidos graxos saturados, considerando que foi
empregada programação linear de aumento de temperatura da
coluna. A quantificação foi feita por normalização de área.

Os tocoferóis foram separados e quantificados por
cromatografia líquida de alta eficiência – CLAE, conforme

Figura 1. Frutos e sementes de baru (Dipteryx alata Vog.). Figura 2. Sementes de baru (Dipteryx alata Vog.).
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metodologia AOCS Ce 8-891. O óleo extraído das amostras foi
dissolvido em n-hexano e submetido diretamente à análise por
CLAE. Empregou-se um sistema de cromatografia líquida
marca Shimadzu, composto de vários módulos: bomba LC-
10AD; detector de fluorescência (RF-10AXL) com comprimen-
tos de onda de excitação 290 nm e emissão 330 nm; módulo
de comunicação CBM-10-AD e software Class LC10-AD para
aquisição de dados e controle total do sistema.

Os componentes foram separados em coluna
cromatográfica de aço inox empacotado com sílica com partí-
culas de 5 µm, 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diâme-
tro interno. A fase móvel utilizada foi n-hexano/isopropanol
(99,5:0,5 v/v) com fluxo de 1,2 mL/min. Os solventes empre-
gados foram de grau HPLC. Os tocoferóis foram identificados
por comparação com o tempo de retenção dos padrões puros
analisados nas mesmas condições. Estes foram quantificados
por padronização externa, sendo utilizados padrões de alfa,
beta, gama e delta tocoferóis da marca Merck com as seguin-
tes purezas: alfa-tocoferol: 99,2%; beta-tocoferol: 99,6%; gama-
tocoferol: 102,1% e delta-tocoferol: 99,9%.

Para a determinação dos minerais (macro e
micronutrientes), as amostras foram tratadas por via seca, se-
gundo o método 985.01 da A.O.A.C.1.

Os minerais (Ca, Cu, Fe, P, Mg, Mn, K, Zn) foram ca-
racterizados e quantificados nas amostras solubilizadas pela
técnica da Espectrometria de Emissão Atômica com Plasma
de Argônio Indutivamente Acoplado (ICP-AES), operando à
potência de 1,2 kW e à velocidade de introdução da amostra
de 1,5 mL/min.

Todas as determinações foram realizadas com 5 repeti-
ções, exceto as de minerais, com 7 repetições.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Tabela 1 apresenta a composição centesimal aproxi-
mada e valor calórico total (VCT) das sementes de baru.

Os componentes majoritários foram os lipídios (38,2%)
e proteínas (23,9%). Comparando-se tais resultados com os
verificados para sementes de baru colhidas no Estado de São
Paulo e em Brasília, DF15,17, observa-se que o teor de lipídios
ora obtido (38,2%) foi ligeiramente inferior àqueles (41,65%
e 40,3%, respectivamente), e o de proteínas foi semelhante à
amostra paulista (23,45%) e esteve abaixo da brasiliense
(29,6%).

Considerando os percentuais de lipídios e proteínas
obtidos neste experimento, sugere-se uma avaliação das aludi-
das sementes em dietas, exceto se for relatada a presença de
substâncias tóxicas ou alergênicas nas mesmas.

O teor de carboidratos totais encontrados (15,8%) foi
maior do que a soma de glicose e sacarose (11,32%) referida
para a amostra de São Paulo17 e mais do que o dobro da de
Brasília (7,3%)15. No entanto, tal comparação fica prejudica-
da, visto que nestes trabalhos os açúcares foram determinados
experimentalmente e no atual calculados por diferença.

O conteúdo de fibras totais ou alimentares encontrado
(14,39%) foi menor do que a de Brasília (19,04%), porém pre-
dominando as fibras insolúveis como na amostra brasiliense
(11,64% e 14,1%, respectivamente)15. Tais comparações fo-
ram efetuadas com os resultados calculados na base seca. Cabe
ressaltar que pesquisas recentes vêm demonstrando o papel
fisiológico da fração chamada fibra alimentar, sendo assim
importante à obtenção de dados quantitativos sobre a sua pre-
sença nos alimentos9.

Por sua vez, os conteúdos de cinzas foram aproximados
nos três casos (2,70% a 2,85%) e o de umidade se assemelhou
para as sementes deste trabalho e de São Paulo (6,1% e 5,80%,
pela ordem)17, não constando essa informação para a da outra
localidade.

O valor calórico total (VCT) teórico encontrado no pre-
sente estudo (502 kcal/100 g) foi menor do que o das amostras
paulistas (561 kcal/100 g), principalmente em função dos va-
lores de lipídios mais altos desta última17. Para as amostras
brasilienses, não constava o VCT14.

No que se refere à composição em ácidos graxos (Tabe-
la 2), o óleo da semente de baru deste estudo revelou-se alta-
mente insaturado (81,2% p/p de metil ésteres), semelhante ao
óleo da semente de São Paulo (80,87%)17.

O elevado grau de insaturação anteriormente abordado
deveu-se à predominância dos ácidos oléico (50,4%) e linoléico
(28,9%), este último considerado essencial. Os referidos valo-
res se enquadram na faixa aplicada pelos padrões de identida-
de do Brasil e da American Oil Chemists’ Society (AOCS)
para o óleo de amendoim, sendo os seguintes: C18:1, Brasil,
35,0-72,0%; AOCS, 36,4-67,1%; C18:2, Brasil, 13,0-45,0%,
AOCS, 14,0-43,0%1,3.

A significativa quantidade de lipídios verificada na se-
mente de baru, ao lado da composição em ácidos graxos de seu
óleo, sugere a sua possível utilização na alimentação humana
como óleo de amendoim, pouco produzido e consumido atual-

Tabela 1. Composição centesimal aproximada (g/100 g) e va-
lor calórico total (kcal/100 g) da semente de baru (Dipteryx
alata Vog.)*.

Componentes Valores
Média ± DP

Substâncias voláteis a 105 °C (umidade) 6,1 ± 0,2

Resíduo mineral fixo (cinzas) 2,70 ± 0,06

Lipídios 38,2 ± 0,4

Proteínas (N x 6,25) 23,9 ± 0,6

Carboidratos totais** 15,8 ± 0,6

Fibras totais 13,4 ± 0,3

Fibras solúveis 2,5 ± 0,2

Fibras insolúveis 10,9 ± 0,3

Valor calórico total (VCT)*** 502 ± 3

* Média de cinco repetições
**Calculado por diferença
*** Valor teórico
DP – desvio padrão
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mente em nosso país, ou como matéria-prima na indústria farma-
cêutica ou oleoquímica. Entretanto, um fator limitante seria a
dificuldade de se adaptar instalações industriais para extração
de óleo de uma matéria-prima regional.

A tabela 2 mostra ainda os valores de alfa e gama-
tocoferol para o óleo de semente de baru dados pela técnica
CLAE. No tocante ao α-tocoferol, o valor encontrado (5,00 mg/
100 g) se acha próximo do limite mínimo referido pela AOCS
(4,9-37,3 mg/100 g) para o óleo de amendoim, estando o γ-
tocoferol (4,3 mg/100 g) abaixo (8,8-38,9 mg/100 g)1.

Os teores de minerais (macro e micronutrientes) da se-
mente de baru são apresentados na Tabela 3.

Com relação aos macronutrientes, foram encontrados qua-
tro (Ca, Mg, P, K) dos seis considerados essenciais4, a exemplo
do constatado para semente de baru de São Paulo17. O potássio
exibiu a maior concentração (827 mg/100 g), seguido do fósforo
(358 mg/100 g), sendo que este último desempenha também im-
portante papel no processo germinativo da semente13.

Por sua vez, quatro micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Zn)
dentre os oito essenciais3 foram verificados tanto na semente
presentemente estudada como na paulista16, destacando-se o
manganês (4,9 mg/100g) que, junto com o ferro e o zinco, de-
sempenha importante papel no metabolismo humano4.

CONCLUSÕES

Pelos resultados encontrados pode-se concluir que:
As sementes de Dipteryx alata Vog. (baru) constituem

uma fonte significativa de lipídios, proteínas e, conseqüente-
mente, de calorias, além de fibras alimentares e minerais, suge-
rindo sua utilização na alimentação humana e animal, desde que

comprovada a inexistência de compostos tóxicos ou alergênicos
nas mesmas.

As sementes estudadas são também boas fontes de macro
e micronutrientes essenciais, como potássio, fósforo e manganês.

O óleo da semente de baru apresenta teor de α-tocoferol
e composição em ácidos graxos semelhantes aos do óleo de
amendoim, destacando-se os ácidos oléico e linoléico, este con-
siderado essencial.

O elevado grau de insaturação do óleo da semente de
baru favorece seu uso para fins comestíveis ou como matéria-
prima para as indústrias farmacêutica e oleoquímica, se elimi-
nadas eventuais substâncias nocivas à saúde.

Tabela 3. Teores de minerais (mg/100 g) da semente de baru
(Dipteryx alata Vog.)*.

Elementos Valores

Cálcio (em Ca) 140 ± 4

Cobre (em Cu) 1,45 ± 0,06

Ferro (em Fe) 4,24 ± 0,08

Fósforo (em P) 358 ± 6

Magnésio (em Mg) 178 ± 3

Manganês (em Mn) 4,9 ± 0,3

Potássio (em K) 827 ± 46

Zinco (em Zn) 4,1 ± 0,1

* Média de sete determinações

Tabela 2. Composição em ácidos graxos (% p/p de metilésteres) e em tocoferóis (mg/100 g) dos óleos da semente de baru
(Dipteryx alata Vog.)* e de amendoim (valores teóricos).

Valores experimentais Valores teóricos

Ácidos graxos/tocoferóis Óleo de semente de baru Óleo de amendoim

Obtidos Média ± DP Ref.17 Ref.3 Ref.1

C16:0 (palmítico) 7,6 ± 0,3 7,40 6,0-16,0 8,3-14,0
C18:0 (esteárico) 5,4 ± 0,3 3,12 1,3-6,5 1,0-4,4
C18:1 (oléico) 50,4 ± 0,6 50,17 35,0-72,0 36,4-67,1
C18:2 (linoléico) 28,0 ± 0,9 30,70 13,0-45,0 14,0-43,0
C20:0 (araquídico) 1,07 ± 0,03 0,82 1,0-3,0 1,1-1,7
C20:! (gadoléico) 2,7 ± 0,1 – 0,5-2,1 0,7-1,7
C22:0 (behênico) 2,6 ± 0,1 2,12 1,0-5,0 2,1-4,4
C24:0 (lignocérico) 2,1 ± 0,3 – 0,5-3,0 1,1-2,2
N.I. – 4,94 – –
AGS 18,8 13,46 – –
AGI 81,2 80,87 – –
α-tocoferol 5,0 ± 0,2 – – 4,9-37,3
γ-tocoferol 4,3 ± 0,7 – – 8,8-38,9

* Média de cinco determinações
DP = desvio padrão
N.I. = não identificados
AGS = ácidos graxos saturados
AGI = ácidos graxos insaturados
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ABSTRACT. A considerable number of the arboreous species composes the Brazilian’s forests, but
some of the fruits have shown to be good sources of nutrients. In this paper, the chemical composition
of seeds, the fatty acid profile of the oil and the inorganic elements contained in the baru (Dipteryx
alata Vog.), fruits from the region of Pirenópolis, state of the Goiás, Brazil, were determined. The
chemical analytical methodology followed the “Analytical Methods of the Adolfo Lutz Institute”, 1985;
the minerals and dietary fiber was determined by Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectrometry (ICP-AES) technique and enzymatic-gravimeter method, modified by Lee et al.,
respectively. The sample showed a high level of the lipid (38,2 g/100 g) and proteins (23,9 g/100 g)
and consequently values significative of calories (502 kcal/100 g), dietary fiber (13,4 g/100 g) and
minerals (K, 827 mg/100 g; P, 358 mg/100 g; Mg, 178 mg/100 g). These results favour the use of the
seeds for human and animals consumption, since that they don’t contain toxics and alergenic substances.
The oil showed a high level of unsaturation (81,2%) nevertheless the fatty acids profile and the content
of the a-tocopherol (5,00 mg/100 g), assimilate at the peanut oil, emphasizing that the oleic (50,4%)
and linoleic (28,0%) acids, fatty acid essentials, reforce the use this oil as a source of raw material for
the pharmaceutical and oleochemical industries.

KEY-WORDS. Baru, Dipteryx alata Vog., seeds, oil, chemical composition.
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RESUMO. Esse estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade do Mycobacterium tuberculosis às
drogas. No período de abril/1998 a março/1999, os espécimes clínicos de 235 pacientes sintomáticos
respiratórios ou com diagnóstico de tuberculose pulmonar, atendidos nas Unidades Básicas de Saúde
no município de São Vicente, foram submetidos à baciloscopia, cultura, identificação e teste de
sensibilidade. Obtivemos 101 (45,70%) amostras positivas no exame de cultura. Destes, 87(86,14%)
são pertencentes ao complexo MTb dos quais, 11 (12,6%) apresentaram uma “sugestiva” resistência
adquirida, em razão de estarem em retratamento devido a abandono prévio. Com essa análise os autores
sugerem, no município em questão, mudanças nos critérios de solicitação de exame no diagnóstico da
tuberculose, com introdução da cultura e teste de sensibilidade a todos os pacientes suspeitos ou com
diagnóstico de tuberculose pulmonar. Essas monitoração contínua possibilitará, ações da vigilância
para controle dos casos de abandono de tratamento, da resistência às drogas e do avanço da tuberculose
multirresistente, contribuindo, destarte, para o aumento na efetividade do tratamento e melhoria na
qualidade do diagnóstico.

PALAVRAS-CHAVES. micobactéria, quimioterapia, resistência às drogas.

INTRODUÇÃO

Diversamente do que se imaginou nas décadas de 60 e
70, nem mesmo a conquista de uma quimioterapia potente
desencadeou um efetivo controle da tuberculose. A ampliação
da miséria das populações desfavorecidas, bem como a relação
da doença com a pandemia do HIV facilitaram o recrudesci-

mento da tuberculose em todo o mundo, contribuindo também
para isso a diminuição dos investimentos no setor da saúde, a
deterioração dos serviços de assistência pública e a resistência
aos atuais quimioterápicos8.

Os autores norte-americanos referem-se a três epidemias
intimamente relacionadas22. A primeira é ocasionada pela infec-
ção HIV/SIDA, a segunda se relaciona com o ressurgimento da



Jardim, P.C.R. et al. Resistência do Mycobacterium tuberculosis às drogas no município de São Vicente. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 60(2):119-
123, 2001.

120

tuberculose que provocou uma inversão na curva de incidência
descendente da enfermidade, e a terceira é a tuberculose por ce-
pas de Mycobacterium tuberculosis multiresistentes às drogas.

A resistência do Mycobacterium tuberculosis aos medi-
camentos relaciona-se a mutações genéticas das populações
bacilares, variando normalmente de acordo com a droga11,27. Quan-
to mais drogas forem usadas de forma inadequada, mais resistên-
cias irão aparecendo; ao selecionar cepas resistentes a mais de
uma droga, teremos a multiresistência, no Brasil estabelecida,
basicamente, quando ocorre falência aos esquemas I e III (con-
duta operacional) e, ou resistência a pelo menos três das mais
importantes drogas usuais, rifampicina, isoniazida e
estreptomicina, etambutol e/ou pirazinamida1,3,9,10,18,27.

Os tratamentos irregulares, interrompidos antes de uma
completa esterilização dos germes (abandono) ou feitos com
doses inadequadas, condicionam o aparecimento de cepas re-
sistentes aos medicamentos, constituindo a chamada “resis-
tência adquirida”. Bacilos resistentes assim selecionados, po-
dem ser transmitidos para outros indivíduos que, mesmo sem
qualquer tratamento prévio, já apresentarão cepas resistentes,
ou seja, a “resistência primária”6,21,24,26.

Estudos mostram, que no Brasil, a resistência às dro-
gas e a multirresistência em sua maioria é “adquirida”, em
conseqüência de falhas no tratamento, tais como a irregulari-
dade, o abandono e prescrições inadequadas. Devem ser con-
sideradas, ainda, a troca de drogas por efeitos adversos, mu-
danças precipitadas nos esquemas em alguns momentos, a não
disponibilidade dos medicamentos para fornecimento, como
admite o próprio Ministério da Saúde (MS)2,5.

Ao elaborar este estudo tivemos como objetivo avaliar a
resistência bacilar do Mycobacterium tuberculosis, neste muni-
cípio, incrementando o diagnóstico laboratorial, para todos os
pacientes sintomáticos respiratórios ou com diagnóstico de tu-
berculose pulmonar, com a realização da cultura e teste de sensi-
bilidade às drogas, evidenciando através de metodologia clássi-
ca a importância da implantação de técnicas de diagnóstico mais
precisas da tuberculose, a fim de contribuir com a detecção de
casos da doença e divulgar a situação epidemiológica da tuber-
culose resistente às drogas na região em estudo.

MATERIAL E MÉTODOS

Este estudo foi realizado com a análise bacteriológica
dos espécimes clínicos de 235 pacientes sintomáticos respira-
tórios ou com diagnóstico de tuberculose pulmonar, atendidos
nas Unidades Básicas de Saúde, deste município, no período
de abril/1998 a março/1999.

As amostras de escarro, dos 235 pacientes, foram co-
lhidas segundo as normas recomendadas pelo manual de Bac-
teriologia da Tuberculose do MS19.

Procedimentos Bacteriológicos
Baciloscopia – foi realizado um esfregaço de cada espé-

cime clínico e corado pelo Método de Ziehl-Neelsen. No caso

de lâmina positiva efetuou-se a contagem bacilar semi-quantita-
tiva conforme o índice baciloscópico recomendado pelo MS19.

Cultura – foi colocado aproximadamente 2 ml do espéci-
me clínico em um tubo de polipropileno de fundo cônico e foi
submetido a descontaminação pelo Método de Petroff 23 e se-
meado em dois tubos contendo Meio de Löwestein-Jensen19.

Os tubos foram incubados a 37 °C. Não havendo cres-
cimento após 60 dias, as culturas foram consideradas negati-
vas. As culturas positivas foram identificadas de acordo com
as técnicas preconizadas pelo MS; observando-se a pigmenta-
ção das colônias, aspecto e realização de provas bioquími-
cas15,17,19,20.

As cepas identificadas como Mycobacterium
tuberculosis (MTb), foram encaminhadas ao Instituto Adolfo
Lutz – Laboratório Central que realizou o teste de sensibilida-
de às drogas pelo Método da Razão de Resistência, padroniza-
do pela Organização Mundial da Saúde4.

