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AOS COLABORADORES

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por finalidade
a divulgagdo de trabalhos relacionados com as atividades
laboratoriais em Satide Publica.

Os artigos destinados a REVISTA somente serdo recebidos se
redigidos de acordo com as seguintes normas:

NORMAS PARA A PUBLICACAO

O trabalho submetido a publicac¢do deve ser inédito, ndo sendo
permitida a sua apresentacdo simultanea em outro periddico,
conforme declaragdo a ser assinada pelos autores. Serdo aceitos
manuscritos em forma de artigos cientificos, de revisdes, de
atualizagOes, relatorios técnicos, relatos de casos, comunicagdes
cientificas e resumos de teses e dissertagdes. Os autores devem
escrever na carta de encaminhamento qual a natureza do trabalho.
Os originais serdo publicados em lingua portuguesa ou inglesa
preferencialmente. Deverdo ser encaminhados em trés vias,
sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos
autores e respectivas institui¢des, tanto na pagina de rosto
quanto nos resumos em portugués e inglés. O trabalho, apds
aprovado, deve ser encaminhado ao Setor de Publicagdes, em
uma cdpia impressa e em disquete 3 %2 conforme instru¢des que
serdo enviadas apds a aprovagio.

O artigo cientifico deve ser elaborado com a seguinte estrutura:
Pagina de rosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es); c)
filiagdo cientifica indicando o autor e endereco a quem devera ser
encaminhada a correspondéncia.

Texto: a) titulo: deve ser curto e especifico em inglés e portugués,
indicando precisamente o conteudo; em titulo longo, recorrer a
subtitulo; b) autores: nome e Gltimo sobrenome por extenso, € o
ultimo sobrenome em caixa alta (Ana Maria C. D. da SILVA); ¢)
filiagdo cientifica indicada por niimero sobrescrito, e o autor e
enderego a quem deverd ser encaminhada a correspondéncia
indicada por asterisco (*); d) resumo: deve ser claro e conciso
num unico paragrafo, contendo objetivo, metodologias,
resultados e conclusdes. Nao exceder 200 palavras; e) palavras-
chave: podem ser utilizados até seis descritores que identifi-
quem o conteudo do artigo; f) introdugdo: deve conter os
objetivos da pesquisa, justificativa de sua importancia,
apresentagdo das principais variaveis da pesquisa, definigdes,
se necessarias, e discussdo do problema a luz de bibliografia
pertinente; g) material e métodos: claramente descritos e
validados, de modo a possibilitar a sua reproducdo. Qualquer
modificagdo, em métodos ja publicados, deve ser devidamente
explicitada; h) resultados: devem ser claros e concisos, tabelas
e figuras devem ser usadas somente quando necessarias e
devem ser auto-explicativas; i) discussdo: pode ser apresentada
conjuntamente aos resultados; j) conclusdes: em alguns casos
podem ser incluidas no item discussdo, sendo assim, ndo ha
necessidade de repeti-las em item a parte; k) agradecimentos:
(se for o caso); 1) title, abstract e key words: em inglés
antecedendo as referéncias; m) referéncias.

Os artigos de revisio, atualizacdo e relatorios técnicos devem
apresentar:

Pagina de rosto: como no artigo cientifico. Texto: a) titulo, b)
autores, ¢) resumo, d) palavras-chave. Deve ser dividido em se¢des

v

com titulos e subtitulos apropriados. Incluir title, abstract ¢ key
words antecedendo as referéncias.

O relato de caso deve ser elaborado com a seguinte estrutura:
Pagina de rosto: como no artigo cientifico. Texto: a) titulo, b)
autores, ¢) resumo, d) palavras-chave. Deve ser divido em
introdug@o, relato de caso e discussdo. Incluir title, abstract e key
words antecedendo as referéncias.

A comunicacio cientifica deve ser elaborada com a seguinte
estrutura:

Pagina de rosto: como no artigo cientifico. Texto: a) titulo, b)
autores, ¢) resumo, d) palavras-chave. Nao deve dividi-lo, ou
seja, introdugdo, métodos, dados experimentais e outros devem
compor de tnico texto. Incluir no maximo duas tabelas ou figuras
ou uma tabela e uma figura, title, abstract e key words antecedendo
as referéncias.

Os resumos de teses e disserta¢oes deverdo conter o nome do
autor, titulo da obra, nome da Instituicdo 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 compativel, no formato
A4, espaco duplo, letra Times New Roman e tamanho de letra 12.
Se usar versio superior, enviar o arquivo em Rich Text Format
(.rtf). Nao seriao aceitos arquivos compactados por ZIP, ARJ etc.

ABREVIATURAS — Devem ser evitadas ou usadas apenas as
oficiais.

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

TABELAS — As Tabelas devem ser encaminhadas em folhas
separadas. A localizagdo aproximada destas deve ser indicada no
texto. Serdo numeradas consecutivamente, com nimeros arabicos
e encabegadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves e
indicar claramente o conteudo. Os dados apresentados em tabela
nao devem ser repetidos em graficos.

Na auséncia de um dado numérico, empregar os seguintes sinais
convencionais:

(-) Quando pela natureza do fendmeno, nao puder existir o dado;
(z) Quando o dado for rigorosamente zero;

(...) Quando nao se dispuser de dado;

(0,0) Quando a aplicacdo dos critérios de arredondamento nio
conseguir alcangar respectivamente, os valores 1; 0,1; 0,01, etc.;
(x) Quando o dado for omitido para evitar a individualizagdo da
informagao.

ILUSTRACOES (fotografias, graficos, desenhos, mapas etc.) —
Serdo designadas no texto como “Figuras™: terdo numeragdo inica
e seguida, em algarismos arabicos.

Todas as ilustragcdes devem ser identificadas com nimero, nome
do autor, titulo do artigo e nimero da pagina do texto onde serdo
inseridas; devem ser tdo claras que permitam sua reproducio
com reducdo de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de nitidez
ou legibilidade; as respectivas legendas devem estar escritas fora



da area de reprodugdo. As ilustragdes coloridas estdo sujeitas a
confirmagao. Se as ilustragdes enviadas ja tiverem sido publicadas,
mencionar a fonte e a permissdo para a reproducao.

REFERENCIAS — Devem ser mencionadas somente as de
trabalhos consultados diretamente ligados ao assunto.
A exatidao das referéncias é de responsabilidade dos autores.

No texto — As referéncias serdo citadas por meio de nimero indice
correspondente ao da lista de referéncias, escritas em versal.
Assim, para um autor: “Taunay?®' verificou”; para até dois autores
todos deverdo ser mencionados, separados pela letra e: “Pereira
e Maia®, pesquisando...”. para mais de dois autores usar a
expressdo et al. : “no trabalho de Tsunoda et al.®’; ou ainda...”
Segundo varios autores!>7-%”,

Observacao: nomes cientificos somente em italico.

As referéncias — terdo numeracao crescente e ordenadas
alfabeticamente pelo ultimo sobrenome do autor (regra geral).
Quando existirem mais de trés autores, indicar o primeiro seguido
da expressao et al.

Para artigos periddicos

Ultimo sobrenome do(s) autor(s) seguido das iniciais dos outros
componentes do nome, titulo do artigo, titulo do periddico em
negrito ¢ abreviado conforme estilo usado na Lista de Periddicos
Indexados no Index Medicus, n° do volume, paginas inicial e
final, ano da publicagéo.

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

Ultimo sobrenome do (s) autor (s) seguido das iniciais dos outros
componentes do nome, titulo da obra, edi¢do, imprensa (local de
publicacdo, editora e ano de publicacdo), descrigdo fisica (n°s
paginas ou volumes), notas especiais.

Exemplo:

Naoum, P. C. Hemoglobinopatias e talassemias. Sdo Paulo: Sarvier;
1997. 171 p.

Capitulo de Livro

Ultimo sobrenome do (s) autor (s) da parte referenciada, seguido
das iniciais dos outros componentes do nome titulo da parte
referenciada, ultimo sobrenome do (s)autor (s) da publicagdo
(precedido por In:), titulo da publica¢do, nimero da edig@o, local
de publicacdo, editor, ano de publicagdo, pagina 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. Informatica e soberania. In: Benakouche, R.(org.). A
questdo da informatica no Brasil. Sdo Paulo: Brasiliense; 1985.
p.30-36.

Dissertagdes ¢ Teses

Silva, R.M. ELISA-IgG em Estudos Epidemiologicos da
Esquistossomose Mansdnica em Area de Baixa Endemicidade:
Comparacao com RIF-IgM e 0o Método Parasitologico Kato-Katz.
Sdo Paulo, 1998. [Dissertagdo de Mestrado - Faculdade de Saude
Publica, Universidade de Sdo Paulo].

Referéncia da Internet: ultimo sobrenome do(s) autor(es) do “site”
seguido das iniciais dos outros componentes do nome, titulo do
artigo, titulo do periddico (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 PUBLICACAO

1. Os trabalhos destinados a publicagdo na Revista do Instituto
Adolfo Lutz deverdo ser encaminhados a Biblioteca do Instituto
Adolfo Lutz, Setor de Publica¢Ges.

2. A publicagdo de artigos na Revista estd condicionada a
aprovagdo da Comissdo de Redacdo de Publicagdes Oficiais do
Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor alteragdes no
original. Este original s serd aceito quando tiver o visto desta
comissdo.

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

4. Os trabalhos serdo publicados em ordem cronoldgica de
aprovagdo, salvo o caso especial de nota prévia, que tera
prioridade.