RESULTADOS

Das 235 amostras de escarro, de pacientes sintomáticos
respiratórios ou com diagnóstico de tuberculose pulmonar, 14
(5,96%) apresentaram contaminação no exame de cultura. Com
isso foram selecionadas 221 amostras, destas 101 (45,70%)
apresentaram-se positivas no exame de cultura. Após o Teste
de Identificação, as cepas pertencentes ao complexo MTb, fo-
ram submetidas ao Teste de Sensibilidade às drogas usuais do
tratamento, conforme Figura 1 e 2, respectivamente.

No universo de 87 (86,14%) cepas do complexo MTb,
16 (18%) demonstraram resistência a pelo menos uma das 5
drogas estudadas (isoniazida, rifampicina, estreptomicina,
etambutol e pirazinamida). Dentre as resistentes, 5 cepas fo-
ram excluídas, de acordo com as seguintes características do

NTM – do inglês “ non tuberculous mycobacteria”.

Fonte: IAL/Santos.

Figura 1. Resultado do Teste de Identificação das 101 amos-
tras com culturas positivas.
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paciente: 1 por óbito e 4 por apresentar sorologia positiva para
o HIV, devido à maior facilidade desses pacientes em adquirir
infecções por germes resistentes7.

Obtivemos assim a Resistência dessas 11 (12,06%) ce-
pas selecionadas para cada uma das 5 drogas, sendo: 1 (9,10%)
INH-RMP-PZA-EM), 4 (36,40%) INH-RMP-PZA, 2  (18,20%)
INH-RMP, 2 (18,20%) SM e 2 (18,20%) INH.

A Taxa de Resistência Global, que entende-se como, a
taxa encontrada isolada mais as taxas de resistência para a
mesma droga nas associações medicamentosas, está apresen-
tada na Figura 3.

É importante ressaltar, que as cepas resistentes a pelo
menos uma das cinco drogas estudadas, são pertencentes a
pacientes em tratamento e com resposta medicamentosa des-
favorável.

DISCUSSÃO

A meta proposta pela Organização Mundial da Saúde
(OMS) é de curar, pelo menos, 85% dos casos bacilíferos que
iniciam terapia antituberculose em todo o mundo. Isso determi-
nará uma diminuição imediata, tanto da prevalência como da
transmissão da Tuberculose28.

O aumento progressivo de cepas de Mycobacterium
tuberculosis, multirresistentes agrava a situação sanitária, por-
que compromete seriamente a vida do enfermo16. Diversos estu-
dos realizados demonstram que todo paciente que apresenta
antecedentes de ter recebido tratamento antituberculose, é pos-
sível que abrigue germes resistentes a uma ou mais drogas12,13.

Em nossos resultados encontramos 11 (12,6%) pacien-
tes sugestivos de resistência adquirida, conforme o histórico
epidemiológico dos mesmos, observamos casos de abandono,
recidiva e falência ao tratamento. Destes, 7 (8,04%) são consi-
derados multirresistentes, isto é, resistência a pelo menos três
das mais importantes drogas usuais.

As taxas de resistências globais da isoniazida (81,8%) e
da rifampicina (63,6%), são expressivas, desestruturam o es-
quema terapêutico utilizado, trazendo inconvenientes no trata-
mento da tuberculose, como a longa duração, efeitos colaterais
das drogas alternativas, abandono de tratamento e o risco da
transmissão de bacilos resistentes viáveis, podendo causar in-
fecção tuberculosa por bacilos resistentes25.

Como qualquer tratamento farmacológico prolongado, a
adesão do paciente ao tratamento é fundamental. O risco de
“adquirir” a resistência bacteriana, a uma ou mais drogas (resis-
tência adquirida) e consequentemente o fracasso no tratamen-
to, aumenta com tratamentos não controlados, os auto-admi-
nistrados. Por isso, a melhor estratégia, de acordo com a OMS e
a experiência de muitos países, consiste em aplicar o tratamento
antituberculose diretamente observado (DOT, Directly Observed
Treatment)14,28,29.

INH-isoniazida/RMP-rifampicina/EM-etambutol/SM-estreptomicina/PZA-pirazinamida.

Fonte: IAL/Santos.

Figura 3. Distribuição da taxa de resistência global às drogas das 11 cepas resistentes.
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Figura 2. Resultado do Teste de Sensibilidade, das 87 cepas
pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis.
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No Estado de São Paulo o diagnóstico laboratorial da
resistência é hoje preconizado apenas quando não se tem uma
resposta clínica ao tratamento, quando se trata de paciente com
sorologia positiva para HIV ou quando anteceder da alta por
cura.

Portanto, pela análise da situação encontrada, observa-
mos a necessidade de fortalecer o tratamento da tuberculose
através das seguintes ações:
– diagnóstico precoce da enfermidade, que conduza a um tra-

tamento rápido e eficaz, com a incrementação do diagnós-
tico laboratorial por meio da realização da cultura e teste

de sensibilidade para todos os pacientes sintomáticos res-
piratórios ou com diagnóstico de tuberculose pulmonar;

– fortalecimento do tratamento supervisionado, pois no Bra-
sil os regimes recomendados eram somente ambulatoriais
e auto-administrado.

Essa monitoração contínua possibilitará ações da vigi-
lância para o controle dos casos de abandono de tratamento, da
resistência às drogas e do avanço da tuberculose
multirresistente, além da quebra da cadeia de transmissão da
doença, contribuindo, destarte, para aumento na efetividade do
tratamento e melhoria na qualidade do diagnóstico.

| RIALA6/902 |
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ABSTRACT. The purpose of this study was to evaluate the susceptibility of Mycobacterium tuberculosis
to drugs. During the period of April/1998 to March/1999, clinical specimens from 235 respiratory
syptomatic patients or pulmonary tuberculosis diagnosed who were attended at the Basic Health Units of
São Vicente municipality were submitted to smear microscopy, culture, identification and susceptibility
test. We found 101 (45,70%) positive samples in the culture exams. Among these, 87 (86,14%) belonged
to the MTb complex with 11 (12,6%) showing a “suggestive” acquired resistance due to a previous
treatment abandon. According to this analysis, the authors suggest, in the mentioned municipality,
changes related to the criteria for tuberculosis diagnostic examination request, such as the introduction
of culture and susceptibility test to every tuberculosis suspected patients or pulmonary tuberculosis
diagnosed. This continuous monitoring procedure might allow actions of vigilance control of treatment
abandon cases, drug resistance and the spread of multiresistant tuberculosis, contributing to a betterment
of treatment effectiveness and improvement in the diagnosis quality.

KEY WORDS. mycobacteria, chemotherapy, drug resistance.
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RESUMO. Os métodos bacteriológicos são extremamente importantes para diagnosticar tuberculose
pulmonar. O meio de cultura mais comumente usado para isolar micobactérias é o Löwenstein-Jensen
(LJ), meio sólido à base de ovos. Os ovos precisam sofrer uma limpeza prévia que consiste em escová-
los com água e sabão, com posterior descontaminação por 30 minutos em álcool 70%. O ovo “in
natura” apresenta dois inconvenientes: esta limpeza, que é demorada e o sistema de compras e
armazenamento, pois os ovos devem ser frescos. Com o propósito de simplificar este procedimento, este
estudo comparou o meio preparado com ovos frescos e com ovos desidratados. Amostras clínicas foram
processadas para cultura e o inoculo foi semeado nos dois tipos de meios. Os resultados das culturas
mostraram que das 150 amostras positivas pela baciloscopia, 123 foram positivas no meio convencional
e 24 foram negativas, enquanto que no meio teste, foram 121 positivas e 26 negativas, mostrando uma
diferença que não foi significativa. Contaminações ocorreram igualmente nos dois meios (3 amostras).
Ao comparar-se os dois meios a sensibilidade foi de 98% e a especificidade de 100%. Conclui-se que o
ovo desidratado pode ser uma forma alternativa e vantajosa, no preparo do meio de Löwenstein-Jensen.

PALAVRAS-CHAVE. meio de cultura, Löwenstein-Jensen, tuberculose, ovo desidratado.

INTRODUÇÃO

Em 1993 a Organização Mundial de Saúde (OMS) de-
clarou a tuberculose uma emergência mundial devido ao fato
de ser uma doença em crescimento progressivo em todo mun-
do e fora de controle nas áreas mais pobres do planeta1.

O método bacteriológico é o mais importante recurso
para o diagnóstico e controle de tratamento da tuberculose,
pois permite a detecção do agente etiológico por meio de
baciloscopia e cultura.

A baciloscopia é um teste presuntivo, pois possibilita a
visualização de bacilos álcool-ácido resistentes quando pre-
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sentes em quantidades superiores a 10.000 bacilos/mL de amos-
tra, mas não permite sua identificação.

A cultura é um método mais sensível, pois detecta de
10 a 100 bacilos/mL de amostra e possibilita a identificação
das espécies e a realização do teste de sensibilidade às drogas
antituberculose.

No caso da tuberculose extrapulmonar somente a cul-
tura fornece a confirmação diagnostica.

Apesar de todo investimento em novos métodos diag-
nósticos e o avanço alcançado, nestes últimos anos, em
metodologias que tragam mais agilidade ao diagnóstico da tu-
berculose, a cultura continua seguindo como método sem subs-
tituto.

As modernas metodologias baseadas em biologia
molecular são complexas e de alto custo, inviabilizando sua
utilização de forma universalizada2,3,4,5,6.

Uma alternativa é, portanto, o aperfeiçoamento das téc-
nicas já existentes.

O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de
micobactérias é o Löwenstein-Jensen, que é um meio solidifi-
cado à base de ovo e contém glicerol e asparagina como fontes
de carbono e nitrogênio. Este meio permite o crescimento da
quase totalidade das espécies micobacterianas, tanto ambientais
como as de interesse médico7.

Com o objetivo de aperfeiçoar e facilitar a técnica de
preparo do meio de cultura Löwenstein-Jensen, foi feita uma
tentativa de substituir o ovo “in natura” por ovo desidratado
utilizado em confeitarias.

O objetivo deste estudo foi comparar os resultados da
cultura para diagnóstico de tuberculose, utilizando meio de
Löwenstein-Jensen preparado com ovos frescos e com ovos
desidratados, através do procedimento tipo secador contínuo
com atomização com Spray Driers8.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram testadas 150 amostras de escarro e materiais
extrapulmonares com baciloscopias positivas e 50 amostras
com baciloscopias negativas, recebidos na rotina de cultura do
Instituto Adolfo Lutz – Laboratório I de São José do Rio Preto/
SP, no período de 10 de março a 30 de outubro de 2000. Das
150 amostras com baciloscopia positiva, 147 eram escarro e 3
amostras de origem extrapulmonar; das 50 amostras com
baciloscopia negativa, 46 eram escarro e 4 amostras de origem
extrapulmonar. O método de descontaminação utilizado foi o
de Petroff modificado7; de cada amostra, após descontaminação,
foi semeado 0,2 mL em 2 tubos de Löwenstein-Jensen (LJ),
sendo um convencional e um teste. Os tubos foram incubados
a 37 °C, observados e comparados semanalmente, até comple-
tar 60 dias de incubação.

Os ovos frescos necessários para a preparação do meio
convencional foram adquiridos em supermercados da região;
para a utilização dos ovos frescos no preparo do meio de
cultura, faz-se necessária uma limpeza prévia dos mesmos

com auxílio de escova, água e sabão, enxagüe em água cor-
rente e imersão em álcool etílico a 70%, durante 30 minu-
tos. O ovo desidratado para a preparação do meio teste foi
adquirido em confeitarias da região. O ovo desidratado se
apresenta na forma de um pó fino amarelado, e é recomen-
dado o armazenamento em temperatura ambiente por até
180 dias.

Para a obtenção de ovo desidratado que equivalha a 20
ovos grandes necessários na preparação do meio de Löwenstein-
Jensen, foi pesado o pó e colocado em copo estéril de
liquidificador. Em seguida, batido no liquidificador com a quan-
tidade necessária de água destilada estéril, até completa
homogeneização. De acordo com o fabricante, 12,5 g de ovo
desidratado equivale aproximadamente a um ovo tipo grande.
Portanto para a obtenção de uma solução equivalente a 20 ovos,
pesou-se 250 gramas de ovo desidratado em 750 mL de água
destilada estéril. Após a homogeneização essa solução de ovos
foi filtrada em gaze estéril. Adicionou-se o homogeneizado ao
meio base, manipulado segundo a metodologia padronizada7.
Acrescentou-se uma solução de 2% de verde malaquita que é
inibidor de flora contaminante. Distribuiu-se 7 mL deste meio
em tubos com tampas rosqueáveis, previamente esterilizados.
Coagulou-se a 85 °C por 50 minutos. Os meios de cultura pron-
tos para uso, são estocados em geladeira a 4 °C.

Cada partida do meio de cultura preparado foi avaliada
quanto à esterilidade incubando-se a 37 °C por 24 horas, e
quanto à sensibilidade no isolamento de micobactérias, de acor-
do com técnica padronizada pelo Manual de Bacteriologia da
Tuberculose7. A partir de um cultivo recente (20 a 30 dias de
crescimento) de M. tuberculosis em meio solidificado, fez-se
uma suspensão em 1,0 mL de água destilada estéril, com péro-
las de vidro em frasco estéril. Esta suspensão foi transferida
para um tubo, acrescentando-se água destilada até obter turva-
ção comparável ao tubo n º1 da Escala McFarland9. A partir
desta suspensão padronizada, efetuaram-se diluições decimais
de até 10-6. Foi semeado 0,2 mL de cada diluição de M.
tuberculosis em tubos de Löwenstein-Jensen convencional e
em tubos de Löwenstein-Jensen teste10.

RESULTADOS

Das 50 amostras com baciloscopias negativas, uma deu
cultura positiva em ambos os meios. As restantes 49 amostras
deram cultura negativa no meio LJ convencional. No meio LJ
teste, duas amostras contaminaram e, portanto foram 47 com
resultados negativos. Das 150 amostras com baciloscopias po-
sitivas, 123 culturas foram positivas no meio LJ convencional
e 121 positivas no LJ teste; 24 culturas foram negativas no
meio LJ convencional e 26 negativas para o meio LJ teste; 3
culturas mostraram-se contaminadas em ambos os meios, como
demonstrado na Tabela 1.

A ocorrência de amostras que tiveram resultados de
baciloscopia positiva e culturas negativas (24 no LJ convenci-
onal e 26 no LJ teste), deve-se, provavelmente, ao fato de se-
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O processo de desidratação não altera as propriedades
nutricionais do ovo “in natura”, como proteínas, lipídeos, vi-
taminas A, D, E, K e do complexo B e sais minerais11,12.

Os resultados das culturas utilizando o meio teste mos-
traram sensibilidade de 98% e especificidade de 100% (Tabela
2). Os valores de sensibilidade e especificidade de um novo
método devem se localizar entre o intervalo de 100 e 95%,
para que o método seja considerado aceitável.

As culturas que resultaram positivas, mostraram cres-
cimento de M.tuberculosis e outras micobactérias igualmente
nos dois meios, indicando que o meio teste tem características
semelhantes ao meio convencional, que possibilitam o cresci-
mento das várias espécies de micobactérias.

O cálculo dos valores preditivos positivos e negativos
foram de 100% e 97% respectivamente (Tabela 2), indicando
que com o meio teste não houve detecção de falsos-positivos, e
que ocorreram 2 falsos-negativos. Esses resultados mostram
não haver diferenças significativas entre os dois tipos de mei-
os comparados, quanto ao isolamento e crescimento de
micobactérias, tanto para amostras de escarro como para ma-
teriais extrapulmonares.

O custo do ovo desidratado no comércio é ligeiramente
inferior ao do ovo fresco.

Conclui-se que o ovo desidratado é uma alternativa vi-
ável que propicia a simplificação na preparação do meio, além
de facilitar a programação de compra e armazenamento, com
custo equivalente ao do ovo fresco.

Tabela 2. Avaliação da acurácia do meio Löwenstein-Jensen
teste no isolamento de Mycobacterium tuberculosis a partir de
amostras de escarro e de amostras de material extrapulmonar.

Crescimento em L.J. teste Crescimento em L.J. tradicional

Positivo Negativo Total

Positivo 122 0 122

Negativo 2 73 75

Total 124 73 197

L.J. – meio de Löenstein-Jensen

Sensibilidade = 122/124 x 100 = 98%
Especificidade = 73/73 x 100 = 100%
Valor Preditivo Positivo = 122/122 x 100 = 100%
Valor Preditivo Negativo = 73/75 x 100 = 97%

Tabela 1. Resultado da cultura utilizando meio Löwenstein-
Jensen e Löwenstein-Jensen teste com ovo desidratado.

Amostras Meios de cultura

L.J. convencional L.J. teste

Pos Neg Cont Pos Neg Cont

Baciloscopia Negativa 1 49 0 1 47 2

Baciloscopia Positiva 123 24 3 121 26 3

L.J. – meio de Löwenstein-Jensen

rem amostras provenientes de pacientes em tratamento e cujas
baciloscopias apresentavam raros bacilos.

Não houve diferença dos resultados das culturas em re-
lação ao tipo de amostra, pulmonar ou extrapulmonar.

O teste de esterilidade, realizado após 24 horas, não
mostrou a presença de contaminação nos meios de cultura con-
vencional e teste.

O controle de qualidade dos meios de cultura, tanto do
convencional como do teste, mostraram índice de detecção
adequado, pois houve crescimento de 20 colônias ou mais na
diluição 10-6 em todas as partidas de meio preparadas.

Das culturas positivas 7 tinham aspecto de micobactérias
não-tuberculose (MNT); 6 foram identificadas como comple-
xo Mycobacterium avium e 1 provavelmente ambiental, pois a
identificação não chegou a uma espécie de tipo potencialmen-
te patogênica.

A Tabela 2 mostra os resultados das culturas obtidas
em meio LJ convencional e em meio LJ teste.

DISCUSSÃO

A preparação dos meios à base de ovos requer uma lim-
peza prévia para desinfecção. O uso do ovo desidratado permi-
te a eliminação desta etapa que é bastante trabalhosa. Possibi-
lita ainda, maior flexibilidade na programação de compras e
uso do produto, uma vez que o mesmo tem vida útil de 180
dias enquanto o ovo fresco deve ser utilizado em 15 dias. Além
disso, permite a estocagem sem necessidade de refrigeração, o
ambiente mais limpo e manuseio mais rápido, uniformidade
dos produtos, redução de custos e perdas, e a simplificação e
diminuição do tempo na preparação do meio.

| RIALA6/903 |
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ABSTRACT. Bacteriological methods are the most important to diagnose pulmonary tuberculosis.
The culture medium most used to isolate mycobacteria is Löwenstein-Jensen (LJ), which is a solid
medium containing eggs, glycerol and asparagine as carbon and nitrogen source. The eggs used to
prepare the medium need a previous cleaning, consisting of brushing with water and soap, and
decontamination with 70% alcohol during 30 minutes. This procedure takes time; besides it is not so
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simple to organize the acquisition of fresch eggs. With the purpose of simplifying the whole procedure
of making medium, we propose the replacement of “in natura” by dehydrated eggs. This study compares
the performance of conventional LJ and LJ made with dehydrated eggs. Clinical specimens sent to the
laboratory for tuberculosis diagnosis were decontaminated by Petroff method and inoculated in tubes of
conventional LJ and the test LJ. It was used 200 clinical specimens, 150 were smear positive and 50
smear negative. Among the 150 samples smear positive 123 were positive in traditional LJ and 24 were
culture negative, while in the test LJ 121 were positive and 26 were negative. The difference was not
significant. Three cultures were contaminated in both media. Comparison of the two media showed a
sensibility of 98% and specificity of 100% The conclusion is that the dehydrated egg could be an
alternative way to make LJ medium, propitiating a simpler and more practical medium preparation.