5. A data de recebimento e a de aprovacdo do artigo constardo
obrigatoriamente no final do mesmo.

6. As provas tipograficas serdo revisadas pela Comissdo de
Redagdo de Publicagdes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comissao se reserva o direito de introduzir alteracdes nos
originais, visando a manuten¢do da homogeneidade e a qualidade
da publicagdo, respeitando, porém, o estilo ¢ as opinides dos
autores.

7. E permitida a reprodugio, 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
legislagdo sobre direitos autorais.

DA DISTRIBUICAO

A Revista Adolfo Lutz ¢é distribuida gratuitamente a entidades
governamentais, culturais, ou em permuta de periodicos nacionais
ou estrangeiros.
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NECROLOGIO
AUGUSTO DE ESCRAGNOLLE TAUNAY —(1912-2000)

Augusto de Escragnolle Taunay, filho do Dr. Afonso Escragnolle Taunay e de dona Sara de Souza Queiroz Taunay, nascido
a0s 19 dejulho de 1912 em Séo Paulo, capital, teve suaformagao escolar primariae secundariano Ginasio So Bento paraaseguir
cursar aFaculdade de Medicina da Universidade de S&o Paul o onde se formou em 1936.

Aos1° dejulho de 1937 foi contratado assistente do Servico Especial de DefesacontraaFebre Amarelaent&o dirigido pelo
Dr. Henrigue de Beaurepaire Aragdo destacado cientista do Instituto Oswaldo Cruz; Taunay exercia sua fungédo no Instituto
Bacteriol 6gico onde realizava necropsias em casos suspeitos de Febre Amarela assim como as fazia em cidades outras, muitas
vezes em precérias condicdes, tendo como auxiliar Antonio Amorosino, técnico do Bacteriol gico.

Em 23 de agosto de 1938 foi nomeado Assistente do Instituto Bacterioldgico que, em 1940 ao se juntar ao Laboratdrio
Bromatol dgico de Sao Paulo passou a denominar-se Instituto Adolfo Lutz; em 27 de outubro de 1940 nomeado Biologista do
Instituto Adolfo Lutz, Laboratério Central de Salide Publica do Estado de S&o Paulo, tendo sido designado paraexercer afuncéo
de chefiada Sec&o de Bacteriologia.

Ao0s22 dejunho de 1940, Taunay casou-se com Angélicade Ulhda Cintra Taunay, filhade Dr. Jodo Florence de UlhéaCintra
ede donaAdelina Castro de Ulhda Cintra.

Em 25 de novembro de 1946 ocorreu atransformagéo do cargo de Biol ogistaparaade Médico eem 07 defevereiro de 1951
foi designado chefe de Secéo de BacteriologiadaDivisao de Microbiologiae Diagndstico do | nstituto Adolfo L utz sendo em 1966
nomeado Diretor efetivo daDiretoriade Microbiologiae Diagnostico, atualmente Divisdo de Biologia M édica, em substitui¢do ao
Dr. Luiz S. de Salles Gomes que se aposentara.

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



Em 1945 Taunay foi designado pel o entdo diretor do Departamento de Satide do Estado de Sao Paulo, Prof Dr. José Pedro de
Carvaho Lima, para uma bolsa de estudos nos Estados Unidos da América do Norte, onde permaneceu um ano estagiando nos
L aborat6rios de Salide Publica do Estado de Michigan e na Divisdo de Pesquisas do Laboratorio de Salide Publica do Estado de
Connecticut.

Em 1951 designado pelo Senhor Secretario da Salide PiblicaedaAssisténcia Socia do Estado de Sdo Paulo, foi aMontevidéu
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 salmonel oses.

Transcrevemos aseguir trechos de seu “ Curriculum Vitag” de autoriado proprio Taunay: “ Assumindo a Secao de Bacteri-
ologia, alteramos sua metodologia no sentido de melhorar o diagnéstico e tornar o laborat6rio um instrumento bésico necessario
a pesquisa bacteriol 6gica e epidemiol 6gica. Foram pesguisados e introduzidos novos meios de cultivo, seletivos, diferenciais e
presuntivos e iniciada a produgéo de anti-soros diagndsticos. Assim conseguimos comprovar em nosso Meio, aimportancia das
salmonelas como agentes desinterigenos e estudar a estrutura antigénica da Shigella alkalescens’.

Em 1945, ap6s estégio de um ano no Connecticut State L aboratory vimos confirmadas as alteragdes técnicas introduzidas
e com os padrfes que necessitdvamos, pudemos ja em 1947, contar com um “Centro de Pesquisas para Enterobactérias’ de
interesse sanitéario, o primeiro a ser instalado no Brasil.

Conseguimos assim positivar afreqiiéncia e apredominanciadostipos de Enterobactérias patogénicas; comprovar melho-
res métodos de exame e de coleta de material; demonstrar e identificar pela primeiravez no Brasil aE. coli G.E.l. como um dos
agentesdagastroenteriteinfantil; reproduzir com esse germe no cobaio, lesdes intestinais semelhantes asdadiarréiafulminante do
recém-nascido; comprovar que em hospitais carentes de higiene, tais bactérias podem provocar epidemias severas, nasquais, avia
aéreadeve constituir importante meio de transmissao.

Atendemos também uma pesada rotina de trabalho sempre visando de preferéncia ao esclarecimento da etiologia das
principais doengas transmissivels.

Em 1972, navigénciade grave epidemiade doen¢ameningoctci ca, |ogo deinicio, caracterizamos o meningococo preval ente
e estabel ecemos seu comportamento frente aos quimioterapicos. Dada e extensdo do problema e a singul aridade de se sucederem
duas ondas epidémicas ocasionadas por tipos diferentes de meningococos e a necessidade de avaliar a resposta imunitéria a
vacinacdo especifica, atecnologia teve que ser altamente diversificada. A complementagéo dessas investigacdes é objeto agora
de um programa de pesguisa que esta sendo desenvolvido em colaboragdo com o National Institute of Health U.S.A., visando
esclarecer aspectos de laboratério da doenca meningocdcica e das meningites purulentas em geral.

Criados os recursos técnicos, passou o laboratdrio a ser solicitado por grande niimero de pesquisadores, seja para atuali-
zar conhecimentos, complementar trabalhos ou para realizacdo de teses, prestagdo de servigo esta que continua como rotina
normal até hoje. A necessidade de produzir soros diagndsticos, antigenos especificos e reagentes especiais para Nosso USO,
passou a ser uma norma da Instituicdo que hoje, através do seu Fundo Especial de Despesa, os distribui por todo pais, assim
como para entidades particul ares.

Ao assumir a diregdo geral do Instituto a primeira preocupacéo foi a de obter melhorias das condi¢bes de trabal ho:
aumentando o espago fisico destinado aos laboratérios, adquirindo equipamento adequado, contratando servigo de manutengéo
especializada e regularizando o fornecimento do material de consumo. Com areforma administrativa de 1970, foi estudada uma
estrutura mais funcional que apesar de implantada, ndo teve ainda as consequiéncias esperadas pela falta de criacdo dos cargos
de chefia e direcéo.

Sempre que possivel, procuramos incentivar a ida de nossos auxiliares ao exterior e a0 mesmo tempo entramos em
contato com alguns dos I nstitutos da USP com quem acordamos em realizar no Instituto Adolfo Lutz parte dos cursos de pos-
graduaco de responsabilidade da USP, ocasido em que ndo sb 0 nosso corpo de técnicos é utilizado como também o é precioso
material didatico de nossa rotina de trabalho.

Por solicitacéo diretado Senhor Ministro da Sallde estamos realizando cursos de especializacdo em laboratério de Salde
Publica, destinados a técnicos superiores provenientes de vérias unidades da federacdo. Até o momento ja foram aprovados 42
técnicos, que aqui realizaram intenso treinamento, com constante orientagdo e acompanhamento em regime integral.



Julgamos necessarios maiores detalhes sobre a intensidade da epidemia meningocdécica que assolou Séo Paulo para
melhor se avaliar o desempenho do Instituto, em especia das SecBes de Bacteriologia e Imunologia, frente a essa eventuali-
dade.

Nos anos de 1966 a 1970, o nimero médio dos casos de meningite meningocdcica internados no Hospital Emilio Ribas
era de 136 pacientes por ano; no ano de 1971 subiu para 627, em 1972 para 1579 caracterizando surto epidémico cujo agente
enol égico 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 hova onda epi démica agora associada ao menigococo do sorogrupo A, com
tal intensidade que em dezembro desse mesmo ano, decorridos apenas oito meses, ja haviam sido comprovados 6533 casos,
caracterizando uma das maiores epidemias de doenca meningocdcica de que se tem noticia

Coube ao Instituto Adolfo Lutz aimensatarefa de efetuar toda a rotina diagndsti ca dos pacientesinternados em diferentes
hospitais, preferencialmente, até a saturacdo, no Hospital Emilio Ribas. Houve mesmo um diaem que mais de setecentos pacientes
procuraram esses hospitais, com suspeita de meningite! Como seria possivel colher e transportar liquido cefalorraquidiano ao
Ingtituto, em condi¢desideai s? Como solugdo, pesquisadores do | nstituto implantaram e padroni zaram areagdo deimunoel etroforese
cruzada que permite identificar no liquor ou em outros liquidos organicos tais como urinae soro, antigenos especificos dos varios
sorogrupos de meningocacicos.”

Em face da brilhante atuac@o 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 préprio Instituto
Adolfo Lutz pelos servicos prestados a nagdo brasileira, em especial por ocasido das epidemias de meningite. Foi ainda agraci-
ado com a comenda “Amigo da Marinha’.

A partir de 1982, o0 Governo Federal através do Ministério da Salde, reconheceu 0 mérito do Instituto, indicando-o como
“Centro de ReferenciaNacional paraMeningites’ cabendo-lhe, além do apoio diagndstico navigilanciadas meningites bacterianas,
o treinamento do pessoal técnico, a producgdo de reagentes, o repasse de tecnologia de diagndstico, enfim assessoria total. Como
Coordenador foi designado o Dr. Carmo Elias Andrade Méelles, desde entdo até os dias atuais.

Em 1960 Taunay foi convidado para professor titular da disciplina de Bacteriol ogia da Faculdade de Odontol ogia de S&o
José dos Campos pertencente a Universidade “ Julio Mesquita Filho” do Estado de Sao Paulo da qual ao se aposentar em Outubro
de 1983, recebeu o titulo de Professor Emérito, conferido pela Douta Congregacéo.

Como fecho de ouro dos estudos sobre salmonel oses, um de seus assuntos prediletos, Taunay e colaboradores publicaram
em 1996 alentado relatério intitulado: “The role of Public Health Laboratory in the problem of salmonelooses in S&o Paulo,
Brazil”, Rev. Ingt. Med. Trop. S. Paulo, 38(2) 119-127, 1996. No periodo de 1950-90 foram identificadas 45.862 cepas de Salmonela,
sendo 31.517 provenientes deinfec¢fes humanas e 14.345 de materiai s de origem ndo humana, e analisadas as ateraces ocorridas
guanto a freqiéncia dos sorotipos isolados neste periodo. Assim € que no periodo 1950-66 ndo houve predominio evidente de
nenhum soroti po; entretanto no periodo 1968-76, a Styphimurium passou aser 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 as salmonelas de origem n&o humana, chama atengéo o grande nimero 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 liquido
cefalorraquidiano. Os autores assinalam a coinci dénciadaocorrénciade surto de meningite por S.typhimuriumcom aepidemiade
meningite meningocdcica (1972 a 1975); registram ainda a ocorréncia de surto de meningite por S. grumpensis, sorotipo ndo
detectado na regido até aquela época, 0 que enfatiza as observagBes dos autores de que qualquer sorotipo podera provocar
epidemias graves e prolongadas. Concluem que este trabalho mostra o importante papel do Laboratério de Salide Publica no
estudo de uma das principais zoonoses do mundo.

Taunay compareceu a mais de 20 Congressos cientificos com apresentacdo de trabalhos asssm como participando de
mesas redondas ou pronunciando conferéncias.

Publicou cerca de 70 trabalhos cientificos em revistas nacionais e estrangeiras, sendo que em seis deles recebeu prémios
de associagdes cientificas, 0 de maior destaque sendo o Prémio “Alvarenga” da AcademiaNacional de Medicina, em 1962, com
o trabalho “Pielonefrites”.

Por decreto n° 4424 de 1974 passou a exercer o cargo de Diretor Técnico, Divisdo Nivel |, em regime de tempo integral .
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Em 1976, a convite do Ministério da Salde participou como perito representante do Brasil da reunido sobre “Meningite
Meningococica’ em Sdo Paulo e Brasilia de 23 a 28 de fevereiro de 1976 sendo expositor do tema “Experiéncia brasileira no
diagndstico de |aboratorio da meningite Meningococcica’.

Em 06 de setembro de 1976 pelaPortarian® 335-Bsh foi nomeado pelo Ministro da Salide paraintegrar o Conselho Técnico
Cientifico daFundag@o Oswaldo Cruz.

De 15 a 23 de outubro de 1977 foi convocado pelo Ministério da Salide pararepresentar o Brasil nareunido dos Diretores
Nacionais de L aboratdrios de Controle de Produtos Biol 6gi cos na cidade do México.

Deacordo com aandlise do Prof Eliseu A. Waldman, em 1967 quando Taunay assumiu aDiretoriaGeral do Instituto Adolfo
Lutz, coincidiu com o inicio daprimeiragestéo do Prof Dr. Walter S. Leser na Secretariada Salde do Estado; seguramente adécada
de 1970 constituiu o periodo aureo do model o de L aboratério de Sadde Publicaimplantado por Carvalho Lima, que se adequava
perfeitamente tanto a reforma administrativa e aimplantagdo dos programas de salide promovidos por Leser, como a politicade
extensdo da coberturade servigos de salide previstapelo 2° Plano Nacional de Desenvolvimento. Essafeliz coincidéncia permitiu
aconstrucdo de novos prédios para os laboratérios regionais, com instal agdes adegquadas e modernas, consolidando umarede que
atingiu em 1980, doze |aboratérios regionais que Taunay visitava anualmente, quando possivel, além de dez distritais.

O Ministério da Salide fez do Instituto Adolfo Lutz o paradigma para aimplantacéo do Sistema Nacional de Laboratério
de Salde Publica, designando-o Laboratério Nacional de Referéncia, responsavel, portanto pela padronizagdo das técnicas e
pelaformagao de recursos humanos necessérios ao referido sistema. Aconteceu entdo o fortalecimento dos laboratériosregionais
no interior da instituicdo & medida que estabeleceu, de forma clara, o seu papel no contexto da politica sanitaria entéo vigente.

A capacidade de trabalho de Taunay sempre foi impressionante e sem limites, alimentada por privilegiadainteligéncia e
incrivel meméria, caracteristicas alias semelhantes as de seu pai, o Dr. Afonso de Escragnolle Taunay ao qual tive o privilégio
de conhecer pessoalmente. Ademais era assiduo leitor de publicagdes cientificas e tudo isto somado a pesada rotina produziam
NUMerosos assuntos a pesquisar visando de preferéncia ao esclarecimento de determinados aspectos de doencas transmissiveis.
Como exemplos, as shigel oses, as salmonel oses em suas manifestacdes e localizagdes atipi cas, a prol ongada epidemia de menin-
gites bacterianas que perduraram muitos anos, de 1971 a 1976, aencefaitedo Vale do Ribeira, e maisrecentemente aFebre Purpurica
Brasileira, nova entidade patogénica ainda em profundos estudos por verdadeira selecéo de pesquisadores de mulltiplas qualifica-
¢Oes. Enfim umainfinidade de problemas de Salide Piblicaasol ucionar, aesclarecer, quase sempre com éxito final. A harmoniosa
figurahumanade Taunay revestidade finaeducacdo, extremasimpatiaefacil comunicacdo granjeavaamizade, respeito eretribui-
¢ao.

Em verdade criou uma nova escola, da Bacteriol ogia aplicada a Salide Plblicanaqual se especializaram seus assistentes,
colaboradores e pesquisadores de numerosas outras institui¢des. Seu vasto curriculo € realmente admiravel, imenso e variegado.

Aspecto marcante de sua personalidade foi seu acendrado amor ao I nstituto Adolfo Lutz do qual se constituiu sustentacu-
lo fundamental cujos efeitos benéficos perduraréo ainda por muito tempo.

Com sua vidailibada manteve a tradi¢do de seus antepassados, o pai, Dr. Afonso de Escragnolle Taunay; extraordinério
historiador de S8o Paulo e do Brasil, Diretor e reformador do Museu Paulista, e seu avd paterno, Alfredo Maria de Escragnolle
Taunay, o0 inesquecivel Visconde de Taunay.

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

Marcelo Oswaldo Alvares Corréa
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RESUMO. Foi realizado estudo coproparasitologico em 218 criancas que freglientam creches
comunitarias de Niter6i/RJ e de 43 funcionérios, tendo sido observada uma positividade para
enteroparasitas em 120 (55%) e 15 (34,9%) respectivamente. Dentre as amostras positivas das criangas,
0 parasita que apresentou maior freqiéncia entre os protozoéarios 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 freqliente entre os funcionarios. Entre os helmintos, nas
criancas, 0 mais frequente 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 criangas positivas. A ataincidéncia de enteroparasitas e em especia das protozooses sugere
a possibilidade de transmissdo interpessoal entre as criangas, contaminagdo ambiental ou mesmo a
ocorréncia deingestdo de alimentos e/ou agua contaminados. Tais resultados demonstram a necessidade
daimplementacao de medidas rel acionadas a saneamento bési co e programas continuos visando educagdo
sanitaria nas comunidades estudadas, 0 que possi bilitard umamelhoria na condi¢éo de vida das criangas
e, consequiientemente, melhora do aprendizado e desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE. Enteroparasitoses, crianca, creche, Niterdi, Rio de Janeiro.

INTRODUCAO e condi¢des precérias de saneamento bésico, resultando em

atos indices de morbidade™®*°. Em criangas, principa mente

As parasitoses intestinais ainda constituem um sério  com idades entre 0 a5 anos, por apresentarem, normal mente,
problema de Saude Publica no Brasil, apresentando maior  habitos higiénicos mais precérios ou a auséncia de imunidade
preval énciaem popul agdes de nivel sdcio-econdmicomaisbaixo  are-infecgdes, o parasitismo intestinal torna-se mais freqiien-

* Docente Universidade Federal Fluminense, Instituto Biomédico, Departamento de Microbiologiae Parasitol ogia, Disciplinade Parasitologia

2 Discente Universidade Federal Fluminense, Instituto Biomédico, Departamento de Microbiologiae Parasitol ogia, Disciplinade Parasitologia

* Enderego paracorrespondéncia: Universidade Federal Fluminense, I nstituto Biomédico, Departamento de Microbiol ogiae Parasitologia, Disciplinade Parasitologia,
Rua Professor Hernani de Mello, 101, 3° andar, S8 Domingos, Niterdi, Rio de Janeiro, CEP 24210-130—Tel: (21) 2620-0623 — e-mail: uchoa@radnet.com.br
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te e relevante, inclusive pela possibilidade de reducdo da ab-
sor¢ao intestinal, podendo influenciar no crescimento e desen-
volvimento3918,

Na literatura inimeros rel atos de parasitismo intestinal
em criancas que frequentam creches!?1518, destacam a impor-
téncia de se estudar este tipo de instituicdo, bem como o de-
senvolvimento de atividades que reduzam a incidéncia destes
agentes. Este trabalho objetivou avaliar a prevaléncia de
enteroparasitoses em criangas que freqlientam creches comu-
nitarias em Niter6i/RJ, seus respectivos funcionarios e a possi-
vel existéncia de transmissdo pessoa a pessoa neste tipo de
instituicao.