KEY WOORDS. culture medium, Löwenstein-Jensen, tuberculosis, dehydrated egg.
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RESUMO. Sistemas de extração e limpeza foram avaliados para a determinação de tricotecenos em
milho por cromatografia gasosa com detector de ionização de chama. O método de extração e limpeza
descrito por Furlong & Soares (1995), combinado com uma coluna de limpeza preconizada por Romer
(1986), foi o sistema que apresentou melhores resultados. Para extração foi usado metanol:cloreto de
potássio 4% (9:1) seguido por clarificação com sulfato de amônio 30% e partição com diclorometano. A
seguir, o extrato foi passado pela coluna de alumina:carvão (2,3:1,9) e os tricotecenos eluídos com
acetonitrila:água (84:16). O extrato, após reação de derivação com anidrido trifluoroacético (TFAA) em
piridina, foi injetado em um cromatógrafo a gás com detector por ionização em chama. As recuperações
médias obtidas foram 72% para desoxinivalenol (DON), 88% para diacetoxiscirpenol (DAS) e 87% para
toxina T2 (T2). Os limites de detecção obtidos foram 30 ng/g para DON, 50 ng/g para DAS e 40 ng/g para
T2. Os coeficientes de variação médios para amostras artificialmente contaminadas, com 500 ng/g de cada
toxina foram 9,8, 6,3 e 6,6% para DON, DAS e T2, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE. Milho, micotoxinas, tricotecenos, desoxinivalenol, diacetoxiscirpenol, toxina T-2.

INTRODUÇÃO

Os tricotecenos são uma família de micotoxinas caracte-
rizadas por um esqueleto tetracíclico 12,13-epoxi-tricotec-9-eno.
Estas micotoxinas são compostos com funções éster e álcool
na porção externa da molécula. Possuem uma dupla ligação
entre os carbonos 9 e 10 e um grupo epóxido entre os carbo-
nos 12 e 13. Os tricotecenos são produzidos por fungos dos
gêneros Fusarium, Myrothecium, Cephalosporium,

Verticimonosporium, Stachybotrys e Trichothecium19. Um to-
tal de 148 tricotecenos são conhecidos. Porém, apenas alguns
deles foram observados ocorrendo naturalmente, como por exem-
plo, o desoxinivalenol (DON), o nivalenol (NIV), a toxina T2
(T2), a toxina HT2 (HT2) e o diacetoxiscirpenol (DAS)6.

Cereais podem ser contaminados por diversas espécies
de Fusarium e, desta maneira, torna-se a via pela qual estas
toxinas entram na alimentação humana e animal. Dentre os
vários cereais, o trigo e o milho têm sido apontados como mais
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contaminados. O DON tem sido o tricoteceno mais
freqüentemente encontrado nos cereais8.

Os sintomas característicos dos efeitos tóxicos dos
tricotecenos em humanos e animais são vômitos, angina
necrótica, diarréia, anorexia, alterações hematológicas, distúrbi-
os neurológicos, destruição da medula óssea e hemorragias
generalizadas seguidos ou não de morte17,20. A doença em hu-
manos que está associada a estes sintomas chama-se Aleucia
Tóxica Alimentar (ATA). Casos fatais desta doença ocorreram
em 1913 e após a Segunda Guerra Mundial em populações
localizadas em regiões da antiga Rússia12,17,19.

Por estarem presentes em traços nos alimentos destina-
dos ao consumo humano e rações animais, métodos analíticos
sensíveis e específicos tornam-se necessários. O primeiro mé-
todo desenvolvido para a determinação de tricotecenos em grãos
foi por cromatografia em camada delgada (CCD) e os
tricotecenos foram visualizados após o uso de reagentes
reveladores. Um deles, o cloreto de alumínio, foi amplamente
empregado para tricotecenos do grupo B8. A determinação de
tricotecenos por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)
é difícil em virtude da falta de absorção na faixa do ultra-vio-
leta (UV), exceto para tricotecenos do grupo B. Para tricotecenos
do grupo A, CLAE, com detecção por UV, é aplicada somente
para amostras com altas concentrações de toxina. Vários pes-
quisadores descreveram a determinação de tricotecenos por
CLAE após derivação. A desvantagem deste método está na
presença de picos dos reagentes de derivação que interferem
com os picos de alguns tricotecenos8,9,11. Dentre os métodos
cromatográficos, a cromatografia gasosa (CG) é a técnica mais
empregada na determinação de tricotecenos em diversos tipos
de amostras, com detecção por captura de elétrons (CE),
espectrômetro de massas (EM) ou por ionização em chama
(IC), respectivamente nesta ordem.

A cromatografia gasosa (CG), apesar de necessitar de
extensas e trabalhosas etapas de limpeza, oferece alta resolu-
ção na separação através do emprego de colunas capilares. A
seletividade e sensibilidade vão depender do sistema de
detecção empregado. A versatilidade da CG facilita o desen-
volvimento de métodos para análises de rotina no caso de
amostras contendo vários tricotecenos2. Esta técnica inclui
etapas de extração, limpeza, e na maioria dos casos, uma rea-
ção de derivação compatível com o sistema de detecção utili-
zado. Os solventes empregados na etapa de extração são de
caráter polar, como o metanol e a acetonitrila em misturas com
água. Quando a extração é feita com metanol, uma etapa de
clarificação se faz necessária. Um dos agentes precipitantes
mais utilizados é o sulfato de amônio. Dependendo do tipo de
amostra, quando muito gordurosa, há a necessidade de uma
etapa de desengorduramento, normalmente, com n-hexano. Na
etapa de limpeza, ou isolamento das toxinas, é comum o em-
prego de colunas de extração em fase sólida (SPE), e os
adsorventes mais utilizados são carvão ativo, celite, alumina,
sílica gel, Florisil individualmente ou em misturas3,7,10,13.

A reação de derivação, previamente à separação
cromatográfica a gás, é necessária para melhorar a volatilidade e

outras propriedades cromatográficas dos tricotecenos. Os agen-
tes de derivação mais empregados para tricotecenos são o
anidrido trifluoroacético (TFAA), o heptafluorobutirilimidazol
(HFBI), o anidrido heptafluorobutírico (HFBA) e o
pentafluoropropionilimidazol (PFPI).

Tendo em vista que dentre as técnicas cromatográficas
a cromatografia gasosa oferece melhor resolução e sensibili-
dade na determinação de tricotecenos, o presente trabalho ava-
liou os métodos disponíveis, para este grupo de toxinas, base-
ados nesta técnica que melhor se adaptassem às condições dos
laboratórios nacionais em termos de simplicidade, baixo custo
de reagentes e uso de instrumentos mais facilmente encontra-
dos em nossos laboratórios. Como detector foi escolhido o de
ionização de chama (FID) por este ser mais comum em labora-
tórios nacionais que detectores de captura de elétrons, apesar
do último ter sido muito mais utilizado com tricotecenos. A
adequação do FID, no entanto, foi demonstrada em trabalhos
anteriores3-5. O DON, o T2 e o DAS foram os tricotecenos se-
lecionados para os testes devido ao primeiro ter sido o mais
encontrado em cereais no mundo todo e o fato dos dois últimos
serem os mais tóxicos dentre os tricotecenos não
macrocíclicos19. As etapas seguidas na avaliação de metodologia
foram: (a) avaliação de agentes de derivação, b) avaliação de
sistemas de extração e limpeza para amostras de milho, e c)
validação da metodologia escolhida para determinação de DON,
DAS e T2 em milho.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Amostras
Amostras de milho pipoca foram trituradas em moinho

até passarem por uma peneira de 80 mesh, acondicionadas em
recipientes de vidro e armazenadas a –18 °C até o momento
da análise.

2. Padrões
As soluções estoque individuais de cada tricotecenos –

DON, T2 e DAS – (Sigma) foram preparadas pesando-se 1 mg
da cada toxina, dissolvendo em 10 mL de benzeno, segundo
Furlong & Soares3, e obtendo-se a concentração de 100 µg/mL.
As soluções trabalho foram preparadas em concentração 40 µg/
mL para cada toxina e acondicionadas em frascos âmbar veda-
dos e armazenados a –18 °C.

Metil araquidato (Poly Science) foi usado como padrão
interno e a solução estoque foi preparada pesando-se 5 mg de
metil araquidato, dissolvendo em 10mL de n-hexano (grau
cromatográfico) obtendo-se a concentração de 500 µg/mL. A
solução trabalho foi preparada em concentração 100 µg/mL.
Esta solução foi acondicionada em frasco âmbar vedado e ar-
mazenado a –18°C.

3. Reagentes e Adsorventes
Anidrido trifluoroacético (Merck), Heptafluoro-

butirilimidazol (Pierce), carvão ativo (60 mesh e 100-400 mesh/
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Sigma), celite, alumina, Florisil (100-400 mesh/Merck), Amberlite
IRP-64 (100-400 mesh/Sigma), Amberlite CG-50 (100-200 mesh/
Sigma) e Amberlite IR-120 (Merck).

4. Condições Cromatográficas
Foi empregado um cromatógrafo a gás (Varian, modelo

Star 3400cx, com detector de ionização em chama e injetor
modelo 1078. Coluna capilar DB-1701 (J & W Scientific) com
15 metros de comprimento, 0,32 mm de diâmetro interno e
0,25 µm de espessura de fase estacionária (14% cianopropil-
fenilmetil polisiloxano), nas seguintes condições: temperatura
do injetor (275 °C), temperatura do detector (300 °C), programa-
ção da coluna (100 °C/1 min, 6 °C/min até 220 °C/20 min), vazão
do gás de arraste (3,6 mL/min) e fluxo de limpeza do injetor (50 mL/
min). O volume de injeção foi 1 µL, o modo de injeção splitless e
o tempo de splitless (0,75 min). Software de integração dos da-
dos, Varian Star versão 4.5.

5. Avaliação de Reagentes de Derivação
Dois agentes de derivação foram testados o HFBI

(heptafluorobutirilimidazol) e o TFAA (anidrido trifluoracético).
5.1. Derivação com HFBI: esta derivação foi realizada

conforme o método de Furlong & Soares (1995)3.

5.2. Derivação com TFAA: para este reagente de deriva-
ção duas bases foram testadas, o bicarbonato de sódio (NaHCO3)
e a piridina.

5.2.1. Reação em presença de bicarbonato de sódio
(TFAA/NaHCO3): 20 mg de NaHCO3 e 200 µL de TFAA foram
adicionados a um resíduo de padrão ou amostra e levados ao
banho-maria a 60 °C por 60 minutos. Após esfriar, n-hexano foi
adicionado e a seguir a mistura foi evaporada. Foram adiciona-
dos 500 µL de tolueno e duas vezes 1000 µL de água deionizada.
Uma alíquota da fase orgânica foi transferida para um frasco
contendo o padrão interno e a solução foi seca. O derivado
seco foi ressuspendido em 100 µl de n-hexano e injetado no
cromatógrafo a gás.

5.2.2. Reação em presença de piridina (TFAA/piridina):
Foram adicionados 1000 µl de solução de 1,5 mg/mL de piridina
em tolueno:acetonitrila (95:5) e 200 µl de TFAA ao resíduo de
padrão ou amostra e levados ao banho-maria a 60 °C por 60
minutos. Foram então adicionados 2 vezes 1000 µl de KH2PO4

5%. Uma alíquota da fase orgânica foi transferida para um fras-
co contendo padrão interno. A solução foi seca, ressuspendida
com 100 µl de n-hexano e análise cromatográfica realizada.

6. Avaliação de Sistemas de Extração e Limpeza
Os sistemas de extração e limpeza testados estão dis-

postos na Tabela 1.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

1. Escolha do reagente de derivação e otimização de condições
Dois reagentes de derivação foram escolhidos para tes-

te devido ao seu amplo uso na determinação de tricotecenos, o
heptafluorobutirilimidazol (HFBI) e o anidrido trifluoroacético
(TFAA). Um outro grupo de reagentes, os agentes de sililação,
foram ignorados devido ao fato de muito rapidamente causarem
depósitos no detector aumentando as despesas com a manu-
tenção do instrumento.

A derivação do DON com HFBI gerou um cromatograma
com poucos picos além do tri-heptafluorobutiril desoxinivalenol
(DON-tri-HFB) e do padrão interno (Pi). A área relativa (Área

DON/Área Pi) obtida foi 1,24. A derivação do DON com TFAA em
presença de bicarbonato de sódio produz o tri-trifluoroacetil
desoxinivalenol (DON-tri-TFA). O cromatograma resultante apre-
sentou menos picos que o gerado com o HFBI. A reação produ-
ziu um derivado para o qual o detector apresentou maior sensi-
bilidade, em virtude do aumento da área relativa (Área DON/Área

Pi). Com este sistema de derivação, a (Área DON/Área Pi) obtida
foi 1,82. A reação de DON com TFAA foi também testada em
presença de piridina. O composto formado, como anteriormen-
te, foi o DON-tri-TFA. Houve um aumento na área relativa (Área

DON/Área Pi), que passou de 1,82 para 2,62. Este aumento pro-
porcionou a utilização de quantidades bem menores de solução
padrão dos tricotecenos, aumentando assim a sensibilidade do
método. Portanto, em virtude desta vantagem apresentada pelo
sistema de derivação TFAA/piridina em comparação com o HFBI,

Tabela 1. Sistemas de extração e limpeza testados na determi-
nação de tricotecenos em milho.

Solvente de extração Etapas de limpeza de extrato

Metanol:4% KCl (9+1)3 Clarificação com (NH4)2SO4
3

Partição para clorofórmio3

Coluna carvão:alumina:celite (0,7:0,5:0,3)3

Metanol:4% KCl (9+1)3 Clarificação com (NH4)2SO4
3

Partição para clorofórmio3

Coluna Florisil (2g)

Metanol:4% KCl (9+1)3 Clarificação com (NH4)2SO4
3

Partição para clorofórmio3

Coluna alumina:carvão (2,3:1,9)13

Acetonitrila:água (84+16)7 Coluna alumina:carvão (2,3:1,9)13

Acetonitrila:água (3+1)18 Coluna alumina:carvão (2,3:1,9)13

Acetonitrila:água (85+15)9 Coluna alumina:carvão:resina trocadora de
íons (20+1+40)9

Acetonitrila:água (85+15)9 Coluna alumina:carvão:resina trocadora de
íons (2,3+1,9+2,0)

Acetonitrila:água (3+1)18 Coluna alumina:carvão:resina trocadora de
íons (2,3+1,9+2,0)

Metanol14 Coluna C1814

Coluna sílica gel14

Metanol:água (1+1)15 Clarificação com (NH4)2SO4
15

Partição para acetato de etila15

Coluna alumina:carvão (2,3:1,9)13

Metanol:água (7+3)16 Clarificação com (NH4)2SO4
16

Partição com acetato de etila16

Coluna alumina:carvão (2,3:1,9)13

Metanol:4% KCl (9+1)3 Clarificação com (NH4)2SO4
3

Partição para diclorometano
Coluna alumina:carvão (2,3:1,9)13
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o primeiro foi o sistema escolhido para as derivações dos
tricotecenos no presente trabalho (Figura 1).

2. Avaliação de sistemas de extração e limpeza
Vários sistemas de extração e limpeza foram testados

(Tabela 1) e a maioria apresentou desde dificuldades de execu-
ção, tais como formação de grânulos no fundo da vidraria, dis-
solução incompleta em etapas de re-suspensão e ainda presen-
ça visível de gordura nos extratos. Nas diferentes colunas de
limpeza, variantes dos solventes de eluição propostos foram
também testados. Uma etapa de desengorduramento foi acres-
centada nos casos em que a presença de gordura era observada
e esta foi realizada previamente à análise em aparelho de
Goldfisher por 3 horas.

Para limpeza, três tipos de resinas trocadoras de íons
(Amberlite IR-120, IRP-64 e CG-50) foram testadas na mon-
tagem das colunas. Todas as colunas precisaram ser eluídas
sob vácuo, em virtude da granulometria tanto do carvão (100-
400 mesh) como das resinas Amberlite IRP-64 (100-400 mesh)
e CG-50 (100-200 mesh). Os testes de recuperação realizados
com padrão de toxina T2 puro nas colunas apresentaram bai-
xos resultados, isto é, a toxina ficava retida na coluna. A colu-
na que continha a resina Amberlite IR-120 reteve 37% da to-
xina, já as resinas Amberlite IRP-64 e CG-50 retiveram 83% e
77% respectivamente.

Dos diversos sistemas testados o único a apresentar uma
recuperação adequada, acompanhada de cromatogramas sem
interferentes e ausência de dificuldades de execução, foi méto-
do de extração descrito por Furlong & Sores (1995)3, combinado
com a coluna de limpeza de Romer (1986)13. O método resultante
está descrito a seguir.

Homogeneizar cinqüenta gramas de amostra com
270 mL de metanol e 30 mL de cloreto de potássio 4% por 5

minutos em liquidificador. Filtrar, tomar uma alíquota de 150 mL
e proceder à clarificação com 150 mL de sulfato de amônio 30%
e 50 cm3 de celite. Novamente tomar uma alíquota de 150 mL e
colocar em um funil de separação já contendo 150 mL de água
destilada. Realizar a partição, lentamente por 3 minutos, com
15 mL de diclorometano. Deixar em repouso por 10 minutos e
recolher toda a fase orgânica em um béquer de 50 mL. Proceder
novamente à partição e recolher a fase orgânica no mesmo
béquer anterior. Agitar por 20 segundos em ultra-som para
homogeneizar os extratos. Tomar uma alíquota de 15mL secar
em banho de água a 50 °C e proceder à etapa de limpeza. O
volume restante (extrato B) secar e guardar (a –18 °C) para rea-
lizar reações de confirmação de identidade quando a amostra
estiver contaminada.