MATERIAL E METODOS

As creches avaliadas neste estudo participam do Proje-
to “Crianga na Creche” da Fundacdo Municipa de Educacdo
de Niter6i/RJ. As creches atendem a criancas residentes em
comunidades carentes com idades entre um e seis anos, em
areas de baixo nivel socio econdmico. Osfuncionarios das cre-
ches s8o em suamaioria membros da comunidade local. Todas
as creches analisadas funcionam apenas nos dias Gteis durante
o0 periodo diurno apresentando, portanto um regime de semi-
internato.

Foram estudadas cinco institui¢coes sendo estas. a Cre-
che Nossa Senhora de Aparecida, localizada no bairro do Inga
atendendo a 70 criancas (Creche 1) e com 11 funcionérios; a
Creche Crianga Esperancgalocalizadano Bairro do Vital Brazil
atendendo a 36 criangas (Creche 2) e com 5 funcionérios; a
Creche Ercilio Marques localizada no Sapé, atendendo a 44
criangas (Creche 3) e com 5 funcionarios; a Creche Girassois
no Caramujo, atendendo a 130 criangas (Creche 4) e com 22
funcionérioseaCreche Cristo Vivelocalizadano Beltréo, aten-
dendo a 60 criangas (Creche 5) e com 11 funcionérios. A Cre-
che Girassdis constituiu uma excecéo, pois por atender a cli-
entela composta por filhos de catadores de lixo, mantém cri-

ancas de meses de idade até 11 anos. A participagdo das crian-
¢as foi voluntéria com consentimento dos respectivos pais.

De cada crianga e funcionario, que aderiram espontane-
amente ao estudo (218 criancas e 43 funcionarios), foram
coletadastrésamostras defezesem diferentes dias*. Duasamos-
trasforam col etadas em solug&o conservante de Railliet-Henry,
sendo processadas pelas técnicas de Faust e cols.® ede Lutz'' e
uma amostra sem conservante processada pela técnica de
Baermann & Moraes'* para pesquisa de larvas em microsco-
pio estereoscopico. Realizou-se a leitura de uma lamina para
cada método em microscopio 6ptico. Utilizou-se solucéo
parasitol6gicade Lugol (1% de lodo Metdlico + 2% de | odeto
de potéssio)®® para diferenciacdo morfolGgica dos parasitas e
cistos de protozoarios.

RESULTADOS

Ascinco creches comunitérias estudadas atendem a 340
criangas, sendo que 218 participaram do estudo, representan-
do uma adesdo de 64,1%. Destas 218, 120 (55%) estavam po-
sitivas pelas técnicas de Faust e cols.’ e de Lutz!* ou apenas
por uma delas e 98 (44,9%) negativas por ambas. A creche
Comunitéria dos Girassois apresentou as maiores taxas de
parasitismo e a menor adesfo (Tabela 1).

Com relacdo aos 54 funcionarios, aadesdo foi de 79,6%.
Apenas na Creche Comunitariados Girassoisaadesio foi mais
baixa quando comparada as demais, sendo a positividade en-
tre estes de 34,9% (Tabela 1).

O parasita mais fregliente nas 120 criangas positivas,
entre os protozoarios 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
o0 parasitamaisfreqiente entre osfuncionarios (Tabela2). Entre
os helmintos o mais freqiente 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 coprol 4gicos realizado nas criangas e funciondrios de cinco creches comunitarias da cidade de

Niteréi/RJ, no periodo de maio de 1999 a maio de 2000.

Creche Criangas Funcionérios Bairro
N° Positivo Negativo Total N° Positivo Negativo Total

NossaSra de Aparecida 70 24 23 47 11 3 8 11 Inga
51,1% 48,9% 67,1% 27,3% 72,7% 100,0%

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

ErciloMarques 44 17 15 32 5 0 5 5 Sapé
53,1% 46,9% 72,7% 0,0% 100,0% 100,0%

Girassois 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 Beltréo
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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Tabela 2. Distribuicgo dos parasitas por espécie observados em fungéo da idade, ao exame de fezes de 120 criancas e dos

funcionérios que apresentaram positividade das creches comunitérias de Niterdi/RJ.

Criangas (idade em anos) Funcionérios
1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 67 7-8 8-9 9-10 10-11 ne % ne %

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 08 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 21 175 0 0,0
B. hominis 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 3 25 0 0,0

Tabela 3. Preval éncia de enteroparasitismo observado em 120
criangas que apresentaram resultados positivos de cinco cre-
ches comunitérias da Cidade de Niter6i/RJ.

Creche Monoparasitisno Biparasitismo  Poliparasitismo*
Nossa Srade Aparecida 16 6 2
66,7% 25,0% 8,3%
CriancaEsperanca 9 6 3
50,0% 33,3% 16,7%
ErciloMarques 13 3 1
76,5% 17,6% 5,9%
Girasstis 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 —associagdo entre trés ou maisparasitas

sos (57,5%) encontrou-se apenas monoparasitismo, emborate-
nham sido detectados até quatro parasitas associados em trés
criangas (Tabela 3). A associag@o mais observada foi entre A.
lumbricoides e T. trichiura em 17 (14,2%) exames.

Nas 214 criangas que apresentaram idades determina-
das, néo se observou diferenca de positividade entre as diver-
sas faixas etarias, embora o nimero de criancas de 7 a 11 anos

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

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

Nas 120 amostras positivas observou-se que a técnica
de Faust e cols. detectou parasitas em 106, enquanto atécnica
de sedimentag&o espontanea em 100 (Tabela 5). Em 86 exa-
mes, ambos evidenciaram estruturas parasitarias de pelo me-
nos um agente, sendo que em 31 exames ocorreu a deteccéo de
espécies parasitérias diferentes. A técnicade Faust e cols.®> ndo
foi capaz de detectar Ascaris lumbricoides em 6 amostras, en-
gquanto Lutz em apenas 2 nos 36 exames positivos para este
agente. Com relagdo a Trichuris trichiura observou-se que a
técnica de Faust e cols.®> ndo apresentou eficiéncia em 6/32
amostras, enquanto Lutz em 12/32 amostras.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A taxamediade ades8o observadaneste estudo de 64,1%
é considerada boa, embora abaixo do esperado, uma vez que
0S exames eram gratuitos. Esta taxa de participagdo demons-
tra que possivelmente a prevaléncia do parasitismo intestinal
entre criancas que freglientam as creches comunitarias de
NiterGi € superior a encontrada (55%), indicando também a
sensibilizagdo moderada da comunidade frente a necessidade
do diagnéstico e daimportancia das parasitoses intestinais em

Tabela 4. Distribui¢do dos resultados observados em funcdo da idade ao exame de fezes de 218 criangas que apresentaram
positividade por pelo menos uma técnica das creches comunitarias de Niter6i/RJ.

Criangas Tota
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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Tabela 5. Resultado da andlise das amostras de 218 criangas
pelas técnicas de Faust e cals., Lutz e Baermann & Moraes.

Técnica Positivo Negativo
Faust ecols. 20 14
Lutz 14 20
Faust e cols. eLutz 86 64
Total 120 98
Baermann & Moraes 0 192

criangas. Em um estudo sobre a salide do idoso no Novo M éxi-
co, Romero et al.» obtiveram umataxa de participagéo de 54%
dosindividuos recrutados (883/1666), enquanto Barnett et al.*
obtiveram uma participacéo de 64,5% dos membros da Aca-
demia Americana de Pediatriaem um estudo realizado através
de questionario sobre os programas de sallde nas escolas. Por
outro lado, Ivatts et al.*° em um estudo sobre as percepcdes e
préticas de agentes de viagens frente as doencas adquiridas
em viagens obtiveram uma participagdo de 87% das agéncias
consultadas.

A positividade de 55% nas criangas foi superior a ob-
servada por Santos et al.’® num estudo em creches do Rio de
Janeiro onde a positividade foi de 35,04% e aos resultados
obtidos por Oliveira et al.*> em Ribeirdo Preto-SP que foi de
29,8%. Porém esta positividade assemelha-se aos resultados
de Ferraroni et al.® que foi de 68,6% numa avaliacdo
coproparasitol6gica em pré-escolares filhos de operdrios do
Distrito Industrial de Manaus-AM.

Giardia lamblia foi o parasita mais prevalente entre as
criangas ocorrendo em 21,4% (46/218) dos exames com ou
sem associagdo com outros agentes, incidindo mais em crian-
¢as com idades entre 2 a 4 anos. Estes dados concordam com
os de Santos et al.’5, Ferraroni et al.®, de Machado et al.*? que
encontraram preval énciade Giardialamblia de 23,93%, 16,9%
e 61,1%, respectivamente. Esta alta ocorréncia € devida, prin-
cipalmente a dgua ndo potavel, destino inadequado do lixo,
habito de ingerir hortalicas cruas e dormitérios coletivos se-
gundo Cardoso et al.2. Black et al.? sugerem que a giardiase,
segundo dados epidemiol égicos, pode ser transmitida por via
fecal-oral entre criangas que freqiientam creches e destas aseus
familiares. Neste estudo a alta frequiéncia encontrada pode ter
sido oriunda tanto de uma transmissdo inter-pessoal entre as
criangas quanto de contaminagdes de alimento e/ou &gua uma
vez que as comunidades carecem de rede de saneamento béasi-
o e abastecimento de agua potavel em grande niimero deresi-
déncias.

O encontro de B. hominis em 3 criangas demonstra a
circulacdo deste parasita neste grupo da populagéo concordan-
do com os dados de Guimarades e Sogayar®, embora tenham
sido encontrados poucos casos.

O monoparasitismo ocorreu em 57,5% das criangas es-
tudadas, ao contrario do observado por Santos et al '8, que evi-
denciou maior frequiéncia de poliparasitismo (56,1%).
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Com relacéo aos helmintos A. lumbricoides foi 0 mais
prevalente, ocorrendo em 36 das 218 criangas seguido pelo T.
trichiura (32), estando associados em 17 exames. Estes dados
concordam com os resultados obtidos por Oliveiraet al.*3, San-
toset al.’s, Ferraroni et al .6 (1991), Machado et al .*? e Tavares-
Dias & Grandini®°.

Foi detectado apenas um caso de enterobiose através
dos exames readlizados, sendo ta fato esperado uma vez que
ndo foi utilizada uma metodol ogia apropriada para o seu diag-
nostico.

N&o foram encontradas larvas de Strongyloides
stercoralis pelo método de Baermann & Moraes', altamente
especifico para larvas de nemat6ides, nem houve o encontro
de ovos de ancilostomideos, sugerindo que nas areas estuda-
das, possivelmente, ndo esta ocorrendo a circulagdo de parasi-
tas que infectem o homem através de mecanismos ativos
cuténeos, talvez devido ao uso de calgados pela populagéo e
um menor contato direto com solo contaminado por larvas
destes helmintos.

Quanto a indicacdo dos métodos, a pequena diferenca
observada na sensibilidade na deteccéo de estruturas parasité-
rias por uma das técnicas el eitas e a evidenciacdo de estruturas
parasitarias de espécies diferentes no mesmo material por uma
ou outra técnica sugere a necessidade da utilizagdo de mais de
uma técnica com fundamentos diferentes para fomentar uma
maior sensibilidade coprodiagnostica como relatado por Mes-
quita et al %3,

Ap0s a obtencdo dos resultados dos exames, estes foram
entregues a Fundacdo Municipal de Educacdo de Niterdi, a di-
recdo da Creche e aos pais para serem encaminhados ao pedia-
trado Posto de Salide ou médico de familia que atende a Comu-
nidade visando o tratamento gratuito. Na creche foi apresentada
uma pal estra aos pais e funcionarios abordando transmissio das
enteroparasitoses, os resultados obtidos na creche e como a co-
munidade pode atuar para reduzir ou evitar estas infeccOes.

Apesar destas atividades desenvolvidas com as comu-
nidades, os resultados demonstram a necessidade da
implementacdo de medidas de saneamento bésico e progra-
mas continuos, concomitantemente, visando a educacdo sani-
téria, acompanhamento rotineiro dasinfeccles parasitériasbem
como participacao e verificagdo da eficacia do tratamento pre-
conizado. A associag8o destas medidas possibilitaria uma
melhoria da condic&o de vida das criangas, bem como da co-
munidade, o que, conseqiientemente, reduziria em alguns ca-
s0s 0 agravamento da desnutri¢cdo, melhorando o aprendizado
e 0 desenvolvimento destas criangas.
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ABSTRACTS. A parasitological survey of children from five communitary day-care centersfrom Niteroi/
RJ—Brazil, was conducted in 1999. Of 218 children surveyed, 120 (55%) had positive samplesfor intestina
parasite. Among protozoa, Giardia lambliawas 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 Trichuristrichiura (26,6%), Hymenol epis 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 cystsin 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 abetter condition of children’slifesfrom communitary areas of Niteroi/RJ.

KEY-WORDS. Intestinal parasite, day-care center, children, diagnosis, Niteroi, Rio de Janeiro.
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Bragagnolo, N.; SilvaC.A.; Taniwaki, M.H. Avaliagcdo dos teores de dioxido de enxofre e da qualidade
microbiol dgica de cogumel os em conserva. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 60(2):103-107, 2001.

RESUM O. Cogumel os sdo alimentos bem apreciados e seu consumo tem aumentado substancial mente.
Para estender a vida de prateleira a adicdo de didxido de enxofre ou sais de sulfitos que o produzam é
usada por atuar como brangqueador e conservador. A Resolucdo n° 04/88 do Conselho Nacional de
Saide (CNS), do Ministério da Salide permite a adicéo de no maximo 50 mg/kg de didxido de enxofre.
A auséncia de Salmonella em 25 gramas de amostra e um maximo de 200 bactérias coliformes fecais
por g sdo requeridos na Resolugdo 12/78 da Comiss@o Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos
do Ministério daSalde. Com o proposito de avaliar osteoresde sulfito, pH, e aqualidade microbiol dgica
de cogumelos em conserva foram analisadas 108 amostras sendo 25 industrializadas, 36 provenientes
de produtores da regido de Mogi das Cruzes e 47 lotes importados da China. O método utilizado para
andlise de diéxido de enxofre foi de Monier-Williams, cujo limite de detecgéo foi de 0,15 mg/kg e a
recuperacdo de 91%. Os teores de didxido de enxofre variaram de ndo detectado a 1052 mg/kg sendo
que 68% das amostras industrializadas, 61% das provenientes de produtores e 23% dos | otesimportados
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 padrdes microbioldgicos. Os altos niveis de diéxido de
enxofre encontrados evidenciam uma preocupagdo de salde publica. Os resultados microbiol 6gicos
sugerem que niveis baixos de didxido de enxofre sdo suficientes na conservagdo do produto, ndo
justificando as doses encontradas.

PALAVRAS-CHAVE. Cogumelos, dioxido de enxofre, analise microbiol 6gica.

INTRODUCAO consumo de cogumelos em conserva no Brasil tem crescido

nos ultimos anos, principal mente, apds a aberturado mercado

Os cogumel os comestiveis utilizados em conservasdo  externo. Para serem comercializados em conserva, estes so-
fungos pertencentes a classe dos basidiomicetes, sendo que frem aadicado diretade didxido de enxofre, ou indiretamentede
a espécie cultivada mais comum é o Agaricus campestris. O  saisde sulfitos que o produzam (sulfito de sodio, bissulfito de

* Departamento de Ciénciade Alimentos, Faculdade de Engenhariade Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.
2 Instituto de Tecnologiade Alimentos, Av. Brasil, 2880, CEP 13073-001, Campinas/SP, Brasil, e-mail: mtaniwak @ital .org.br
* Enderego paracorrespondéncia: C.P. 6121, 13083-970, Campinas/SP. e-mail: neura@fea.unicamp.br
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sodio, bissulfito de potassio, metabissulfito de sodio e
metabissulfito de potassio). O didxido de enxofre (SO,) atua
como branqueador e conservador sendo o mais utilizado e
eficaz em alimentos e reconhecido como GRAS (geramente
reconhecidos como seguros) pelo Food and Drug
Administration (FDA)3. Os compostos de enxofre sdo consi-
derados seguros quando usados de acordo com as boas pré-
ticas de manufatura e dentro dos niveis recomendados para
cada alimento®. A resolucdo 04/88 do Conselho Nacional de
Saude (CNS) do Ministério da Salide* permite a adi¢éo de no
méaximo 50 mg/kg de di6xido de enxofre em conservas de co-
gumelos. Estudos sobre os niveis de dioxido de enxofre em
cogumelos s80 escassos e existem evidéncias de haver um
abuso na adic¢&o deste conservador, além dos limites permiti-
dospelalegisiacdo brasileira. Por outro lado, o preparo incor-
reto dos cogumelos em conserva pode aumentar a carga
microbiana, levando o produto adeterioragéo em poucos dias.
De acordo com a Resolucéo 12/78 da Comissdo Nacional de
Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA)* do Ministério da
Salde, auséncia de Salmonella em 25 gramas e 0 méaximo de
200 bactérias do grupo coliforme de origem fecal por gramade
amostra € exigido para se considerar dentro dos padrdes
microbiol 6gicos. Maisrecentemente, aResolucdo daDiretoria
Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia SanitariaRDC
n° 12 de 02 dejaneiro de 20014 estabel eceu oslimites de ausén-
ciade Salmonellaem 25 g, maximo de 100 bactérias do grupo
coliformes que crescem a temperatura de 45 °C por grama e
maximo de 1000 bactérias Saphyl ococcus coagul ase positiva
por grama para cogumelos em conserva. Contudo, esta reso-
lugdo ainda ndo estava vigente na época em que este trabalho
foi desenvolvido.

Os sulfitos tém diversas fungdes nos alimentos e bebi-
das, atuando como agentes sanitizantes, antioxidantes,
antifermentativos, antif(ingicos, inibidores do escurecimento e
da deteriorac8o bacteriana. Perda de sulfito ocorre durante o
processamento, na estocagem, e na preparacdo doméstica. Os
sulfitos podem reagir com varios ingredientes e isto pode di-
minuir a quantidade de sulfito disponivel no alimento. A lava
gem com agua ndo remove o sulfito e o cozimento irareduzir,
mas ndo eliminalo totalmente®.