Para limpar o extrato A seco, dissolvê-lo com 5 x 1 mL de
acetonitrila:água (84:16) e aplicá-lo na coluna de alumina:carvão
(2,3:1,9). A coluna deve ser previamente preparada em uma co-
luna de vidro com 1,5 cm de diâmetro interno e recheada a seco
com 1,1 cm de alumina seguida de 4,0 cm de carvão ativo e, em
seguida, condicionada com 15 mL de acetonitrila:água (84:16).
O topo e a base do recheio devem ser forrados com lã de vidro.
Eluir a amostra com 40 mL de acetonitrila:água (84:16) a uma
vazão de 1 mL/min. Concentrar o eluato, em banho de água a
80 °C, até cerca de 2 mL e transferi-lo quantitativamente para
frasco de reação de 4 mL e secá-lo

Ao extrato seco adicionar 1 mL de solução de 1,5 mg/
mL de piridina em tolueno:acetonitrila (95:5) e 200 µL de TFAA.
Levar a banho de água a 60 °C por 60 minutos. Deixar esfriar a
temperatura ambiente, adicionar 1 mL de KH2PO4 5% e agitar
por 30 segundos em ultra-som. Tomar uma alíquota de 850 µL
e colocá-la em um segundo frasco contendo 1 mL de KH2PO4

5% e agitar novamente. Tomar uma alíquota de 650 µL e juntá-
la ao padrão interno (3 µg) num terceiro frasco. Secar a 50 °C
sob leve fluxo de N2. Re-suspender com 100 µL de n-hexano
(grau cromatográfico) e analisar por cromatografia gasosa nas
seguintes condições: temperatura injetor (275 °C), temperatu-
ra do detector (300 °C), programação da coluna (100 °C/1 min,
6 °C/ min até 220 °C/20 min), vazão do gás de arraste (3,6 mL/
min) e fluxo de limpeza do injetor (50 mL/min). O volume de
injeção foi 1 µL, o modo de injeção splitless e o tempo de início
para a purga (0,75 min).

As Figuras 2 e 3 mostram cromatogramas de amostras
analisadas por este sistema.

3. Validação intralaboratorial da metodologia escolhida para
determinação de tricotecenos em milho

A recuperação e a repetibilidade foram testadas em
amostras artificialmente contaminadas com 0,5 µg/g de cada
tricoteceno (DON, DAS, T2). As amostras, assim contaminadas,
foram extraídas e clarificadas de acordo com o método de Furlong
& Soares (1995)3, passadas pela coluna de alumina:carvão
(2,3:1,9) Romer (1986)13, eluídas com acetonitrila:água (84:16) e
derivadas com TFAA-piridina.

Dezoito repetições foram realizadas para se obter os va-
lores médios de recuperação e repetibilidade do método. Os

Figura 1. Perfil cromatográfico de uma mistura de padrões de
DON, DAS e T2 derivados com TFAA em presença de piridina.
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valores médios de recuperação foram 72% para DON, 88% para
DAS e 87% para T2. A repetibilidade do método mostrou-se
adequada com desvios padrão relativos (RSD) de 9,8% para
DON, 6,3% para DAS e 6,6% para a T2. As curvas de calibração
do DON, da T2 e do DAS foram lineares de 10 a 65 ng/µL, de 10
a 65 ng/µL e de 10 a 85 ng/µL respectivamente.

Os limites de detecção e de quantificação do método
foram calculados de acordo com o sugerido pela “American
Chemical Society”1 com a seguinte modificação: em vez de me-
dir o ruído em um cromatograma de uma amostra não contami-
nada (um branco), uma amostra não contaminada foi fortificada
com padrão de cada tricoteceno (DON, DAS e T2), derivada
com TFAA-piridina e injetada 5 vezes no cromatógrafo gasoso.
O desvio padrão (RSD) destas injeções foi então calculado for-
necendo uma medida do ruído do instrumento nas condições
usadas na análise. Esta maneira de medir ruído é usada em al-
guns campos de espectroscopia21 e é de obtenção mais simples
para o analista e o ruído de curto prazo é o mesmo para amostra
ou linha de base conforme pode ser observado na prática quan-
do níveis baixos do analito, próximos ao limite de detecção, são
empregados. O limite de detecção de cada tricoteceno foi deter-
minado como sendo a menor quantidade capaz de gerar um
sinal três vezes maior que o ruído. O limite de quantificação foi
determinado como a menor concentração que produzisse um
sinal cinco vezes maior que o limite de detecção. Os limites de
detecção do método proposto foram 30, 50 e 40 ng/g e os de
quantificação foram 150, 250 e 200 ng/g para DON, DAS e T2,
respectivamente.

CONCLUSÕES

Quanto ao método de extração e limpeza, o melhor resul-
tou da combinação do sistema de extração e limpeza descrito
por Furlong & Soares (1995)3 combinado com coluna de limpeza
de alumina:carvão (2,3:1,9) preconizada por Romer (1986)13.

Avaliação intralaboratorial incluiu recuperação e
repetibilidade as quais foram testadas em amostras contami-
nadas com 0,5 µg/g de cada tricoteceno (DON, DAS T2). Os
valores médios de recuperação foram 72% para DON, 88%
para DAS e 87% para T2. A repetibilidade do método mos-
trou-se adequada com desvios padrão relativos (RSD) de 9,8%
para DON, 6,3% para DAS e 6,6% para a T2. As curvas de
calibração do DON, da T2 e do DAS foram lineares de 10 a
65 ng/µL, de 10 a 65 ng/µL e de 10 a 85 ng/µL respectiva-
mente. Os limites de detecção obtidos para cada tricoteceno
foram 30 ng/g para DON, 50 ng/g para DAS e 40 ng/g para T2.

Figura 2. Perfil cromatográfico de uma amostra de milho pipoca
não contaminada utilizando o sistema de extração e limpeza des-
crito por Furlong & Soares3 combinado à coluna de limpeza de
Romer13 (Pi = padrão interno) e submetida à derivação com TFAA.

Figura 3. Perfil cromatográfico de uma amostra de milho pipoca
não contaminada enriquecida com padrões de DON, DAS e T2
e extraída e limpa pelo sistema de extração e limpeza descrito por
Furlong & Soares3 combinado à coluna de limpeza de Romer13

(Pi = padrão interno) e submetida à derivação com TFAA.
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Dos reagentes de derivação testados, heptafluorobutiri-
limidazol (HFBI) e anidrido trifluoroacético (TFAA), o TFAA
gerou melhores resultados, cromatogramas limpos e necessitou
de menores quantidades de padrão de tricotecenos, tornando o
método mais sensível.
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ABSTRACT. Extraction and cleanup systems were evaluated for the determination of trichothecenes in
corn by gas chromatography with flame ionization detector. The extraction and cleanup method described
by Furlong & Soares (1995), combined with the Romer (1986) cleanup column exhibited the best results.
The extraction used methanol: 4% potassium chloride (9:1), followed by a clarification with 30% ammonium
sulfate, and partition with dichloromethane. The extract was then passed through an alumina:carbon
column (2.3:1.9) and eluted with acetonitrile:water (84:16). Trifluoroacetic anhydride in the presence of
pyridine was used for derivatization before injection in a gas chromatograph with an ionization detector.
The average recoveries were 72% for deoxynivalenol (DON), 88% for diacetoxyscirpenol (DAS) and 87%
for toxin T2 (T2). The detection limits were 30 ng/g for DON, 50 ng/g for DAS and 40 ng/g for T2. The
average coefficients of variation for spiked samples at the 500 ng/g level were 9.8, 6.3 e 6.6% for DON,
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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi determinar os níveis de resíduos de α-endosulfan, β-endosulfan
e sulfato de endosulfan na vagem e no grão de soja. A soja foi cultivada em uma área de 900 m2,
dividida em três parcelas iguais, sendo uma parcela reservada para a soja testemunha, sem aplicação de
endosulfan, e as outras duas reservadas para pulverização deste inseticida por meio do sistema manejo
integrado de pragas (MIP) e do sistema convencional. Os níveis de resíduos de endosulfan foram
quantificados por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons (Ni63). Foram encontrados
na vagem cerca de 6 e 7 vezes mais resíduos de endosulfan total do que no grão de soja, nos sistemas
MIP e convencional, respectivamente. Em ambos os sistemas, não foram detectados a presença de
sulfato de endosulfan dentro do limite de quantificação do método de 0,5 mg/kg para o grão de soja e
0,1 mg/kg para a vagem de soja. Em relação aos resultados obtidos conclui-se que a vagem apresentou
um efeito protetor à penetração do inseticida no grão. Ambos os sistemas foram eficientes no combate
às pragas, porém sugere-se o uso do MIP porque resultou em menor contaminação do grão. A soja
estava adequada para consumo em relação à Legislação Brasileira de Resíduos de Pesticidas.

PALAVRAS-CHAVE. Resíduos de endosulfan, soja, vagem, sistemas convencional e MIP.

INTRODUÇÃO

Entre os produtos agrícolas que alimentam a população
mundial, a soja vem apresentando extraordinária expansão e

ocupando uma posição de destaque entre os produtos agríco-
las. Isto porque esta leguminosa é um alimento que apresenta
um alto valor nutritivo, com uma composição química rica em
óleos, vitaminas, alguns minerais como cálcio e ferro e teor
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protéico superior a 34%. Destaca-se também como uma cultura
de alta produtividade e fácil adaptação em quase todas as regi-
ões do globo2,4,11.

Apesar dos aspectos promissores, a cultura da soja, pra-
ticamente durante todo o seu ciclo, está sujeita ao ataque de
insetos que podem diminuir significativamente a produtivida-
de acarretando prejuízo para o sojicultor5,10. A aplicação de
agrotóxicos no sistema convencional tem sido uma das provi-
dências necessárias para neutralizar o ataque desses insetos e
pragas e viabilizar a produção de soja. Também o emprego de
agrotóxico associado ao tratamento através do manejo inte-
grado de pragas (MIP) é uma outra alternativa para combater
essas adversidades.

O MIP consiste em inspeções regulares às lavouras para
verificar o nível de ataque, com base na desfolha, no número e
tamanho da população das pragas. Esta prática é feita com
pano de batida, técnica que consiste em bater duas linhas de
cultivo em direção ao pano branco de dimensões 0,5 x 1,0 m,
colocado na entrelinha, junto ao solo, fazendo com que os in-
setos caiam no pano, possibilitando ser contados e avaliados
quanto ao estágio de crescimento5.

Embora a aplicação de agrotóxico seja imprescindível
para combater os insetos, dependendo da forma como é admi-
nistrado e devido as suas propriedades toxicológicas, o mesmo
pode causar danos à saúde do consumidor. No caso da cultura
da soja, o agrotóxico endosulfan tem se mostrado eficiente para
o controle de grande variedade de pragas. Apesar da proibição
do uso dos organoclorados na agricultura, Portaria 95/85 de
21/11/1985, o endosulfan teve seu uso liberado, porém restrito
a algumas culturas, entre elas a soja, mediante prescrição do
receituário agronômico3.

Em função destes aspectos, o objetivo deste trabalho
foi quantificar os níveis de resíduos dos isômeros α-endosulfan
e β-endosulfan e de seu principal metabólito, sulfato de
endosulfan, na vagem e nos grãos de soja.

MATERIAL E MÉTODOS

Cultivo da soja e aplicação de endosulfan
A soja de variedade IAC 8-2 foi cultivada no campo

experimental do Departamento de Genética da Escola Superi-
or de Agricultura Luiz de Queiroz-ESALQ/USP em Piracicaba,
São Paulo em uma área de 900 m2, isenta de qualquer aplica-
ção anterior de endosulfan. Esta área foi dividida em três par-
celas iguais de 300 m2, sendo uma parcela reservada para o
cultivo da soja testemunha (sem aplicação do inseticida) e as
outras duas reservadas para os tratamentos nos sistemas MIP e
convencional, os quais foram submetidos a pulverizações com
o produto comercial Thiodan 35 CE (1,25 L/ha), aplicado nas
doses recomendadas pela EMBRAPA5 de 371 g de i.a/ha e
1.113 g de i.a/ha, respectivamente.

Cada parcela apresentou uma população de 40 plantas/
m2, sendo o espaçamento adotado de 50 cm entre linhas e 5 cm
entre plantas. A bordadura deixada foi de 2,5 m, com finalida-

de de evitar a contaminação entre os tratamentos. Foram
adotados para todas as parcelas os mesmos tratos culturais de
preparação do solo. O plantio da soja foi realizado em março e
a colheita efetuada em julho de 1997.

Coleta das amostras
Os grãos e as vagens foram amostrados em pós-colhei-

ta manuais, separados, homogeneizados em processador, acon-
dicionados em frascos de vidro de 500 mL, fechados com tam-
pas envolvidas em papel alumínio, transportadas em isopor
com gelo até o laboratório e armazenados em freezer a –18 °C
até a ocasião das análises.

Preparação dos padrões (ααααα-endosulfan, βββββ-endosulfan e
sulfato de endosulfan)

Foram utilizados os padrões de α-endosulfan, β-
endosulfan e sulfato de endosulfan da Hoechst Schering Agrevo,
Frankfurt, todos com índice de pureza de 99%. Foram preparadas
em hexano grau resíduo soluções de 100 mg/L dos três padrões.
Em seguida, foram preparadas soluções de concentrações 10 mg/
L, 5,0 mg/L, 1,0 mg/L, 0,5 mg/L, 0,1 mg/L, 0,05 mg/L, 0,01 mg/L e
0,005 mg/L, a partir das soluções estoques.

Método de extração de endosulfan na vagem e na soja
O método de Luke et al.8 foi empregado para extração

de α-endosulfan, β-endosulfan e sulfato de endosulfan na soja
e na vagem, segundo descrito a seguir.

Pesou-se 10 g da amostra (vagem ou soja) em
erlenmeyer, adicionou-se 150 mL de acetona para resíduo e
agitou-se em agitador horizontal durante 60 minutos. Sob pres-
são reduzida, o extrato foi filtrado em papel de filtro Whatman
nº 5, transferido para um balão volumétrico e completado o
volume para 200 mL com acetona.

Uma alíquota de 20 mL deste extrato foi transferida
para um funil de separação de 500 mL, onde também foram
colocados 40 mL de uma solução aquosa saturada com NaCl,
seguido da adição de 100 mL da mistura dos solventes
hexano:diclorometano (50:50 v/v).

O funil de separação foi vigorosamente agitado duran-
te 5 minutos e deixado em repouso para separação das fases
aquosa e orgânica.

Após separação das fases, a fase aquosa inferior foi
transferida para outro funil de separação de 500 mL e a fase
orgânica foi reservada (fase A). Adicionou-se na fase aquosa
40 mL de diclorometano, agitou-se durante 1 minuto e dei-
xou-se em repouso até separação das fases. Descartou-se a fase
aquosa e a fase orgânica foi recolhida (fase B). As fases orgâ-
nicas (A e B) foram misturadas e filtradas em funil com sulfa-
to de sódio.

O filtrado foi recolhido em balão de fundo chato de
125 mL, concentrado até aproximadamente 1 mL em rotavapor
à temperatura de 40 °C e a seguir até à secura com N2. O balão
foi lavado com 10 mL de hexano para resíduo e o extrato trans-
ferido com pipeta Pasteur para um tubo concentrador, evapo-
rado com N2 até 1 mL e analisado por cromatografia a gás.
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Fortificação e recuperação
Para determinação da recuperação, 10 g de amostras de

vagem e de soja, ambas testemunhas, foram fortificadas com 1 mL
de 1,0 mg/L e 0,1 mg/L com α-endosulfan e β-endosulfan; e 1 mL
de 5,0 mg/L e 1,0 mg/L para sulfato de endosulfan na soja e na
vagem, respectivamente. Após fortificação, o endosulfan foi ex-
traído segundo metodologia descrita acima.

Quantificação de endosulfan na soja e na vagem
Para quantificação de α-endosulfan, β-endosulfan e sulfa-

to de endosulfan foi utilizado o método do padrão externo. Os
limites de quantificação do método, determinado experimentalmen-
te, foram de 0,01 mg/kg para α-endosulfan e β-endosulfan, tanto na
vagem como na soja, enquanto que para o sulfato de endosulfan
foi de 0,1 mg/kg para a vagem e 0,5 mg/kg para a soja. As relações
altura do pico/ruído do detector para os limites de quantificação de
0,01 mg/kg de α-endosulfan e β-endosulfan e 0,1 mg/kg de sulfato
de endosulfan foram de 22, 16 e 11, respectivamente.

As curvas de calibração construídas com 4 pontos,
nas quantidades injetadas de 0,005 ng, 0,010 ng, 0,015 ng e
0,020 ng para α-endosulfan e β-endosulfan e 0,05 ng, 0,10 ng,
0,15 ng e 0,20 ng para sulfato de endosulfan apresentaram
coeficientes de linearidade de 0,9974, 0,9951 e 0,9947, respec-
tivamente.

Para quantificação de endosulfan na soja e na va-
gem foi utilizado o cromatógrafo gasoso Varian 3.700 com
coluna 5% SE-30 (100-120) Supelcoport (1,5 m de compri-
mento, 2 mm de diâmetro interno e 6 mm de diâmetro exter-
no), equipado com detector de captura de elétrons (Ni63)
nas condições previamente otimizadas com injetor a 240 °C,
detector 320 °C e coluna com temperatura programada de
150 ºC durante 5 minutos, gradiente de temperatura de
10 ºC/min até 240 ºC (5 minutos) com atenuação de 32x10.
Gás de arraste nitrogênio na pressão de 6,8 atm. Registra-
dor Intralab operando a 2mv com velocidade do papel a
5 cm/hr.

Figura 1. Cromatogramas com volumes de injeção de 3,0 µL: (a) α-endosulfan (0,01 µg/mL), β-endosulfan (0,01 µg/mL) e
sulfato de endosulfan (SE) (0,5 µg/mL); (b) soja testemunha (1 g/5,0 mL); (c) vagem testemunha (1 g/10 mL). Condições
cromatográficas (ver material e métodos).

Tabela 1. Recuperação de α-endosulfan, β-endosulfan e sulfato de endosulfan em amostras de soja (S) e vagem (V) fortificadas.

Metabólitos Fortificação Recuperação (%) Desvio Coeficiente
(mg/kg) Padrão(±) Variação (%)

N Amplitude Média
S V S V S V S V S V

α-endosulfan 0 ,1 4 3 ( 97 – 118) ( 70 – 90) 107 8 0 10 10 9 12

0.01 2 5 (111 – 114) (100 – 120) 112 110 3 11 2 10

β-endosulfan 0 ,1 4 2 ( 79 – 93) (103 – 113) 8 4 108 6 7 7 6

0.01 5 4 ( 77 – 120) (117 – 120) 9 7 118 15 1 16 1

Sulfato Endo. 0 ,1 NR 2 NR ( 90 – 120) NR 105 NR 21 NR 20

0.5 3 NR (116 – 116) NR 116 NR 0 NR 0 NR

N – número de determinações. NR – não realizado. Sulfato Endo. – sulfato de endosulfan.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Recuperações das análises de endosulfan na vagem e na soja
Utilizou-se o método de Luke et al.8, eliminando-se a

limpeza dos extratos por cromatografia em coluna, porque os
perfis cromatográficos dos extratos de soja e de vagem teste-
munhas não apresentaram picos interferentes, nos tempos de
retenção dos isômeros e do metabólito do endosulfan (Figura
1).

Os resultados das recuperações de endosulfan nas amos-
tras de vagem e soja encontram-se na Tabela 1. Verifica-se que
as recuperações dos isômeros e do principal metabólito do
endosulfan situam-se na faixa dos valores aceitos internacio-
nalmente (70% a 120%)12.

Resíduos de endosulfan na soja e vagem
Os níveis de resíduos de endosulfan no grão e na va-

gem de soja encontram-se ilustrados nas Figuras 2 e 3, respec-
tivamente. Os alimentos são a principal fonte de exposição da
maioria da população aos agrotóxicos, principalmente aqueles
consumidos em média e grande quantidade. A soja está en-
quadrada como um destes alimentos. Por outro lado, a vagem
sem os grãos, embora não seja utilizada como alimento, pode
representar uma importante fonte de contaminação do ambi-
ente, ou mais precisamente do solo, através da incorporação
de restos culturais.

A Legislação Brasileira de Resíduos de Pesticidas esta-
belece 1,0 mg/kg como o Limite Máximo de Resíduo (LMR)
para o endosulfan em soja, sendo este correspondente à soma
de α-endosulfan, β-endosulfan e sulfato de endosulfan3. Con-
forme pode ser verificado na Figura 2 os níveis de resíduos de
endosulfan total nos sistemas MIP e convencional estão abai-
xo do LMR estabelecido por esta legislação.

Os níveis de resíduos de endosulfan total encontrado
no presente trabalho foram menores do que os níveis obtidos
por Ferreira et al.6, em trabalho desenvolvido com soja pulveri-

zada uma e três vezes com endosulfan, na dosagem de 525 g i.a./
ha. Estes pesquisadores detectaram níveis de endosulfan total
de 0,256 mg/kg e 0,597 mg/kg para uma e três aplicações, res-
pectivamente.

Os níveis de resíduos de endosulfan total na vagem nos
sistemas MIP e convencional, foram respectivamente cerca de
6 e 7 vezes maiores do que os níveis encontrados nos grãos de
soja.

No presente trabalho a maior quantidade de β-
endosulfan em relação a α-endosulfan nas amostras de vagens
e grãos, tanto no sistema MIP como no convencional, pode ser
explicado pela fotodegradação, que segundo Lehr7, apenas o
α-endosulfan sofre a descloração fotoquímica, enquanto que o
β-endosulfan se apresenta como uma molécula mais estável.

Com respeito ao metabolismo em plantas, Maier-Bode9

conclui que o endosulfan é metabolizado na superfície da
planta até o sulfato de endosulfan. Esta conclusão foi poste-
riormente confirmada por Aizawa1. Em oposição aos estudos
realizados por estes dois pesquisadores, verifica-se que de
acordo com os resultados obtidos tanto para MIP, como para
o sistema convencional, não foi detectada a presença de sul-
fato de endosulfan dentro do limite de quantificação do mé-
todo de 0,5 mg/kg para soja e 0,1 mg/kg para a vagem. A
ausência do sulfato de endosulfan indica que os isômeros α-
endosulfan e β-endosulfan não sofreram oxidação em amos-
tras de vagens e grãos. Como a oxidação é um processo quí-
mico diretamente ligado à exposição da molécula ao oxigê-
nio, a presença do óleo, junto à molécula de agrotóxico, su-
gere que o mesmo possa estar atuando como uma barreira
físico-química protetora, impedindo a interação entre oxigê-
nio e o inseticida nas configurações isoméricas α-endosulfan
e β-endosulfan.

A colheita de soja cultivada em ambos os sistemas foi
satisfatória e durante todo o período de cultivo não ocorreu
nenhuma incidência de pragas que pudesse inviabilizar a co-
lheita final.

Figura 2. Níveis de resíduos de endosulfan nos grãos de soja
tratados nos sistemas MIP e convencional.

Figura 3. Níveis de resíduos de endosulfan na vagem tratada
nos sistemas MIP e convencional.
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CONCLUSÕES

A vagem apresentou um efeito protetor à penetração de
endosulfan no grão em ambos os sistemas.

O cultivo de soja através do sistema MIP é mais
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aconselhável porque além de ter sido eficiente no comba-
te às pragas, resultou em menor nível de contaminação.

O grão de soja está próprio para consumo, em ambos os
sistemas, em relação à Legislação Brasileira de Resíduos de
Pesticidas.

| RIALA6/905 |
Corrêa, C.M.D.; Oliveira, J.J.V.; Tornisielo, V.L. Evaluation of Endosulfan residue in pod and soybean
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ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate the residue levels of the α-endosulfan,
β-endosulfan and endosulfan sulphate in pod and soybean. Soybean was cultivated in 900m2 divided in
three equal parcels: control (without endosulfan), PIM and conventional system. The endosulfan residue
levels were quantified by gas chromatography equipped with electron capture detector (Ni63). It was
showed 6 and 7 times more residues of total endosulfan in PIM and conventional systems, respectively,
in pod than soybean. In both systems were not detected endosulfan sulphate within method quantified
limit of 0,5 mg/kg and 0,1 mg/kg for soybean and pod, respectively. It concluded that pod showed
protector effect to grains in both systems. Both treatments were efficient to pest control, however PIM
was suggested to use in soybean because it results in low contamination level of food. The soybean was
adequate for eat in relation at Pesticide Residue Brazilian Legislation.

KEY WORDS. Endosulfan residue, soybean, pod, conventional and PIM systems.
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RESUMO. Foram analisadas, de 1995 a 1998, 390 amostras de leite (123 tipo C, 86 tipo B e 181 tipo
Integral) provenientes de dezesseis mini e micro-usinas da região de Ribeirão Preto/SP. Dentre essas
usinas, dez foram submetidas a um estudo longitudinal, ou seja, as amostras de leite foram analisadas
durante 4 anos, sendo que cada ano correspondeu a um período. Os estabelecimentos foram fiscalizados
por um médico veterinário do Serviço de Inspeção de São Paulo que, mediante os resultados das análises
de leite, orientava os responsáveis pelas usinas. Dentre o total de amostras estudadas, observou-se que
estavam em desacordo com os padrões físico-químicos e microbiológicos, estabelecidos pela legislação
em vigor, 15,5% e 32,5% do tipo C; 37,2% e 32,6% do leite tipo B e 30,9% e 31,0% do tipo Integral,
respectivamente. Na avaliação das dez mini e micro-usinas estudadas durante os 4 anos observou-se,
quanto a qualidade microbiológica, que o leite tipo B apresentou uma melhora a partir do terceiro
período de estudo; o do tipo Integral também no terceiro período e o do tipo C mostrou uma maior
redução na porcentagem de amostras em desacordo no segundo período e depois manteve níveis um
pouco mais altos no decorrer do estudo. Os dados mostraram que a fiscalização e orientação resultaram
em uma maior adequação nas condições higiênico-sanitárias do leite. O mesmo não foi observado em
relação às características físico-químicas.

PALAVRAS-CHAVE. Leite pasteurizado; mini e micro-usinas de beneficiamento; qualidade físico-
química e microbiológica; Ribeirão Preto/SP.
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INTRODUÇÃO

Por sua riqueza de nutrientes, o leite é considerado um
alimento quase completo para a raça humana, sendo ampla-
mente comercializado e consumido pela população, especial-
mente crianças e idosos.

As características físico-químicas do leite podem ser
alteradas devido a alguns fatores tais como: nutricionais,
ambientais14,21, fraudes do produto, como por exemplo, adição
de água18,22,24, dentre outros. A qualidade microbiológica do
leite pode ser comprometida devido às condições de higiene
durante a ordenha, de limpeza de utensílios e equipamentos
antes e após a pasteurização e até mesmo das condições climá-
ticas da região, dentre outros fatores10,17. O leite oferece condi-
ções excelentes para a multiplicação de microrganismos, em
curto espaço de tempo.

O leite pasteurizado é classificado em tipo A, B, C e
Integral23, de acordo com a sua origem. O leite tipo A é produ-
zido, resfriado, pasteurizado e envasado em granjas leiteiras.
O leite tipo B é produzido e resfriado em estábulos leiteiros. O
leite tipo Integral é produzido e/ou empacotado em mini e
micro-usinas de beneficiamento. O leite tipo C é produzido
em fazendas leiteiras. Cada um desses estabelecimentos tem
características próprias23.

As usinas de beneficiamento são os estabelecimentos
destinados ao beneficiamento do leite com produção acima de
3000 litros diários. As mini-usinas de beneficiamento são os
estabelecimentos que produzem e/ou recebem, beneficiam e
empacotam leite até 3000 litros diários. As micro-usinas de
beneficiamento são os estabelecimentos que produzem, bene-
ficiam e empacotam até 3000 litros de leite diários23.

Tratando-se de leite tipo A, B ou C as mini e micro-
usinas devem obedecer às normas próprias enquanto para o
leite tipo Integral devem seguir os padrões estabelecidos na
Resolução SAA-24 de 1 de agosto de 1994 publicada no Diá-
rio Oficial do Estado de São Paulo de 2 de agosto de 199423

onde consta, inclusive, que as provas microbiológicas e
enzimáticas devem ser realizadas periodicamente. O controle
diário é exigido apenas para as provas físico-químicas.

Estudos visando avaliar a qualidade do leite pasteuri-
zado vêm sendo realizados em diferentes regiões do Estado de
São Paulo4,12,22,24, sendo que os autores têm apontado os princi-
pais problemas de qualidade desse produto sem fazer distin-
ção entre o leite proveniente de mini e micro-usinas de
beneficiamento e as de maior porte.

Garrido et al.11 avaliaram 697 amostras de leite
comercializadas na região de Ribeirão Preto/SP e observaram
uma maior porcentagem de amostras de leite Integral, de mini
e micro-usinas, com qualidade inferior, quando comparado com
o tipo B e C, provenientes principalmente de usinas de grande
porte, sugerindo a necessidade de uma maior atenção para esse
produto.

Esse estudo teve por objetivo verificar as condições
microbiológicas e físico-químicas dos leites tipos C, B e Inte-
gral produzidos e/ou empacotados por mini e micro-usinas da

região de Ribeirão Preto/SP, avaliando-se inclusive a evolução
desta qualidade através da análise de amostras de leite de al-
guns estabelecimentos que receberam orientação e supervisão
durante o período de estudo.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
Foram analisadas no período de 1995 a 1998, 390 amos-

tras de leite (123 de leite tipo C, 86 de leite tipo B e 181 de
leite tipo Integral) provenientes de dezesseis mini e micro-
usinas de beneficiamento da região de Ribeirão Preto/SP, sob a
fiscalização do Serviço de Inspeção de São Paulo (SISP) ou
Serviço de Inspeção Municipal (SIM).

As amostras de leite foram coletadas no comércio ou
diretamente nas usinas, sendo transportadas em recipientes
térmicos até o laboratório. As temperaturas das amostras na
hora da colheita, transporte e recebimento no laboratório fo-
ram sempre iguais ou inferiores a 10 °C. A colheita, o recebi-
mento e a análise do leite foram realizados no mesmo dia.

Dentre as mini e micro-usinas beneficiadoras das amos-
tras avaliadas, dez subordinadas ao SISP foram submetidas a
um estudo longitudinal, sendo avaliadas 213 amostras de leite
no decorrer de 4 anos denominados períodos, ou seja, primei-
ro período – 1995, segundo período – 1996, terceiro período –
1997 e quarto período – 1998. Estes estabelecimentos foram
fiscalizados durante todos esses períodos por um médico vete-
rinário do SISP que, mediante os resultados das análises de
leite, orientava os responsáveis pela produção nas usinas.

Análises físico-químicas
As análises físico-químicas foram realizadas utilizan-

do-se os métodos oficiais exigidos pela legislação vigente8,13:
acidez, determinada através do acidímetro de Dornic; densi-
dade a 15 °C determinada pelo termolactodensímetro de
Quevenne; gordura pelo butirômetro de Gerber; índice de re-
fração no soro cúprico a 20 °C, através do refratômetro de
imersão de Zeiss e prova de peroxidase. Com os resultados dos
teores de gordura e densidade, determinou-se o extrato seco
total através do Disco de Ackermann. O extrato seco
desengordurado foi obtido pela subtração do teor de gordura
do extrato seco total.

Análises microbiológicas
As análises microbiológicas foram realizadas segundo

o método recomendado pela APHA3: contagem padrão em pla-
cas com incubação a 35 ± 1 °C/48 h pelo método de semeadu-
ra em profundidade, em agar padrão; determinação quantitati-
va de bactérias do grupo coliforme pelo método de fermenta-
ção em tubos múltiplos (Número Mais Provável) em caldo
lactosado-bile-verde brilhante a 2% e incubação a 35 ± 1 °C/
48 h; determinação quantitativa de bactérias do grupo coliforme
de origem fecal pelo método de fermentação em tubos múlti-
plos (Número Mais Provável) em caldo Escherichia coli a
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44,5 ± 0,2 °C/24 h e pesquisa de Salmonella sp com algumas
modificações em relação à substituição do caldo de pré-enri-
quecimento por água peptonada 1% tamponada e do meio de
identificação presuntiva pelo Rugai modificado (IAL)19 e a in-
trodução do meio de enriquecimento seletivo Rappaport-
Vassiliadis e de isolamento agar verde brilhante.

Avaliação da qualidade do leite
Os resultados obtidos nas análises físico-químicas e

microbiológicas foram comparados com os valores estabeleci-
dos pela legislação5,6,7,23.

RESULTADOS

A freqüência de amostras de leite pasteurizado prove-
nientes de mini e micro-usinas da região de Ribeirão Preto/SP
em desacordo com os padrões estabelecidos pela legislação em
vigor quanto ao exame microbiológico e análises físico-quími-
cas é apresentada na Tabela 1.

Na Tabela 2 estão mostradas as características físico-
químicas das amostras estudadas de acordo com o tipo de lei-
te. As análises físico-químicas que com maior freqüência apre-
sentam valores inferiores aos mínimos estabelecidos pela le-
gislação foram; em ordem decrescente: índice de refração (85
amostras), acidez (41), extrato seco desengordurado (21), den-
sidade (20), extrato seco total (13) e gordura (5).

A prova de peroxidase foi negativa em 22 amostras.
A Tabela 3 apresenta a distribuição de microrganismos

mesófilos, coliformes totais e coliformes fecais nas amostras
de leites pasteurizados de mini e micro-usinas.

Não foram encontradas Salmonelas em nenhuma das
amostras estudadas.

A Tabela 4 mostra a porcentagem de amostras em de-
sacordo com os padrões estabelecidos para as análises
microbiológicas e físico-químicas, durante os quatro anos de
avaliação de dez mini e micro-usinas da região de Ribeirão
Preto/SP.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

As alterações das características físico-químicas ocor-
reram com maior freqüência nas amostras de leite tipo B
(37,2%) e no tipo Integral (30,9%), com uma redução para
15,5% no leite tipo C. Essas porcentagens são mais altas do
que as encontradas por Garrido et al.11 estudando leite tipo B e
C provenientes, principalmente, de usinas de maior porte e
comercializados na mesma região. Esses autores verificaram que
3% e 4,3% de amostras de leite C e B, respectivamente, estavam
em desacordo com os padrões físico-químicos estabelecidos na
legislação. Por outro lado, Santos et al.22 ao estudarem a quali-
dade do leite pasteurizado da região de São José do Rio Preto/
SP, observaram 25% de amostras com irregularidades quanto às
características físico-químicas. Em outros estados do Brasil,
estudos realizados nos últimos 6 anos, mostraram que a quali-
dade físico-química do leite varia muito de uma região para a
outra. Padilha et al.18 observaram adição de água em 62,1% de
amostras de leite na cidade de Recife/PE. Abreu et al.1 estudan-
do a qualidade do leite C em Lavras/MG, encontraram todas as
amostras de acordo com a legislação.

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que leites
com alterações físico-químicas ocorreram principalmente em
relação ao índice de refração no soro cúprico, tendo 21,3% das
amostras apresentado valores abaixo do mínimo exigido, o que
sugere aguagem ou problemas tecnológicos2,22, como por exem-
plo, o fato que foi observado pelo fiscal do SISP em uma das

Tabela 2. Características físico-químicas dos leites pasteurizados de mini e micro-usinas tipos C, B e Integral, produzidos e/ou
empacotados por mini e micro-usinas da região de Ribeirão Preto/SP.

Análise físico-química Tipo de leite pasteurizado

C (n=123) B (n=86) Integral (n=181)

Mediana Faixa-Variação Mediana Faixa-Variação Mediana Faixa-Variação

Acidez (°D) 16,0 14,0-19,0 15,0 13,0-17,0 15,0 11,0-20,0

Densidade (15 °C) 1,031 1,012-1,033 1,031 1,023-1,033 1,031 1,018-1,036

Gordura (%) 4,4 2,0-5,7 4,5 2,9-7,0 4,5 0,9->7,0

Extr. Seco Total (%) 13,42 9,21-15,19 13,30 11,73-15,56 13,61 10,89-15,46

Extr. Seco Desengordurado (%) 9,01 8,12-9,80 8,92 7,18-9,86 9,03 7,28-12,58

Índ.Refr.Soro Cúprico (°Zeiss) 37,4 35,1-38,7 37,0 35,2-38,2 37,2 32,0-39,0

Tabela 1. Freqüência de amostras de leite pasteurizado de mini
e micro-usinas da região de Ribeirão Preto/SP em relação à
legislação em vigor.

Tipo de leite De acordo Em desacordo Em desacordo
quanto  às análises no exame

físico-químicas  microbiológico

n % n % n %

C (n=123) 69 56,1 19 15,5 40 32,5

B (n=86) 38 44,2 32 37,2 28 32,6

Integral (n=181) 81 44,8 56 30,9 56 31,0
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usinas estudadas, ou seja, após a higienização do pasteurizador
a água não era completamente escorrida, misturando – se com
o leite. A prova de peroxidase negativa, cuja freqüência foi
alta em muitos estudos9,20,22, ocorreu em apenas 5,1% das amos-
tras.

Quanto à qualidade microbiológica pode – se observar
que a porcentagem de amostras em desacordo com a legisla-
ção foi similar para os três tipos de leites provenientes de mini
e micro-usinas da região de Ribeirão Preto/SP, ou seja, 32,5%,
32,6% e 31,0%, para o leite tipo C, B e Integral, respectiva-
mente. Esses índices são superiores aos 11,3% para leite C e
19,1% para leite B observados por Garrido et al.11 em leites pro-
venientes principalmente de usinas de maior porte (fiscalizadas
pelo Serviço de Inspeção Federal – SIF) e comercializados na
mesma região.

Nader Filho et al.15 ao avaliarem a qualidade micro-
biológica de amostras de leite pasteurizado tipos B e C coletadas
de usinas do Estado de São Paulo subordinadas ao SIF, obser-

varam que 18,75% e 41,25%, respectivamente, estavam em de-
sacordo com os padrões estabelecidos na legislação.