Os €feitos biol 6gicos dos agentes sulfitantes ndo estdo
completamente elucidados. Segundo a Federacdo das Socieda
des Americanas para Experimentos Biol 6gicos?, os sulfitosndo
sdo prejudiciais & maioria das pessoas, sendo aos asméticos,
hipersensiveis aos sulfitos e aos alérgicos do tipo agudo. Os
sintomas ou reacBes relacionadas com a ingestéo de sulfitos
podem ser vermelhiddo, urticaria, pressdo sanguinea baixa,
problemas respiratérios, distirbio gastrointestinal, dermatite,
nausea, diarréia, choque anafilético, ataque asmético agudo e
perda de consciéncia. No entanto, o FDA tem registrado algu-
mas mortes (27 mortes até abril de 1988) atribuidas ao consu-
mo de alimentos contendo sulfitos® e determinou que alimen-
tos contendo mais de 10 ppm de agentes sulfitantes sejam de-
clarados no rétulo’. A ingestéo diaria aceitavel de didxido de
enxofre, para o homem é de 0,7 mg/kg de peso corpéreo’® e
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estima-se que a ingestéo diaria de sulfitos esteja em torno de
180 mg?.

Os métodos para a determinagéo de sulfitos em alimen-
tos variam desde andlises diretas muito simples até alguns
métodos indiretos muito sofisticados. O método de Monier-
Williams! tem sido o método oficial para monitorar o uso de
sulfito’. Muitos dos métodos empregados sdo, essencialmente,
oriundos de modificagBes do primeiro procedimento de Monier-
Williams, desenvolvido em 1927 e otimizado em 1986 para
obtencdo de niveis > 10 ppm”*4. Fazio e Warner® revisando
vérios métodos analiticos para determinagdo de sulfitosem ali-
mentos concluiram que o método de Monier-Williams éaindao
mais adequado.

Assim, os objetivos deste trabalho foram: (1) determi-
nar os niveis de dioxido de enxofre nos cogumel os em conser-
vaencontrados no mercado, afim de verificar o nivel de expo-
sicdo dos consumidores; (2) verificar a qualidade
microbiol 6gica dos cogumel os em conserva comercializados.

MATERIAL E METODOS

Amostras de cogumelos

Foram analisadas 25 amostras de cogumelos em con-
servas industrializados adquiridos no mercado de Campinas,
36 provenientes de produtores da regido de Mogi das Cruzes e
47 importados da China.

Determinagéo de didxido de enxofre

Para andlise de diéxido de enxofre e de pH os cogume-
los drenados (em torno de 600 g) foram homogeneizados em
liquidificador até a obtencdo de uma pasta. Foi utilizado o
método de Monier-Williams modificado por Shipton*? o qual
consiste, basicamente, em acidificar 200 g de cogumelos com
HCI (10 N) e destilar por 2 horas em corrente de N, g ustando
avazéo em 20 bolhas por minuto. O N, arrasta o SO, produzi-
do para o peroxido de hidrogénio 3% neutro e frio. O SO,
reage com peroxido de hidrogénio formando H,SO,, 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 eficiéncia do método determinou-se o
limite de detec¢do, recuperagéo, tempo de destilacdo necess&
rio e a influéncia do pH da solugéo contendo cogumelos. A
recuperacdo foi realizada em duplicada adicionando-se 50 mg
de metabissulfito de sodio (Na,S,0,) em 1 kg de cogumelos. O
limite de detec¢éo foi realizado com diluigéo sucessivade uma
solugéo padréo de Na,S,O, adicionda a amostra, destilada e
titulada. A concentraggo de Na,S,0O; entre a que pode ser titu-
lada (volume usado > 0,5 ml) e aque ndo respondeu atitulacdo
foi calculado como limite de deteccao.

Determinagéo de pH
Seguiu-se 0 método potenciométrico do Instituto Adolfo
Lutz®, utilizando-se um potencidmetro marca Orion (330).
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Andlisesmicrobioldgicas

Asandlises microbiol dgicas de Salmonella e coliformes
fecaisforam realizadas de acordo com ametodol ogiarecomen-
dada por Vanderzant e Splittstoesser®®. Para determinacéo de
Salmonella, umaaliquotade 25 g de cogumelosfoi colocadano
caldo de pré-enriquecimento, agua peptonada tamponada e in-
cubadapor 35 °C/24 h. Apos este periodo, aamostrafoi passa-
da para o enriquecimento seletivo no caldo tetrationato e caldo
selenito cistinaeincubadapor 35 °C/24 h. Em seguidaaamos-
trafoi estriada em trés meios de diferenciacdo agar entérico de
Hectoen, &gar xiloselisinadesoxiciolato e &gar bismuto sulfito,
aleiturafoi feitaapdsincubagdo a35 °C/24 h. Ascolnias sus-
peitas foram submetidas a série bioquimica de Salmonella e o
resultado expresso em presenca ou auséncia de Salmonella em
259

Quanto a coliformes fecais, uma amostra de 25 g foi
homogeneizada com 225 ml de &gua peptonada e em seguida
foi feita uma diluigdo seriada. As diluigdes foram inoculadas
em tubos multiplos de caldo lauril sulfato triptose e incubadas
a 35 °C/48 h. Apos este periodo os tubos positivos foram ino-
culados em caldo E. coli eincubados a44,5 °C/24 h. A conta-
gem seguiu a técnica do nimero mais provavel.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O limite de detecco obtido no presente trabalho para o
método Monier-Williams modificado por Shipton®? foi de
0,15 mg/kg sendo bem menor que 10 mg/kg descrito nalitera
tura’. Perfetti et al.** também encontraram baixos valores de
SO, (0,8 mg/kg de uva) utilizando um dos métodos de Monier-
Williams modificado. A recuperacdo do método foi de
91,1+ 0,6% (CV =0,7). O resultado obtido de recuperacéo
pode ser considerado 6timo visto que Warner et al.* encontra-
ram recuperacdo de 75% e Beelman et al.2 entre 68,4 e 72%,
ambos em cogumelos, utilizando-se 0 método de Monier-
Willians modificado. Verificou-se que o tempo necessario para
a destilagdo total foi de 2 horas, embora 0 método oficial da
AOAC! indique como tempo total 2,4 horas e o método de
Monier-Williams modificado por Shipton®?, recomenda 30
minutos. Muitos trabalhos relatam a influéncia do pH no re-
sultado de didxido de enxofre total. No presente trabalho foi
investigado o pH da solucdo contendo a amostra, o qual néo
mostrou necessidade de ser modificado. Nos véarios pH testa-
dos o valor obtido de SO, foi semelhante.

Das 108 amostras analisadas, 50 (46%) apresentaram
teor de dioxido de enxofre acima do limite permitido. Altos
niveis de diéxido 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 pelalegislagdo vigente, sendo
gue os niveis variaram de ndo detectado (< 0,15 mg/kg) a
1052 mg/kg (Figura 1). Em relag@o as amostras provenientes
dos produtores, os teores de SO, variaram de n&o detectado a
1007 mg/kg, sendo que 61% das amostras apresentaram val o-

resacimado permitido (Figura2). Doslotesimportados utiliza-
dos como matériaprimaparaposterior processamento, osvalo-
resvariaram de ndo detectado a 904 mg/kg, sendo que 23% das
amostrasficaram acimados niveis aceitos (Figura3). Observou-
Se que nas amostras comerciaisamaioriando declaravano rétu-
lo 0 uso de dioxido de enxofre.

Bedlman et al .2 determinaram aquantidade de didxido de
enxofre em cogumel os frescos apos |avagem com uma sol ugéo
de 1000 ppm de sulfito de sodio, tendo sido encontrado nivels
iniciais bem baixos, média de 48,3 ppm e com subsequente
declinio aumarazao logaritmica. Apos 24 horas de estocagem,
os niveisreduziram paraquanti dades ndo detectadas (< 10 ppm).
Daniels et al.® analisando sulfitos em vérios alimentos, encon-
traram valores de 3722 ppm em frutas secas, embora, para ou-
trosalimentos como melado e batatas em lata os val ores encon-
trados foram bem menores (4,6 ppm até ndo detectado). Yabiku
et al.’> analisaram 473 amostras de sucos de frutas
comercializadasno Brasil, sendo que 51% apresentaram niveis
de diéxido de enxofre acima do limite méximo permitido pela
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Figura 1. Niveis de SO, (mg/Kg) em cogumelos em conserva
industrializados.
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Figura 2. Niveis de SO, (mg/Kg) em cogumelos em conserva
provenientes de produtores da regido de Mogi das Cruzes.
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Figura 3. Niveis de SO, (mg/Kg) em cogumelos em conserva
de lotes importados da China.

legislacdo vigente no Brasil, que € de 200 mg/kg. O maior nivel
encontrado foi de 1439 mg/kg em suco de cgj (.

Osvalores de pH nas 108 amostras analisadas variaram
de 2,60 a5,35. Emtodasas amostras de cogumel osinvestigadas
houve auséncia de Salmonella (em 25 g), e acontagem de bac-
térias do grupo coliformes fecais pelo NUmero Mais Provéavel
foi menor que 0,3, encontrando-se de acordo com os padrdes
microbiol gicos exigidos pelalegislacdo vigente®. A combina-
¢80 do pH é&cido edo didxido de enxofrefoi eficaz nainibi¢do do
crescimento destas bactérias e na conservagéo dos cogumel os
analisados mesmo em niveisbaixos de SO,, o quendojustificao
uso de altas quantidades deste conservador.

CONCLUSAO

Os altos niveis de diéxido de enxofre encontrados nos
cogumelos em conserva evidenciam uma preocupagéo de sall-
de publica, necessitando maior atuacdo ao nivel de fiscaliza-
¢do e melhoria no controle de qualidade.