Santos et al.22, de um total de 511 amostras de leites
comercializadas em São José do Rio Preto/SP encontraram 25%
com microrganismos mesófilos e/ou coliformes totais e/ou
coliformes fecais acima do tolerado.

A contaminação do leite pode ocorrer em diversas eta-
pas de produção tais como ordenha e processamento. Portan-
to, a orientação adequada e a conscientização do responsável
pela usina são de total importância para obtenção de um pro-
duto de boa qualidade. Nader Filho et al.16 realizaram análises
microbiológicas em 140 amostras de leite pasteurizado tipo
Integral e observaram que o percentual fora dos padrões
microbiológicos variou de zero (em uma mini-usina subordi-
nada ao SISP) a 50% (em uma mini-usina subordinada ao SIM).

A avaliação da qualidade físico-química e microbiológica
das amostras de leite provenientes das dez mini e micro-usinas
estudadas durante 4 anos consecutivos (Tabela 4) revelou que

Tabela 4. Avaliação longitudinal da qualidade do leite pasteurizado de mini e micro-usinas da região de Ribeirão Preto/SP.

Período Tipo C (n = 99) Tipo B (n = 81) Tipo Integral (n = 33)

A D FQ D M Total A D FQ D M Total A D FQ D M Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Primeiro (n = 42) 7 1 7 15 10 2 7 19 5 0 3 8
(46,7) (6,7) (46,7) (52,6) (10,5) (36,8) (62,5) (37,5)

Segundo (n = 72) 14 5 7 26 10 14 12 28 5 5 10 18
(53,8) (19,2) (26,9) (35,7) (50,0) (42,8) (27,8) (27,8) (55,6)

Terceiro (n = 67) 18 5 13 34 12 9 8 26 5 1 1 7
(52,9) (14,7) (38,2) (46,1) (34,6) (30,8) (71,4) (14,3) (14,3)

Quarto (n = 32) 12 6 9 24 4 4 0 8 0 0 0 0
(50,0) (25,0) (37,5) (50,0) (50,0)

A, de acordo com a legislação em vigor; D, em desacordo com a legislação em vigor; FQ, análise físico-química; M, exame microbiológico.

Tabela 3. Distribuição de microrganismos mesófilos, coliformes totais e coliformes fecais nas amostras de leites pasteurizados
de mini e micro-usinas da região de Ribeirão Preto/SP.

Mic rorganismos Tipo de leite pasteurizado

C (n=123) B (n=86) Integral (n=181)

n % n % n %

Mesófilos (UFC/Ml)

< 8 x 104 122 99,2 86 100 179 98,8

8,1 x 104 – 3 x 105 0 0 0 0 01 0,6

> 3,1 x 105 1 0,8 0 0 01 0,6

Coliformes totais (UFC/mL)

0 – 4 77 62,6 62 72,1 124 68,5

4,1 – 10 23 18,7 10 11,6 19 10,5

> 10 23 18,7 14 16,3 38 21,0

Coliformes fecais (UFC/mL)

0 – 1 84 68,3 65 75,6 144 79,5

1,1 – 2 3,3 02 2,3 03 1,7

> 2 28,4 19 22,1 34 18,8
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a qualidade microbiológica do leite tipo B apresentou uma me-
lhora a partir do terceiro período de estudo; o do tipo Integral
também no terceiro período, porém no quarto período as usinas
estudadas já não produziam mais este tipo de leite. O tipo C
apresentou uma maior redução na porcentagem de amostras em

desacordo no segundo período e depois manteve níveis um
pouco mais altos no decorrer do estudo. Os dados mostraram
que a fiscalização e orientação resultaram em uma maior ade-
quação nas condições higiênico-sanitárias do leite. O mesmo
não foi observado em relação às características físico-químicas.

| RIALA6/906 |
Garrido, N.S. et al. Physicochemical and microbiological quality evaluation of the pasteurized milk processed
by mini and microprocessing plants of the area of Ribeirão Preto, State of São Paulo – Brazil. Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 60(2):141-146, 2001.

ABSTRACT. The objective of this research was to investigate the physicochemical and microbiological
quality of pasteurized milk processed by mini and microprocessing plants of the area of Ribeirão Preto,
State of São Paulo, Brazil. The total of 390 samples of pasteurized milk types C, B and whole were
analyzed for their physicochemical and microbiological conditions. Ten of this mini and microprocessing
plants were submmited a longitudinal study, and their milk samples were analized during four years.
These factories were supervised by a veterinary of the Agricultural Secretary of São Paulo State who
guided each responsible for factory about the results of the milk analises. The microbiological analysis
showed that 32.5% of 123 samples of type C milk, 32.6% of 86 samples of type B milk and 31.0% of
181 samples of whole milk did not comply with the legal standards established by the Brasilian legislation.
By the physicochemical analysis 15.5%, 37.2% e 30.9%, respectively, did not comply with legal standards
in Brazil. Salmonella were negative in all samples. The evaluation of ten mini and microprocessing
plants showed that the microbiological quality of the type B milk has a improved in the last two years,
the type C milk showed an improvement only in the second year of the study and the type whole milk
showed a significant improvement in the third period of study. The results of this study showed that the
inspection and guidance resulted in improvement of the sanitary-hygienic quality of these products.

KEY WORDS. Pasteurized milk; mini and microprocessing plants; physicochemical and
microbiological quality; Ribeirão Preto/SP; Brazil.
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RESUMO: Produtos derivados de leite, como o queijo, podem estar contaminados com aflatoxina M1

(AFM1) quando o gado leiteiro consome ração contendo aflatoxina B1 (AFB1). Amostras de queijo tipo
prato e tipo parmesão ralado foram coletadas na cidade de Belo Horizonte pela Vigilância Sanitária de
Minas Gerais – Brasil. Foi obtido um extrato purificado através de extração com diclorometano, seguido
de lavagem com n-hexano e purificação em coluna de imunoafinidade. A quantificação da AFM1 foi feita
por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) usando detetor de fluorescência. AFM1 foi detectada
em todas as marcas de queijo tipo prato analisadas, em uma faixa de concentração de 0,02 a 0,54 ng/g e
média de 0,15 ng/g. Em queijo ralado, tipo parmesão, AFM1 foi detectada em 13 das 14 marcas de
amostras analisadas (93%), em faixa de concentração de 0,04 a 0,30 ng/g e média de 0,14 ng/g.

PALAVRAS-CHAVE. queijo; aflatoxina M1; coluna de imunoafinidade; CLAE.

INTRODUÇÃO

Aflatoxinas são produtos do metabolismo secundário
de Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, que contami-
nam as culturas no campo e durante o armazenamento e também
os produtos alimentícios destinados ao consumo humano, apre-
sentando atividade carcinogênica, teratogênica e mutagênica22,32.

Mamíferos que ingerem produtos contaminados com
aflatoxina B1 (AFB1) excretam pequenas quantidades de aflatoxina
M1 (AFM1) no leite. Dessa forma, a população pode estar indireta-
mente exposta a aflatoxina pela ingestão de leite, queijo, carne e
ovos, de pessoas e/ou animais que consumiram produtos conta-
minados2,4,6,10,11,15,17,18,20,23,24,26,31. Alguns relatos da literatura des-
crevem, inclusive, níveis elevados de AFM1 em leite materno de
populações que ingeriram alimentos contaminados8,22,33.
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Recentemente AFM1 foi classificada na classe 2 B: pro-
vável carcinógeno humano, tendo a Organização Mundial de
Saúde recomendado à redução dos níveis de AFM1 ao mínimo,
de modo a minimizar o risco potencial, desde que não há sufi-
ciente informação para estabelecer um nível de exposição ra-
zoável16,25,32.

Em relação ao queijo, a presença de aflatoxina pode ser
fundamentalmente devido a três causas: (1) presença de AFM1

no leite com o qual queijos são elaborados, como conseqüên-
cia de alimentos contaminados com AFB1 e ingeridos pelo gado
leiteiro; (2) síntese de aflatoxinas por fungos que crescem em
queijos e (3) o uso de leite de pó com AFM1 utilizado na elabo-
ração de queijo 16.

Quimicamente, a presença de AFM1 no queijo pode ser
devido por um lado, ao fato da toxina se ligar à caseína13,18, e
por outro lado, que parte do soro do leite permanece preso ao
coalho. López et al.16 verificaram em uma pequena produção
de queijo, a partir de leite artificialmente contaminado com
AFM1, que 60% da AFM1 se encontrava no soro e 40% no
queijo.

Alguns países têm estabelecido níveis de tolerância
máxima para AFM1 em queijo: 0,20-0,25 ng/g9. No Brasil, ain-
da não foi estabelecida nenhuma regulamentação para AFM1

em queijo.
Uma vez que a pasteurização do leite ou processamento

do queijo não destrói completamente a AFM1, é prudente que
se verifique a incidência de AFM1 nesse alimento1,12,13,16. Deve-
se ressaltar que estes produtos são consumidos largamente por
crianças, que são consideradas mais susceptíveis aos efeitos
adversos das micotoxinas28.

Visto que no Brasil não existem relatos da incidência
de aflatoxina M1 em queijo tipo prato e tipo parmesão ralado, o
objetivo deste trabalho foi verificar os níveis de AFM1 nesses
produtos consumidos em Belo Horizonte/MG.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
Foram analisados amostras de 9 marcas de queijo tipo

prato e 14 de queijo tipo parmesão ralado, coletadas no perío-
do de agosto/2000 a fevereiro/2001 pelo Serviço de Vigilância
Sanitária/MG, representando cerca da totalidade das marcas
oferecidas no comércio de Belo Horizonte/MG. A quantidade
coletada variou de 1 a 2 kg, sendo que as amostras foram
homogeneizadas em liquidificador por 2 minutos e acondicio-
nadas em freezer a –20 °C até o momento da análise.

Extração e quantificação de AFM1

O método utilizado para a extração da AFM1 em queijo
foi o descrito por Dragacci et al.7, onde em 10 g de amostra foi
efetuada uma extração com diclorometano seguido de uma
partição com n-hexano. A purificação do extrato foi executada
em coluna de imunoafinidade (Vicam Inc. USA) como reco-
mendado por Tuinstra et al.29, sendo o extrato final dissolvido

em 1000 µL da fase móvel de injeção água:acetonitrila (30:70),
agitado no ultra-som por 30 segundos e filtrado através de fil-
tro de 0,45 µm.

A separação e a quantificação da AFM1 foi conduzida
em um sistema de cromatografia líquida de alta eficiência
(CLAE) Shimadzu com detetor de fluorescência (excitação:
366 nm e emissão: 428 nm) e com coluna Shim – pack CLC –
ODS C18, 5 µm, 4,6 x 250 mm, precedida de pré-coluna Shim
– pack G – ODS, 5 µm, 4 x 10 mm. A coluna foi eluída
isocraticamente com água:isopropanol:acetonitrila (80:12:8)
a um fluxo de 1 mL/min. O volume de injeção foi de 100 µL.
Nessas condições o tempo de retenção foi aproximadamente
10,3 minutos. Todos os solventes utilizados foram os recomen-
dados para cromatografia líquida e a água purificada pelo sis-
tema de ultrafiltração (MILLI – Q). Durante toda a análise foi
borbulhado gás hélio na fase móvel. Para quantificação da
AFM1 foi utilizada uma curva de calibração como descrito por
Prado et al.20. A partir do cálculo da área do pico da AFM1 do
extrato da amostra e das soluções padrões foi calculado o teor
de AFM1 na amostra. Todas as análises foram efetuadas em
triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Figura 1 ilustra a alta seletividade da limpeza atra-
vés da utilização de coluna de imunoafinidade, onde não se
observa interferentes próximos ao tempo de retenção da AFM1.

Os valores de recuperação após contaminação com 0,1
e 0,3 ng/g de AFM1 foram 80,0% e 78,9%, respectivamente.
Dragacci et al.7 encontraram em amostras contaminadas com
0,2 e 0,8 ng/g, recuperações na faixa de 72,0 a 87,6% e 71,4 a
81,0%, respectivamente. Os coeficientes de variação encon-
trados foram 25,0% e 8,3%, para amostras fortificadas com
0,1 e 0,3 ng/g de AFM1, respectivamente. A linearidade da
curva padrão de calibração (0,03 a 0,6 ng/g de AFM1) foi su-
perior a 0,99 nas condições experimentais desenvolvidas.

Nas Tabelas 1 e 2 estão apresentados os resultados de
AFM1 obtidos em queijo tipo prato e tipo parmesão ralado.
Observa-se que em todas as amostras de queijo tipo prato foi
detectada AFM1 em uma faixa de 0,02 a 0,54 ng/g e média de
0,15 ng/g. Duas das amostras (22%) apresentaram valores de
AFM1 superiores a 0,2 ng/g, que é o nível máximo tolerado
em queijo na Holanda9,30. Em queijo tipo parmesão ralado os
níveis de AFM1 variaram de 0,04 a 0,30 ng/g e média entre os
valores positivos de 0,14 ng/g. Em 4 amostras (29%) os níveis
de AFM1 foram superiores a 0,2 ng/g. Os valores de coeficien-
tes de variação em todas as repetições foram inferiores a 30%,
que é o recomendado para análise de micotoxinas14.

No Brasil, poucos trabalhos relatam a presença de AFM1

em queijo. Sylos et al.28, não detectaram AFM1 em 36 amos-
tras (12 marcas) nos tipos Minas, Mussarela e Cheddar. En-
tretanto, a metodologia utilizada foi à cromatografia em ca-
mada delgada com quantificação visual baseada na intensida-
de de fluorescência, técnica de menor sensibilidade,
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especificidade e precisão quando comparado a CLAE27. Prado
et al21 verificaram a ocorrência de AFM1 em 75 amostras de
queijo Minas (frescal, canastra e padrão) e em 56 (74,7%), a
AFM1 foi detectada em uma faixa de 0,02 a 6,92 ng/g, utili-
zando coluna de imunoafinidade como etapa de purificação e
CLAE como técnica de separação e quantificação. Na Itália,
um total de 223 amostras de queijo fabricadas no período de
1991-1994 foram analisadas para AFM1. A maior parte das
amostras (91%) estava na faixa de 5-100 ng/kg e somente 1
(0,5%) apresentou AFM1 com valor superior a 250 ng/kg18.
Barbieri et al.3 verificaram a ocorrência de AFM1 em queijo
parmesão em Modena, Itália, em 1991, e em somente 18 amos-
tras foi detectado AFM1 em baixas concentrações: faixa de 0,035
a 0,19 ng/g. Resultados idênticos foram obtidos por Dragacci
e Fremy5 em um monitoramento na França, no período de 1990
a 1995, em vários tipos de queijo. Somente 3 amostras apre-

sentaram AFM1 com valor superior a 0,2 ng/g. Da mesma forma,
Piva et al.19 avaliaram em 1984, queijos da França, Alemanha e
Dinamarca e detectaram AFM1 em 19,5%, 26,5% e 53,5% das
amostras analisadas, respectivamente, mas somente em 2 amos-
tras da França o valor de AFM1 excedia 0,25 ng/g. Entretanto,
Barrios et al.4no sul da Espanha, em 1995, verificaram a presen-
ça de AFM1 em 16 das 35 amostras (45,7%) em concentrações
entre 20 e 200 ng/g.

Apesar da incidência de AFM1 em queijo tipo prato e
ralado tipo parmesão ter sido elevada: presença em 22 das 23
amostras analisadas, os níveis médios registrados, 0,15 ng/g e
0,14 ng/g, respectivamente, estão dentro dos níveis de tole-

Figura 1. Cromatograma obtido por CLAE em queijo prato
naturalmente contaminado (0,18 ng/g).

Tabela 2. Ocorrência de AFM1 em queijo ralado tipo parmesão.

Marca Níveis de AFM1 (ng/g)* Coeficiente de Variação (%)

1 0,25 7.0

2 0,26 6,0

3 0,08 9,0

4 0,28 10,0

5 0,05 16,0

6 0,30 10,0

7 0,05 14,0

8 0,04 30,0

9 0,11 13,0

10 0,08 8,0

11 0,15 10,0

12 ND -

13 0,12 5,0

14 0,10 7,0

Média 0,14

* Média de triplicata
ND – Não Detectado
Limite de Detecção: 0,01 ng/g
Limite de Quantificação: 0,02 ng/g

Tabela 1. Ocorrência de AFM1 em queijo tipo prato.

Marca Níveis de AFM1 (ng/g)* Coeficiente de Variação (%)

A 0,04 19,0

B 0,26 1,3

C 0,07 20,0

D 0,54 0

E 0,18 4,0

F 0,08 25,0

G 0,09 8,0

H 0,02 0

I 0,04 13,0

Média 0,15

* Média de Triplicata
Limite de Detecção: 0,01 ng/g
Limite de Quantificação: 0,02 ng/g
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rância máxima para AFM1 em queijo, exigida em outros países:
0,20-0,25 ng/g9.

CONCLUSÃO

Os resultados indicam que atualmente, em amostras de
queijo tipo prato e ralado tipo parmesão coletadas no comércio
de Belo Horizonte/MG, a contaminação com AFM1 não pode

ser considerada um sério problema de saúde pública. Entretan-
to, mais amostras devem ser analisadas em um período maior de
tempo para verificar a tendência observada neste trabalho.
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ABSTRACT. Aflatoxin M1 was determined in Soft and Parmesan cheese by immunoaffinity column
and liquid chromatography. Milk products such as cheese may be contaminated by aflatoxin M1 (AFM1)
when dairy cattle have consumed feeds contaminated with aflatoxin B1 (AFB1). Samples of Soft and
Parmesan cheese were collected in Belo Horizonte city, by the Inspection Service of Minas Gerais –
Brazil. A purified extract was obtained by extraction with dichloromethane followed by a washing with
n-hexane and immunoaffinity column clean-up. The quantification of AFM1 was done by high
performance liquid chromatography (HPLC) using a fluorescence detector. AFM1 was detected in all
soft cheese brands analysed, in concentrations ranging between 0.02 and 0.54 ng/g and mean level of
0.15 ng/g. In grated cheese, Parmesan variety, AFM1 was detected in 13 of 14 brands analysed (93%),
in the range 0.04-0.30 ng/g with mean level of 0.14 ng/g.

KEY WORDS. Cheese; aflatoxin M1; immunoaffinity column; HPLC.
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar a contaminação por aflatoxinas em amostras de amendoim
e produtos de amendoim comercializados na Região de São José do Rio Preto/SP. Foram analisadas, no
período de agosto de 1996 a dezembro de 2000, 178 amostras, sendo 77 de amendoim cru, 31 pés-de-
moleque, 48 paçocas e 22 de outros produtos de amendoim (amendoim confeitado doce e salgado e
torrone). As amostras foram coletadas aleatoriamente, pelo Grupo de Vigilância Sanitária da Direção
Regional de Saúde (DIRXXII) no comércio varejista de São José do Rio Preto/SP e Região. A quantificação
das aflatoxinas B1 e G1, foi realizada pelo método de Soares & Rodriguez-Amaya, sendo que o limite de
quantificação do método (B1 + G1) conseguido em nosso laboratório, foi de 5,0 µg/kg. Das 77 amostras
de amendoim cru analisadas, 24 (13,5%) apresentaram teor de contaminação por B1 + G1 maior que
30 µg/kg (limite estabelecido pelo Ministério da Saúde), 04 (2,2%) menor ou igual a 30 µg/kg e 49
(27,5%) foi inferior a 5,0 µg/kg. Para as amostras de pé de moleque, 13 (7,3%) apresentaram
contaminação por aflatoxinas B1 + G1 acima de 30 µg/kg, 02 (1,1%) menor ou igual a 30 µg/kg e 16
(9,0%) inferior a 5,0 µg/kg. Já para as amostras de paçoca, 14 (7,9%) continham teores acima de
30 µg/kg, 02 (1,1%) menor ou igual a 30 µg/kg e 32 (18%) inferior a 5,0 µg/kg. Para os demais produtos
de amendoim, 08 (4,5%) apresentaram contaminação acima de 30 µg/kg, 03 (1,7%) menor ou igual a
30 µg/kg e 11 (6,2%) inferior a 5,0 µg/kg. De acordo com os resultados deste estudo, pode-se observar,
que a porcentagem de amostras contaminadas com aflatoxina manteve-se em torno de 39,3%, mostrando
que as investigações sobre a ocorrência de aflatoxinas em alimentos são de grande importância para o
desenvolvimento de ações de controle de produtos susceptíveis a esse tipo de contaminação.

PALAVRAS-CHAVES. Aflatoxinas; Amendoim; Produtos de Amendoim, ocorrência.

INTRODUÇÃO

Certas doenças transmitidas por alimentos podem ser
causadas pela presença de micotoxinas, que são substâncias

metabólicas tóxicas produzidas por algumas linhagens fúngicas
que crescem sob condições favoráveis em grande variedade de
substratos, principalmente os grãos2,10. Os alimentos
freqüentemente podem ser contaminados com fungos durante
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a colheita, estocagem, manuseio e transporte antes de chega-
rem ao consumidor8,9,23.

A presença de micotoxinas em produtos alimentícios
depende do crescimento de espécies fúngicas específicas e de
fatores como umidade relativa do ar entre 80 e 90% e tempera-
tura ambiental superior a 20 °C2,5. Sendo o Brasil um país de
clima tropical, apresenta condições favoráveis para o desen-
volvimento destas micotoxinas. Produtos agrícolas, como o
amendoim, requerem clima quente e úmido para o plantio e
desenvolvimento16.

Atualmente existem várias micotoxinas conhecidas, com
respectiva indicação dos fungos produtores e dos efeitos pato-
lógicos produzidos17. As aflatoxinas, produzidas principalmente
pelo A. flavus e A. parasiticus12, são os metabólitos fúngicos
mais extensivamente estudados, sendo a aflatoxina B1 (AFB1)
o mais potente carcinogênico conhecido6, apresentando ainda
propriedades teratogênicas e mutagênicas6,13,33.

As aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, são as principais, com
estruturas químicas semelhantes24,33.

A ocorrência das aflatoxinas é maior em sementes ole-
aginosas, que reúnem características e condições preferenciais
para o desenvolvimento de fungos8,23,27.

A região de São José do Rio Preto/SP, possui condições
climáticas que favorecem o crescimento de fungos, tem carac-
terísticas agropecuárias e, destina em média 0,1 a 20 hectares
de terra para o cultivo do amendoim, embora, esta não seja a
cultura predominante na região27, 29.

A fiscalização associada ao conhecimento técnico do
produtor e a observância de normas e critérios antes e depois
da colheita, assim como no armazenamento do produto, são
indispensáveis para eliminar as condições favoráveis para o
crescimento dos fungos, evitando a contaminação por
aflatoxina.

Em 1994, o Centro de Vigilância Sanitária da Secreta-
ria de Estado da Saúde – SP normatizou um programa de cole-
ta de amostras, devido a importância em saúde pública, do
monitoramento das micotoxinas5,28.

As freqüentes reportagens, nos jornais da região de São
José de Rio Preto/SP, notificando a apreensão, por parte da
Vigilância Sanitária, para averiguação de lotes de amendoins
e produtos contendo amendoim, com suspeita de estarem con-
taminados com aflatoxinas7,21, vem conferir relevância ao tra-
balho de monitoramento de amendoins e derivados, o qual já
vem sendo realizado desde 1996.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorrên-
cia dos níveis de contaminação, resultantes das dosagens de
aflatoxinas B1 e G1 em amendoim cru e em produtos a base de
amendoim.

MATERIAL E MÉTODOS

Material: Amostras
As 77 amostras de amendoim cru e as 101 amostras de

produtos de amendoim, conhecidos como: paçoca, pé-de-mo-

leque, amendoim confeitado doce e salgado, paçoca de rolha e
torrone, totalizando 178 amostras de diferentes marcas e pro-
cedências, foram coletadas aleatoriamente no comércio vare-
jista de São José do Rio Preto/SP. e região, a cargo da Vigilân-
cia Sanitária, em amostras representativas de 1 kg.

Método: Extração
Aproximadamente 500 g de cada amostra foram tritu-

rados, utilizando liqüidificador comum e 50 g foram retirados
para análise.

As aflatoxinas B1 e G1 foram separadas usando a técni-
ca de cromatografia em camada delgada como descrito por
Soares & Rodriguez-Amaya32.

O método estabelece extração das toxinas de 50 g de
amostra com solução de metanol com KCl 4% (9:1) e limpeza
do extrato com solução de sulfato de cobre 10%, seguido por
duas partições com clorofórmio.

O extrato é seco e ressuspendido em 500 µL de cloro-
fórmio imediatamente antes da aplicação na camada delgada
de sílica.

Detecção e Quantificação
A separação foi feita por cromatografia em camada del-

gada de sílica gel e a quantificação por comparação visual da
intensidade de fluorescência com a do padrão sob luz
ultravioleta.

Cerca de 5,0 µL de extrato foi aplicado na placa
cromatográfica juntamente com diferentes concentrações de
padrão de AFB1 e AFG1. A placa foi desenvolvida em cloro-
fórmio-acetona (9:1)5,25,32.

As concentrações dos padrões e a identidade das
aflatoxinas foram determinados conforme as técnicas descri-
tas pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC –
970.44 49.2.02)1.

No método original32, os autores obtiveram um limite
de detecção de 2 mg/kg, porém, em nosso laboratório o li-
mite de quantificação do método (B1 + G1) conseguido foi
de 5 mg/kg.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos para as 178 amostras analisadas
revelaram que 59 (33,2%) apresentaram contaminação por
aflatoxinas (B1 + G1) superior a 30 µg/kg, limite máximo tolerado
pelo Ministério da Saúde3 (Tabela 1). Do total das amostras ana-
lisadas, 70 (39,3%) apresentaram contaminação por aflatoxinas.

A Resolução GMC nº 56/94 MERCOSUL, estabelece os
Limites Máximos Tolerados de aflatoxinas em alguns alimentos,
incluindo o amendoim, preconizando 20 µg/kg (B1 + B2 + G1 +
G2)

22. O Ministério da Agricultura já internalizou esta Resolução
através da Portaria nº 183 de 21 de março de 199615,34,enquanto
o Ministério da Saúde não. Se for considerado este limite, o
número de amostras que estariam impróprias para consumo se-
ria de 63 (35,3%).
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Os riscos potenciais à saúde pública em decorrência da
ingestão desta toxina justificaria o mesmo procedimento por
parte do Ministério da Saúde.

O efeito crônico resultante da ingestão freqüente de pe-
quenas doses desta toxina e o índice elevado de contaminação,
revelado pelos resultados obtidos neste estudo, constituiu um
fato preocupante do ponto de vista sanitário, pois, o conheci-
mento destes parâmetros, bem como o potencial de riscos e da-

nos pertinentes, estabelecem o principal instrumento de análise e
planejamento da ação da Vigilância Sanitária, previstos na Porta-
ria n° 1.248/GM de 26/11/1993 do Ministério da Saúde4.

Outros estudos publicados também relatam a ocorrên-
cia de aflatoxina em cerca de 40% das amostras de produtos
brasileiros de amendoim19,20,24,26,30.

Sabe-se que os derivados de amendoim como a paçoca e
o pé-de-moleque são consumidos em grande quantidade pela

Figura 1. Distribuição Anual das Aflatoxinas B1 e G1 no total de amostras analisadas no período de Agosto/96 a Dezembro/00.

Tabela 2. Distribuição anual da variação dos níveis de aflatoxina (B1 + G1) em amostras de amendoim e produtos de amendoim
– agosto/96 a dezembro/00.

Níveis de aflatoxinas (mg/kg)

Ano <5 5 a 20 21 a 30 31 a 100 101 a 300 301 a 1255 Total

1996 07 (3,9%) — — 03 (1,7%) 09 (5,1%) — 19 (10,7%)

1997 19 (10,7%) 05 (2,8%) — 06 (3,4%) 08 (4,5%) 02 (1,1%) 40 (22,5%)

1998 20 (11,2%) 02 (1,1%) — 04 (2,2%) 01 (0,6%) — 27 (15,1%)

1999 37 (20,8%) — 01 (0,6%) 03 (1,7%) 06 (3,4%) 03 (1,7%) 50 (28,1%)

2000 23 (12,9%) 03 (1,7%) 01 (0,6%) 06 (3,4%) 04 (2,2%) 05 (2,8%) 42 (23,6%)

Total 106 (59,5%) 10 (5,6%) 02 (1,1%) 22 (12,4%) 28(15,8%) 10 (5,6%) 178 (100%)

Tabela 1. Ocorrência de aflatoxinas (B1 + G1), em amendoim e produtos de amendoim comercializados na região de São José do
Rio Preto/SP no período de agosto/1996 a dezembro/2000.

 Tipos de Produtos Número de Amostras (B1 + G1) >20µg/kg (B1 + G1) >30µg/kg (B1 + G1) <30µg/kg <5,0µg/kg Amostras Positivas

Amendoim 77 (43,3%) 25 (14,0%) 24 (13,5%) 04 (2,2%) 49 (27,5&) 28 (15,7%)

Pé de Moleque 31 (17,4%) 14 (7,9%) 13 (7,3%) 02 (1,1%) 16 (9,0%) 15 (8,4%)

Paçoca 48 (27,0%) 15 (8,4%) 14 (7,9%) 02 (1,1%) 32 (18,0%) 16 (9,0%)

Outros 22(12,3%) 09 (5,0%) 08(4,5%) 03 (1,7%) 11 (6,2%) 11 (6,2%)

Total 178 (100%) 63 (35,3%) 59 (33,2%) 11 (6,1%) 108 (60,7%) 70 (39,3%)
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população jovem, principalmente, em idade escolar31, o que tor-
na preocupante o índice de contaminação de 17,3% (31 amos-
tras) encontrado neste estudo, para tais produtos.

Em relação a presença de aflatoxinas (B1 + G1) em amen-
doim cru, 28 (15,7%) amostras apresentaram-se positivas, se-
melhante ao relatado nas diversas publicações relativas a
outras regiões do estado e do país8,9,18,31, sugerindo que a
população está exposta aos riscos devido ao consumo do
produto.

Amostras com teores mais elevados de contaminação
ocorreram em 1997, 1999 e 2000 variando entre 301 e 1255 µg/
kg, (Tabela 2). De acordo com o boletim da Secretaria Estadu-
al da Agricultura e Abastecimento, estes anos apresentaram
índices de precipitação pluviométrica elevados, aliados a tem-
peratura ambiente igualmente elevada29.

Os resultados mostram que 15,8% das amostras conta-
minadas continham teores entre 100 e 300 µg/kg e cerca de
5,6% (10 amostras), apresentaram teores superiores a 10 ve-
zes ou mais o limite máximo tolerado pela legislação do Mi-
nistério da Saúde (30 µg/kg)3,15.

Também foi observado na distribuição anual das amos-
tras positivas, uma maior ocorrência da AFB1 do que da AFG1

(Figura 1). Considerando uma substância comprovadamente
carcinogênica, tal fato, também verificado em outras publica-
ções científicas, torna-se preocupante8,18,23,25.

Destacamos a existência de divergência entre os limi-
tes máximos de tolerância estabelecidos pela Resolução GMC
n° 56/94 MERCOSUL (20 µ/kg para B1+B2+G1+G2) do Mi-
nistério da Agricultura e pela Resolução nº 34/76 CNNPA
(30 µg/kg para B1+G1)

4. Os resultados mostraram que o índice
de rejeição das amostras, considerando os diferentes limites
das resoluções citadas, foram muito próximos (35,3% e 33,2%,

respectivamente) indicando que a diferença de 10 µg/kg não
representa uma barreira para critérios de aceitação/rejeição do
produto. Porém, o limite de 20 µg/kg se apresenta mais adequa-
do, visto que, a população estará exposta a ingestão de meno-
res quantidades do contaminante estudado, considerando o
poder toxigênico e o risco potencial da presença de aflatoxinas
nos produtos alimentícios12.

CONCLUSÕES

Os resultados obtidos mostraram a necessidade de uma
revisão, por parte do Ministério da Saúde, dos teores tolerados
de aflatoxinas (B1 + G1) vigentes atualmente, considerando a
tendência mundial de diminuir os limites legais permitidos.

O limite de 20 µg/kg apresenta-se mais adequado por
razões toxicológicas, sem representar prejuízos financeiros de
grande monta para os produtores, considerando que o índice
de rejeição mostrou-se da mesma ordem de grandeza, em rela-
ção aos limites tolerados pelas resoluções citadas.

Além disso, verifica-se a necessidade de monitoramento
sistemático da ocorrência de aflatoxinas pois, o amendoim e
seus produtos são bastante consumidos pela população, e de
um controle mais efetivo das condições de colheita no campo,
estocagem e transporte do amendoim, promovendo campanhas
educativas na cadeia produtiva11,14.
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ABSTRACT. The aim of this study was to evaluate the contamination of peanut and peanut products by
aflatoxins commercialized in the region of São José do Rio Preto/SP. From August 1996 to December 2000,
it was analyzed 178 samples, from which 77 were raw peanut, 31 “pé-de-moleque” candies, 48 peanut
“paçocas” and 22 other peanut products (sweet and salty peanut and “torrone”). The samples were
randomly collected, by the Group of Sanitary Vigilance of the Health Regional Administration (DIRXXII)
in the retail trade of São José do Rio Preto region. The quantification of the aflatoxins B1 and G1 was made
using the Soares & Rodriguez-Amaya method. The lower limit of quantification of B1 + G1 obtained in our
laboratory was 5.0 µg/kg. From the whole samples of raw peanut analyzed, 24 (13.5%) presented
contamination by B1 + G1 higher than 30 µg/kg (maximum established by the Health Ministry), 4 (2.2%)
lower or equal to 30 µg/kg and 49 (27.5%) lower than 5.0 µg/kg. From the “pé-de-moleque” samples, 13
(7.3%) exhibited contamination by aflatoxins B1 + G1 higher than 30 µg/kg, 2 (1.1%) lower or equal to 30 µg/
kg and 16 (9.0%) lower than 5.0 µg/kg. From the peanut “paçoca” samples, 14 (7.9%) contained higher
contaminants than 30 µg/kg, 2 (1.1%) lower or equal to 30 µg/kg and 32 (18%) lower than 5.0 µg/kg. For the
other peanut products, 8 (4.5%) presented higher contamination than 30 µg/kg, 3 (1.7%) lower or equal to
30 µg/kg and 11 (6.2%) lower than 5.0 µg/kg. According to these results, the percentage of affected
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samples by aflatoxin is around 39.3%, indicating that the investigation of the aflatoxin occurrence in food
is of great importance to the development of control of products sensitive to that type of contamination.

KEY WORDS. Aflatoxins, peanut, peanut products.
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi determinar o teor do princípio ativo e avaliar a inocuidade dérmica
e ocular em amostras de produtos contendo 1% de lindano (m/m), que são utilizados para o tratamento de
ectoparasitoses: pediculoses e escabioses. Foram analisadas 06 (seis) amostras de produtos: um xampu,
um creme, dois sabonetes e duas loções, de diferentes marcas. O teor de lindano das amostras foi realizado
de acordo com a Farmacopéia Americana, 1995. Os testes de irritação dérmica e ocular foram realizados de
acordo com o método de Draize modificado nas amostras e nas soluções alcoólicas de lindano em diferentes
concentrações. Foi efetuado também o teste nas amostras conforme o modo de uso, isto é, de acordo com
as instruções de uso fornecidas pelos fabricantes dos produtos analisados. Os resultados obtidos
referentes ao teor de lindano mostraram que as amostras analisadas estavam de acordo com o teor
especificado no rótulo. Os resultados dos exames toxicológicos das amostras demonstraram que os
produtos aplicados de acordo com o modo de uso não evidenciaram danos à pele dos animais testados.
Porém, quando submetidos ao teste de irritação dérmica cumulativa, isto é, através de repetidas aplicações
do produto, apresentaram irritação, mostrando que o produto utilizado de forma não correta poderá
acarretar lesão à pele e conseqüentemente comprometer a saúde do consumidor devido à toxicidade do
lindano.

PALAVRAS-CHAVE. lindano, produtos para tratamento de ectoparasitoses, inocuidade.
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Existe no comércio uma variedade de produtos para o
tratamento de ectoparasitoses: xampus, cremes, sabonetes, etc,
contendo em sua formulação 1% (m/m) de lindano (isômero γ
do hexacloro-ciclohexano), direcionados ao combate e ao tra-
tamento de ectoparasitoses: pediculoses e escabioses, vulgar-
mente conhecidas como “piolho” e “sarna”, em adultos e cri-
anças. Estas infestações são comuns, especialmente na cama-
da mais pobre1,15, podendo causar algumas doenças e
dermatites17,18.

A inocuidade cutânea e ocular de produtos contendo
lindano está relacionada com a característica química do prin-
cípio ativo e/ou de outros componentes. Os cosméticos, depen-
dendo de sua composição básica e da qualidade das matérias-
primas utilizadas, poderão ocasionar irritação da pele e dos
olhos.

De acordo com Cucê & Duarte4, a concentração do
lindano a 1% (m/m) nos produtos acima mencionados é efici-
ente no tratamento de ectoparasitoses. Devido à baixa ativida-
de ovicidal do lindano, a aplicação do produto deve ser repeti-
da após uma semana para erradicar piolhos provenientes das
lêndeas6,8.