Os resultados microbiol 6gicos sugerem que niveis bai-
xos de SO, seriam suficientes na conservagéo do produto néo
justificando as altas doses encontradas.
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ABSTRACT. Mushrooms are well-liked food whose consumption hasincreased substantially. To extend
its shelf life the addition of sulphur dioxide is necessary asit 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 amaximum of 200 fecal coliformsper gramisalso required in the Resolution 12/78 from the
Brazilian Health Ministry National Commission of Rulesand Standardsfor Foods. A total of 108 samples,
25 from stores and markets, 36 from mushroom producersand 47 imported lotsfrom Chinawere analysed
for sulphiteand pH levels, and were submitted to microbiological examination. The Monier-William method
was used and itsdetection limit was 0.15 mg/kg and recovery of 91%. Levelsof suphur dioxidevaried from
not detected to 1052 mg/kg. The samples showed level s above those permitted, from retailers, producers
and imported lots, at 68, 61 and 23%, respectively. ThepH levelsvaried from 2.60to 5.35. All mushroom
sampleswere acceptablein accordance with microbiological standards. Thehigh levelsof 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, microbiologica anaysis.
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RESUM O. Este trabalho teve por objetivo avaliar o teor de lipidios em 12 marcas de queijos Minas
Frescal industrializados, 9 de queijos artesanais e 10 dericotas comercializadas haregido de Botucatu/SP.
Paraavaliacdo delipidiosfoi utilizado o método de Gerber. Asinformagdes contidas nas embal agens de
cada produto foram comparadas com os resultados obtidos. Todas as marcas de queijo Minas Frescal
apresentaram teor de lipidios acimado declarado nas embal agens (16-18%). Entre os queijos artesanais,
deum total de 9 marcas, 4 apresentavam umamédiade teor delipidios de 16%, semelhantes ao indicado
nas embalagens dos queijos Minas Frescal industrializados. Ja as ricotas, todas as marcas analisadas
apresentavam teor de lipidios (%) fora do padrdo médio estabelecido. Frente aos resultados obtidos,
torna-se necessario um maior controle sobre a producdo industrial brasileira destes tipos de queijos.

PALAVRAS-CHAVE. queijo minasfrescal; ricota; teor delipidios; rotulagem.

INTRODUCAO

Queijo Minas Frescal é definido pela Portaria n°® 1462
como queijo fresco obtido por coagulagdo enzimética do leite
com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo com acdo de bactérias | 4ticas especifi-
cas. Nem todos os componentes do leite estéo presentes no
queijo, pois a caseina ao aglutinar-se separa a fase sdlida da
agua resultando em um concentrado protéico gorduroso. As

globulinas, albuminas, lactose e algumas vitaminas e sais per-
manecem na fase liquida formando junto com a &gua, 0 soro.
Com relag8o aos saisminerais, os queijosfabricados através de
coagul agdo enziméticaretém maisdametade do calcio edo fos-
foro existente no leite. Sob 0 ponto de vistavitaminico o queijo
é uma 6tima fonte de vitamina A presente na gordura. Estes
produtos derivados do leite sdo uma excelente fonte de
aminoaci dos essenciaisde acordo com Lawrie, citado por Tadini
et a1t JAaricotaéum queijo obtido daconcentracdo daalbumina

1 Departamento de Gestéo e Tecnologia Agroindustrial da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP.
* Departamento de Gestéo e Tecnologia Agroindustrial da Faculdade de Ciéncias Agronémicas — Campus de Botucatu — UNESP, Caixa Postal 237 — CEP

18603-970 — Botucatu/SP.
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provacada por calor e por acidos, tendo como matéria-prima o
soro e ndo o leite.

No queijo Minas Frescal deve-setrabalhar com um leite
que apresente um teor de gordurabem definido afim de permitir
a padronizagdo da qualidade do produto. Um trabalho desen-
volvido por Magalh&es et al .6 constatou a ndo padronizagdo do
teor de gordura dos leites que poderiam ser utilizados para fa-
bricacéo dos queijos. As indUstrias de queijo Minas Frescal
procuram produzir osqueijos com o méximo deumidade afimde
aumentar o rendimento, no entanto levam aum menor tempo de
conservagdo do produto.

As estatisticas oficiais ndo retratam a realidade atual
do volume de produc&o de queijos artesanais no Estado de
Minas Gerais, mas sabe-se de sua grande importancia social.
Além disso, ndo existe uma metodol ogia que viabilize as dife-
renciagdes de autenticidades e de origens para 0s queijos
artesanais segundo Vargas et al.’2. O queijo Minas Frescal é o
terceiro queijo mais consumido no pais segundo Albuguerque
e Castro, citados por Saboya et al.°. A elaboracdo de queijos
constitui uma das mais importantes atividades das indistrias
de laticinios, sobretudo no Brasil, onde os tipos de maior con-
sumo compreendem o Minas Frescal e a mussarela segundo
Behmer e Felicio Filho, citados por Oliveira et al.’.

Oqueijo Minas Frescal édefabricacdo simplesedebai-
X0 custo, representando a maioria dos queijos comercializados
emfeiraslivres, bares e mercearias, sendo comercializadosem
sacos plasticos comum, amarrados ou fechados com um fecho
metdlico, porém sem usar vacuo de acordo com Hoffmann et
al.*. Osqueijos Minas Frescal e Ricota s&o tidos como queijos
de baixo teor delipidios. A quantidade de lipidios presente em
100 g daamostra Umidado produto deve estar expresso em seu
rétulo. O desenvolvimento de algumas doencas como a
ateriosclerose em particular, estaintimamenteligadacom o nivel
de colesterol no sangue que é dependente do teor de gordura
dos alimentosingeridos, incluindo os derivados do leite?.

Segundo alegislacéo brasileiral, o valor delipidiospode
Ser expresso no extrato seco, o que ndo informa diretamente ao
consumidor a quantidade de lipidios que estaingerindo, pois o
alimento sempre € consumido na sua forma Umida. Segundo
Schmidt® a porcentagem de lipidios deveria ser obrigatoria-
mente na base imida.

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

O soro do queijo representa uma fonte potencial de
recursos para a industria de laticinios. No entanto, ainda é
tratado mais como poluente do que como matéria prima. Em
estudo realizado por Ferreira® a producéo brasileira de soro
estaestimadaem cercade 650-675 mil toneladas de soro advindo
apenas dafabricacdo de queijo. O reconhecimento daqualida-
de dos componentes do soro, bem como a divulgacdo de tra-
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balhos cientificos referentes as propriedades especiais das
proteinas, sais minerais, vitaminas, lactose levaram outros
paises ao crescente interesse pela utilizagdo do soro naindis-
triade alimentagdo animal e humana, farmacéuticae quimica

Este trabalho teve por objetivos quantificar o teor de
lipidios em queijos Minas Frescal industrializados, artesanais
e em Ricotas comercializados na regido de Botucatu/SP. Com-
parou-se depois os resultados obtidos e as informagdes conti-
das nas embal agens (composi¢do/100g) de cada produto com
o0 intuito de saber se eram coincidentes.

MATERIAL E METODOS

Osqueijosforam obtidos em diversos estabel ecimentos
como padarias, supermercados e mercearias da regido de
Botucatu/SP. A amostragem constitui-se de: 12 marcasde quei-
jos Minas Frescal industrializado, 9 artesanais e 10 marcas de
Ricotas. Dentro de cada grupo de queijo, as marcas receberam
letras como designacdo: queijos Minas Frescal industrializa-
dosA,B,C,D,E,F, G,H,1,J L eM; queijosMinas artesanais
A,B,C,D,E F G HeleasRicotasA,B,C,D, E F G, H,
| e J. Foram analisados 3 diferentes |otes de queijos para cada
marca, com diferentes datas de fabricacdo. Osqueijosartesanais
foram adquiridos sempre dos mesmos estabel ecimentos. Osdois
queijos Minas Frescal industrializados, marcas B e D, decla
ravam no rétulo serem produtos lights.

De cada amostra pesaram-se 3 gramas em recipiente
proprio do butirdmetro. O teor de lipidios de cada queijo foi
assim quantificado pelo Método de Gerber, de acordo com as
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz®, em duplicata.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise esta-
tistica, através da comparagdo das médias obtidas dentro das
diferentes marcas do mesmo tipo de queijo. Utilizou-se o Teste
F de Andlise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as médias de teor de lipidios (%) na
amostra Umida em queijos Minas Frescal industrializados. As
marcas B e D apresentaram uma padronizagdo entre si e com
as marcas F e H, as quais eram denominadas de queijos Ma-
gros em suas embal agens. Observando-se 0 desvio padréo prin-
cipalmente das marcas C, H e J, pode-se notar afaltade padro-
nizag&o destas marcas nos diferentes lotes. Para o consumidor
significa teores variaveis de lipidios ao consumir a mesma
marca proveniente de lotes diferentes.

Houvediferencasignificativa(p < 0,05) entreamarcaJe
todas as outras marcas, sendo desta, 0 maior valor de lipidios
encontrado (30,1%). As outras marcas podem ser agrupadas
da seguinte maneira por ndo apresentarem diferencas signifi-
cativasentresuasmédias: B, D, H eF (14,9; 14,5; 16,6 e 13%); A,
Eel (23,7;23,3e23,7%) eC, G, L eM (19,5; 20,6; 20,2 €20,5%).

NaFigura2 comparou-se asinformagdes sobre o teor de
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lipidios (%) contidas nas embalagens de cada produto e os
valores obtidos nos experimentos. As marcas F, H, Je M ndo
apresentavam esta informagé@o em suas embalagens. Ja os re-
sultados obtidosdasmarcasA, C, E, G, | eL ndo correspondiam
a0 queaembal agem informavaao consumidor. Emborao teor de
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Figura 1. Média e desvio padréo do teor de lipidios (%) na
amostra Umida de queijos Minas Frescal comercializados na
regido de Botucatu/SP.
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Figura 2. Comparagao entre o teor de lipidios (%) obtido nos
experimentos (base tmida) e os dados fornecidos pelaembal a-
gem (base seca) de queijos Minas Frescal comercializados na
regido de Botucatu/SP.
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Figura 3. Média e desvio padréo do teor de lipidios (%) na
amostra Umida em queijos Minas Frescal artesanais
comercializados na regido de Botucatu/SP.

lipidios apresentado na embalagem encontra-se na base seca,
segundo estabel ece a legislagcdo, observa-se que os resultados
obtidos neste trabal ho foram sempre maiores quando compara-
dos com as informagdes da composi¢éo fornecida também na
embalagem dos queijos.