O tratamento de ectoparasitoses com lindano é consi-
derado seguro e eficaz quando utilizado dentro das doses reco-
mendadas e usado corretamente2,3,21; porém, efeitos adversos
usualmente podem ocorrer como resultado de exposição a al-
tas doses provenientes de uso indevido5,6,9,10.

Em função de sua toxicidade, o uso dos produtos con-
tendo lindano deve ser restrito somente a indivíduos que não
apresentam doenças de pele tais como psoríase, eczemas ou
ictiose7; nestes casos, pode-se originar absorção sistêmica sig-
nificativa do lindano através de fissuras cutâneas profundas
que freqüentemente ocorrem em pacientes com escabioses20.

No Brasil, as infestações por escabioses e pediculoses
ocorrem em escolas1, orfanatos12, ambulatório13,14,15 e hospi-
tais16, havendo a necessidade da aplicação de inseticidas para
o controle e tratamento destas ocorrências. O lindano, por ser
eficaz e relativamente barato, é utilizado com freqüência para
o tratamento destas ectoparasitoses.

Em razão da necessidade de preservar a saúde do con-
sumidor, o objetivo deste trabalho foi avaliar a concentração
do lindano e a irritação dérmica/ocular, dos produtos conten-
do lindano, comercializados na cidade de São Paulo.

Foram analisadas 6 (seis) amostras de produtos con-
tendo lindano: um xampu, um creme, dois sabonetes e duas
loções, de diferentes marcas comercializadas na cidade de São
Paulo, sendo que uma amostra foi coletada pela Vigilância
Sanitária do Estado de São Paulo e as demais adquiridas no
comércio da cidade de São Paulo.

A quantificação do lindano nas amostras de loções, xam-
pu e creme foi realizada de acordo com a Farmacopéia America-
na22. Após eluição do princípio ativo com solução de éter
etílico:hexano (18:280) em coluna de florisil, a amostra foi eva-
porada, diluída em diclorometano e analisada no cromatógrafo a
gás, marca CG 370, utilizando coluna empacotada com 2% DC-
200 + 2% QF-1 e detector de ionização de chama. As condições

cromatográficas estabelecidas foram: temperaturas do detector
240 ºC, injetor 230 ºC e coluna 198 ºC.

Para o sabonete, foi utilizado o mesmo método, diferin-
do apenas no tratamento prévio da amostra, que consistiu na
trituração e homogeneização do sabonete, antes da extração
do lindano.

Para se avaliar os possíveis interferentes nas amostras
analisadas, foi efetuado o mesmo procedimento acima descri-
to com amostra “branco”, que foram preparadas com as maté-
rias-primas utilizadas na formulação dos excipientes de cada
produto. Foi realizado teste de recuperação em amostras “bran-
co” enriquecidas com lindano em 3 níveis de concentrações
diferentes: 0,5; 1,0 e 2,0% (m/m), em duplicata, para cada um
dos produtos estudados.

Nas amostras dos produtos de higiene e nas soluções
alcoólicas de lindano em diferentes concentrações: 0,50; 0,75;
1,00; 1,25; 1,50% (m/v), foram efetuados os seguintes exames
toxicológicos: irritação dérmica primária e cumulativa, além
da ocular; os mesmos exames foram realizados com os “bran-
cos” dos produtos, e com o etanol p.a.

Para os exames de irritação dérmica primária, cumula-
tiva e conforme o modo de uso dos produtos constantes das
especificações do rótulo foram utilizados 6 (seis) coelhos para
cada teste. No exame de irritação ocular, foram utilizados 5
coelhos para cada teste.

Os testes de irritação dérmica e ocular foram realizados
de acordo com o método de Draize modificado11.

No método de irritação dérmica primária a amostra foi
aplicada nas regiões dorsais tricotomizadas, superiores e in-
feriores (áreas 1 e 2) enquanto que as áreas 3 e 4 serviram de
controle. Estas áreas foram cobertas com gaze estéril fixada
ao animal com fita adesiva hipo-alergênica (tensoplast). Foi
retirado o “patch oclusivo” e efetuadas as leituras de edema
e eritema após 24 e 72 horas. Para a irritação dérmica cumula-
tiva, foi utilizado o método de acordo com o citado acima,
sendo a aplicação efetuada com freqüência diária durante um
período de 10 dias consecutivos e a leitura de edema e eritema
no 11o dia.

No caso da irritação ocular, a amostra foi aplicada em um
dos olhos de um coelho enquanto que o outro foi considerado
como controle. A leitura de opacidade e pannus foi efetuada na
região da córnea; a irite na região da íris, enquanto que a hiperemia,
quemose e secreção, na região da conjuntiva. Estas leituras foram
efetuadas no período de 24, 48, 72 horas e 7 dias.

No teste conforme modo de uso as amostras de sabone-
te e xampu foram friccionadas até espumar, deixado por 10 min
e depois enxaguado, este procedimento foi repetido após 3 e
14 dias. Para as amostras de loção e creme foram friccionados
o produto e deixado permanecer, este procedimento foi repeti-
do após 3 e 14 dias.

Os resultados do teste de recuperação efetuado em três
níveis de concentrações diferentes variaram de 98,8 a 109,7%,
demonstrando que o método analítico selecionado para a
quantificação do lindano nos vários produtos analisados foi
adequado. As análises dos produtos contendo lindano, das
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marcas disponíveis no mercado, revelaram em todas amostras,
que o teor do princípio ativo estava dentro dos valores especi-
ficados na rotulagem (Tabela 1).

Quanto ao teste para avaliar a inocuidade, dérmica e
ocular do lindano, a escolha do etanol p.a como solvente da
referida substância química fundamentou-se na comprovação
experimental que este solvente não apresentou irritação nos
animais utilizados no experimento. Os resultados revelaram
que em concentrações acima de 1,25% (m/v), o lindano apre-
sentou grau de toxicidade dérmica, portanto com potencial para
causar danos aos usuários.

Os testes toxicológicos realizados nos “brancos” dos
produtos estudados não apresentaram irritação. A Figura 1
mostra que no teste de irritação dérmica cumulativa, que é
realizado por repetidas aplicações do produto, observou-se que
as duas amostras de sabonetes e a de xampu apresentaram grau
de irritação moderadamente irritante (MI), e as demais amos-
tras, grau ligeiramente irritante (LI). Para o teste de irritação
dérmica primária, a amostra de xampu apresentou grau de
irritação LI.

Para verificar a possível causa da irritação dérmica pri-
mária observada na amostra de xampu, foi realizado teste uti-
lizando amostra “branco” de xampu com adição de lindano a

1% (m/v) que apresentou grau de irritação dérmica LI. Como a
amostra branca do xampu e a solução alcoólica de lindano a 1%
(m/v) não apresentaram irritação, esses resultados sugerem, que
a irritação causada por estes produtos resultou da ação
sinergística de alguma matéria-prima componente da formula-
ção do xampu, potencializando o efeito do lindano e facilitando
a sua penetração através da pele2,4,19.

De acordo com os dados obtidos, concluímos que esses
produtos devem ser utilizados de acordo com o modo de uso
recomendado pelo fabricante, pois quando empregados erro-
neamente, isto é, com aplicações repetitivas do produto ou com
uma concentração acima da preconizada (1% de lindano) po-
derá causar danos ao usuário, tornando um sério problema de
Saúde Pública.

Tabela 1. Teor de lindano nos produtos de higiene analisados.

Produto Lindano (g/100g)

Xampu 1,09 ± 0,01
Sabonete A 1,07 ± 0,09
Sabonete B 1,10 ± 0,02
Loção A 0,95 ± 0,03
Loção B 1,00 ± 0,04
Creme 1,03 ± 0,03

Figura 1. Grau de irritação obtido nos testes toxicológicos dos
produtos de higiene analisados.
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ABSTRACT. The aim of this study was the quantification of the drug as well as dermal and ocular
safety evaluation in samples containing 1% lindane (w/w), that are used in the treatment of ectoparasitosis:
pediculosis and scabies. Six samples were analyzed: a shampoo, a cream, two bars of toilet soap and
two lotions of different brands. The quantification method was described in the United States
Pharmacopeia, 1995. Tests of dermal and ocular irritation using the method of Draize with modification
were done in samples and lindane alcoholic solutions in different concentrations. In samples, also the
test was done according to the manufacturer’s directions for use and composition. The results of the
lindane quantification showed that the analyzed samples were in accordance with the label. The results
of the toxicological tests showed that, when applied according to manufacturer’s directions, the products
using did not damage the skin or the eyes of the animal. However, when the samples were submitted to
the cumulative dermal test, implying repeated application of the product, they showed dermal irritation.
So the incorrect use was proved to cause skin damage and compromise the customers’s health due to the
lindane toxicity.

KEY WORDS. Lindane, treatment of ectoparasitosis products, safety.
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para VyI (47.6%). Vyll (90,5%). V)9 :42.9%). A ~1 ... iIoentre 
o. esllKlios L II e IU seluO>do Dutie & Salmon e a pr<soOC' do 

reamtnjo de gene TCRy n30 foi estati.tio.mente 'igni/kame 
(J""O.34I)- Nlo foi <!\COntnda ."oci~lo entre • pn:se,,\:" do 
,urranjo de gene TCRy e a origem do malerial on. li,ado ( .. n­
g"~ reriferico "'OIl mtdula 6soea) (ro-il.56li). Quandorompara. 
das .. curva; de SQbr<vida em fu,,\:l<>.u Pf...,n~. do rearraojo 
de lene TCRy em algum momenlo da doo"\:. "'" bouve dif~ 
re",' "StatiStic_mente . ignifooome (p-oO.302). As n,ediana. de 
sobfe,·id. dos paci •• 1e< corn austnei •• "",se"". do reamonjo 
de gene TCRy "'" fonm .,ingida> e a probabiTidade de sobrevida 
00. 35 meses de .egu_menlo rei de 60% pa,.. os plcien ... com 
.ustnei. do rearranjoe de 80%~,.. os padenl .. com prest:OC" 
do ""'ITanjo. Apesar do nivel <lescrilivo (p) Rio ,ignificalivo, 
e"i't<: urn. «ooo""i •• urn. maior sobrevid. no plJpo de pad­
onlOS corn prnSC",' <lo '''ITanjo de gene TCRy. COIlI"do. <:5ta 

quesUn s6 pod<:rt serdefiniliv.mente eluddada iI pani, de urn 
;u:om~nh.mento rnaior <los co..,.. 

"Tese di'ponlv<l nl biblioteca do Faculdade de at""i., 
FannadUlicas d. USP: 

• 
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Isolamcnto e identifica~ao dos virus da Influenza A em aves 
silvestres residentes e migratoria no Estado de Sao Paulo. 

Kawamolo. N.lI.A. Isolam<nlO. Id<ntln<~iio dos "InI$ d. Inno ... "" A ~m n~sll "estres resld~nles e mlgral6ria no E-llado de 
Sio Paulo. Slo Paulo: 1999. (Di""r!a~lo de Mestrado - In.lilulO de Ci6>ci .. Diomc!dicas d. USPJ. 

r"O<llm isolados 13 . mostr., de v(rus da Innuenza A. 
p"'''enienle, de iO "'" das es~ies £ia~nia mesole"ca(2). 
SpOropJ, jla /;neola( I). Sporophjla c au"'~sce,,s(l). Columbi"" 
laipacot/(2). I<I"reo o/;""c. ... (1). Paroario. dominica",,(2). em 
doi. lipos de cole .... (or.1 e cloacal), ESla. ",'es.1o froqilen .. . 
dO .... 1 do, est~<5<s e~periment.i. de campo. loe.lind •• no 
Pa rqne EcoI6j;ico do Tiel. - Gu,ruIM,. Ignape e Juquitibal 
SP. II, colel", foram feita. entre '" me"", de oo"embrol97 I 
janeirol98, A. amOSlr •• foram inocul>d .. nas cavidades. 
.mniOtic. e ,1 , nlOle. de ovos embrionaclos de golinha "'pf' e 
em cu ltu ra. de .tlul .. de linhagem """linu •. MOCK (rim de 
ClCho<rO - ATCC-CC L34) e NCI·H292 (Carcinoma Muct>epi. 
derm6idc de polmlo hum.oo - ATCC - CC I S48), Os isolados 
aprc.<entoram .tivid.de. hem'glulin.ntc, pd. tecnicI de 
Hcmagl ulin~lo. com ,u'pen,lo a 0.5% de hem!cias de galo 
on de cob.io e cfcitos dtop'tico, na, d ... , I inhascn, eelul.· 
re,. A idcnlific.~i<' dos .nt[geno, foi .. ali.ada pelo lest .. de 
Ini bk~o de l!em.g l utina~lo. com <or", imn .... de humanos 
•• cioad"" corn as <epa, dos virus influenlO NSPIIi9I(1I1 Nt), 
NSPII/9O(H3N2)e.w,n soros de oqui.." vaeinados com as 
ce~, NEq IISPIIIS6(H7N7) e NEq2lSPII/S5(H3N8) e Wm 

son) deeobaia imuni:tatiocom 0 virus da Doc~. de Newcastle, 
A. amostras cOlad ... presenta •• m afinido<les antig<nicas com 
""0$ de hum.no, e de ~ili"'" Wm nc""io das .mom., 
lE6745 (or.1 e cloacal) que n!o reagiram com ""'.0 de~Oinos 
Ne' .... ' 'mom"' for.m detectad", . pel. I&:nic. de contraslo· 
~io tlCgaliva em micro",op;' e!cll'&lca. poartKul., virai, de 3S. 
520 nm . ""'" .. picnl .. , .imil .... As deOnomi~ovirus, 

Com estes dados. re .. ,lt •• necessidade do dcs.envo lvi­
menlO de urn esludo mai' acun>cIo d. epi<lemiologi. de Inn """lO. 
.Ir.ve, dos isolados .. itrios aqui maniptJlados au de OUlT(l$ 
f.,..necidos pel. literalu,a. De". [.,..ma. levan l.-se . possibilid •. 
de de se fue •• defini~lio dao c,,,"cie. res«vatori .. e 
veicul.adons qu .... t.nom patlicipando ern vida ,d,,!tie ... A 
p' ... ""a de nwniferos .• 1 incl n indo 0 homcm. n.as regi6es eslu· 
dado,. pode estar favorecondo 0 ,u'gimen lo de cepa, emer· 
genie, q .... pos,ivelmeme, e.tari.m p.rticip.ando d. tnn,mi.· 
silo da do virus d. i"n""JIll entre es ... m.mif",..,.. tal como 
,eferc Webster eI al.. 1997. em seu' eslooo" 

Te .. di,portivcl n. bibliote<. do I.A.l. 



InCec~ao cr6nica pelo Virus da Hepatite B - Estudo Imuno­
histoqufmico com enCase na detec~ao dos antigenos HBe e HBx 

SanK», R T.M_ Inr~cronica peIo Virusda Ilepaltle B_ Esludo Imuoo-hislOquUnk<l«>m _maw na de!ec9o d05 antise- 1I1k 
t !lBx. Slo Panlo. 2001. [T~se de Ooutorado _ Faculd.de de Ci~nci .. F.rmaanlieas. Univet<idade de Sio Paulo). 

o pr<:SCme "'Iud<> visou a del"",.., de amlllellO'l (AgH&: 
e AgllBx) do vlru.s da hepatite B (V HB) pot" mCt<Xlo imuoo­
hi5loquLmico EnvisiuM pemxida"" Foi ainda p<squ i$ada • 
dimibui,lo e inte1'.ula.,io entre ",Ies oOllgellO'l. bern como 
com mar.ador", sorol6gicO$ d" replica.,io vintl (DNA-VI IB, 
AgIIBe). cum Agi lac 00 l""ido. e com 0< [JrineipaiS indic.do-­
r", ~iS!ol6gicu< de e".d iamenlO do. diSIUrbiu. d •• rquitelu," 
he~';ca e u gru de alividade nocro-infl.mat6ri • . A """Sliea 
comp<ecndeu 196 ."""'trasde fillado fi,;>d., em fonnal 0 indu­,da, em p ... fin. de paclen le. com os v;hios eSlidius de 
hepatopatia cr""'i"" ."odada." VHE. 0< .-eou ltm. moS1ra-

164 

ram f"$ilividade imuoo-hiSI<>qu;mie. para AgIlH" em 631196 
(32 .1 '1» CISOS. lanl<) no eitoplasma como no n~deQ de 
hepal6cilo<_ J:I . P""lui ... de AgllB. r .. ullou posiliva em 591 
j % (30, 1 \{o) ta$Ol$, locali .. d. preferwcia lmente oocitopl .. m. 
de hepa'6ciIO<. rna< Ulmbtm 'p",sentuu po,ilividode "udear. 
Ambos. AgilDe e AgHBx n.lo .. mostraram er,eien"" como 
mareadores de rephe~lo viral nos 59 ca.o< COm informe 
surol6gico oubre a preselll'a de DNA-VIlli. padrllo--ouro pa .. 
",pli...,,,,, viral 00 10<0. QuaodQ anali$.OrtIO$ a ;muno-e'pre,sao 
de AglIDe f,ome Os al1era.;Oes histo16gicls. ""'"'1' resultados 
demomlt3ram uma lendo!nci. de asooci~lo entre a P<""III'" 



· . • 
~. hIsI. AlIoIfo LuI!. 
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de AgHBe citopiasmlitico com 0 gr:w <Ie a1t ... ~ arquiteturais. 
com pr=nc;1 relativamente abund.me desre amige"" " .. f.­
"'" in\elIDed'.i .. dal<$lo (e.t;ldios 2 e 3). ",<>do virtuIlrnente 
ausente noscarcinoma.< bep.otocelullres (CHC). 0 AgHBe ......... 

trou linda <woci~.ign;r,c.ntecorn 0 gnu de otividade necr<>­
infhma!6ria puenquimalosa. podendo indicar I pM!idpa<;1o 
des'\e .nlrgeno n. patogEnese de.la. les6e. IIU hep&tileS B 
cmnicu_ )," imuno-cxp<e$$iO do AgHBx n>O$IrQU .<soci~ 

significant. com 1\ grin de di.tdrbios .rquitetur.i,. com 

positivi<Wle ~inan{e nos ClSOS de drrose e CUe. """",n­
te com <bdo$ ."l""imentais. aponWldo para • panic ipao;iIo ciesla 
pmttlna lIaS fases precoces da carcinogtIx:se I,sociarla ao V HB. 
o encontro de reativid ade moderada para AgHllx em tre. CI50S 
de hq>ltile crOnic. sem elm)$/: tom"!" necess4rios cs{lIdos fn­
!uros. I Vlliando I pos,ibilidlde de imuoo,uJ>!'"",lo des!e 
antigen::>, mesmoem inf~ corn VlrIl$ omromit;loepio<mW, 
ou .inda. anali ... !ldo 0 significado biol6gico da integr~ do 
geooml viral em fues iniei.;, d. infOC\'!>o_ 

' T= disponfvel na bibH",,,,,. do l.AL 
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