Na Figura 3 encontram-se as médias e desvio padréo do
teor de lipidios dos queijos artesanais. As marcas A, F, H el
apresentaram umamédiadeteor delipidiosnaamostraimidade
16%, semelhantes ao indicados nas embalagens dos queijos
Minas Frescal industrializados dasmarcasE, G, | eL. (Fig. 2).
Estacomparacéo foi feita por ndo haver informagdes sobre teor
de lipidios na amostra imida para queijos artesanais. Pode-se
observar desvios padrdes inferiores aos encontrados em quei-
josindustrializados, indicando umamaior padronizagdo em sua
producdo. Houve diferencasignificativaentre asmédias (tabl),
sendo o menor valor observado del4,5% (F) e o maior valor de
23,7% (D).

A Figura 4 relaciona os valores de lipidios encontra-
dos para as Ricotas. O alto valor encontrado para o desvio
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—
—
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Figura 4. Médias e desvio padréo do teor de lipidios (%) na
amostra Umida de Ricotas comercializadas na regido de
Botucatu/SP.
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Figura 5. Comparacao entre o teor de lipidios (%) obtido nos
experimentos (base Umida) e o valor fornecido pela embala-
gem (base seca) de Ricotas.
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padréo indicafaltade controle de producdo. Apenasamarca
C apresentou porcentagem significativamente maior, diferin-
do de todas as outras com um valor de 25,7% de teor de
lipidios. Asoutras marcastiveram porcentagens variando de
6,7a17,4%.

A Figura 5 compara os valores obtidos nos experi-
mentos e os valores fornecidos pelas embalagens, sendo
gue as marcas A, D, E el ndo apresentavam esta informa-
cao.

Nota-se que os teores de lipidios encontrados em
Ricota do presente trabalho também foram maiores que 0s
declarados no rétulo, os quais estéo expressos na base seca.

CONCLUSDES

As amostras de queijo Minas Frescal industrializadas
apresentaram em 7 das 12 marcas, um teor de lipidios (%)
dentro do padréo médio estabelecido de 21-23%, porém ne-
nhuma estava de acordo com ainformagdo contida naembala-
gem. Dos 9 queijos artesanai s analisados, 5 estavam dentro do
padrdo estabelecido para queijos Minas Frescal. Todas as 10
marcas de Ricotas analisadas apresentavam teor de lipidios
(%) fora do padréo médio estabelecido de 1-2%. Frente aos
resultados obtidos, fica evidente a necessidade de um maior
controle sobre a producdo industrial brasileira de queijos.

RIALA6/900
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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 analysisusing the“F Test of Variance Analysis’ and Tukey
test. Industrialized varieties of Minas Frescal cheese showed, in 7 out of the 12 brands, alipid level (%)
fitting the established average standard, however, none of them matched the information described in
their respective packages (16%0-18%). 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. Minascheese. ricotta. lipids. |abeling.
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RESUMO. Um consideravel nimero de espécies arbdreas constitui aflorabrasileira, em alguns casos,
seus frutos revelam-se boas fontes de nutrientes. Objetivando contribuir nessa area, foi determinada a
composicao quimica da semente e do déleo de baru (Dipteryx alata Vog.), nativo do Municipio de
Pirendpolis, Estado de Goiés. A metodologia analitica para a determinagdo da composi¢éo centesimal
aproximada da semente e em é&cidos graxos de seu 6leo seguiu o descrito nas *’Normas Anadliticas do
Instituto Adolfo Lutz” (1985), o0 método enzimatico-gravimétrico de Lee para as fibras totais, e a
técnica da Espectrometria de Emissao Atdmica com Plasma de Argdnio Indutivamente Acoplado (1CP-
AES) paraos minerais. A semente de baru apresentou teores rel ativamente elevados de lipidios (38,2 g/
100 g) e proteinas (23,9 g/100 g) e, consequientemente, de calorias (502 kcal/100 g), além de valores
significativos de fibras alimentares (13,4 g/100 g) e de minerais, como potéssio (827 mg/10 g), fésforo
(358 mg/100 g) e magneésio (178 mg/100 g), sugerindo seu emprego na alimentacdo humana e animal,
desde que ndo contenha substancias toxicas ou a ergénicas. O éleo da semente revelou um elevado grau
de insaturacdo (81,2%), contelido de a-tocoferol (5,0 mg/100 g) e composicdo em &cidos graxos
semelhantes a do 6leo de amendoim, destacando-se os acidos oléicos (50,4%) e linoléico (28,0%), este
considerado essencial, o que favorece seu uso para fins alimenticios e como matéria-prima para as
industrias farmacéutica e oleoquimica.

PALAVRAS-CHAVE. Baru, Dipteryx alata Vog., sementes, 6leo, composi¢do quimica.

INTRODUCAO

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

Nos Ultimos anos tem crescido a pesquisa e a produ-
¢ado de frutas e sementes oleaginosas, tanto para a industria
oleoquimicacomo paraaalimenticia, que absorvem amaioria
dos 0leos obtidos de fontes naturais®. Esses 6leos poderiam
suprir a deficiéncia da producgdo brasileira, como ocorre, por
exempl o, no caso do 6leo de girassol, cujo consumo domésti-

+ Apresentado no X | Encontro Nacional de Analistasde Alimentos, Recife/PE, 2000.
2 |nstituto Adolfo Lutz, Divisdo de Bromatol ogiae Quimica, C.P. 1783, 01059-970, S50 Paulo/SP.
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co tem crescido cerca de 16% ao ano e a produgdo 5% em
média’.

Apesar de ja existirem estudos sobre a composicéo de
suapol pae semente'>’, o baru (Dipteryx alata VVog.) mereceria
ser mais pesguisado quanto a composi¢ao quimica de sua se-
mente e de seu 6leo, ja que se prolifera naregido do Planalto
Central, precisamente no nortede Minas Gerais, Goias e centro
de Mato Grosso, indo até a costa atlantica do Maranhao'*.

A referida espécie pertence a familia Leguminosae e €
conhecida popularmente por baru, em Minas Gerais, barujo, coco-
feljdo e cumbaru, em Mato Grosso; cumarurana, emburenabrava
e pau cumaru, em outros Estados!2. E uma &rvore alta, de caule
reto, cujofruto (Figura 1) € descrito como sendo umadrupa, com
polparicaem proteina, aromética, muito consumidapelo gado e
animais silvestres'® e pelo homem, na forma de doces, como na
regido de Pirendpolis, Estado de Goiés, sob adenominacéo “ pé-
de-moleque’®; sua semente também é comestivel, nutritiva e
contém 6leo com propriedades medicinai s'%1214,

O presente trabalho caracterizou a semente e 0 éleo de
baru, por meio da composicéo centesimal e de minerais da se-
mente e dacomposi ¢do em acidos graxos e de tocofer6is do seu
0leo, visando apossivel utilizagdo de ambos, alternativamente,
parafinsalimenticios.

MATERIAL EMETODOS

Material

OsfrutosdaDipteryx alata Vog. foram colhidos maduros,
do chéo, no més de novembro de 1999 em propriedades rurais
localizadas no Municipio de Pirendpolis, Estado de Goias.

Assementes (Figuras 1 e 2) foram retiradas manua men-
tedosfrutos, com o auxilio de maquinario artesanal, acondicio-
nadas em saco pléastico selado, e enviadas de imediato para
andlise nos laboratorios dos I nstitutos Adolfo Lutz e Florestal,
em Sao Paul o/ SP.

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

As sementes selecionadas foram trituradas e
homogenei zadas em multiprocessador doméstico e analisadas.

Mé&odos

A composi¢do centesimal aproximada das sementes, quan-
to aumidade, cinzas, lipidios e proteinas, foi determinada pelos
seguintes métodos descritos nas “ Normas andliticas do Instituto
Adolfo Lutz"8; perda por dessecacdo; residuo por incineragao;
extracdo diretacom éter etilico em aparelho tipo Soxhlet; proces-
sodedigestdo Kjeldahl, respectivamente. O teor defibrasaimen-
tar foi efetuado pelo método enzimético-gravimétrico®, e os
carboidratos totais, calculados por diferenca.

O valor cadrico tota foi calculado, empregando-se os
seguintes fatores. 4, para proteinas e carboidratos e 9 para
lipidios®.

A composicao em acidos graxos do 6leo extraido da se-
mente (método de Soxhlet) foi determinada por cromatografia
em fase gasosa, empregando um cromatografo a gas marca
Shimadzu, modelo GC-17 A, com detector deionizacdo de cha-
ma. Os ésteres metilicos de &cidos graxos foram preparados de
acordo com atécnicadescritanas normas acimareferidas.

Os compostos foram separados em coluna capilar de
silicafundidaCP-Sil 88 de50 m, com didmetrointerno 0,25 cme
espessura do filme 0,20 um. Foram obedecidas as seguintes
condi¢des de operagdo: temperatura programada da coluna: 80
a220 °C (5 °C/min); temperaturado injetor: 230 °C; temperatura
do detector: 240 °C; gasdearraste, hidrogénio, velocidadeline-
ar 40 mL/min; razéo dediviso daamostra1:50. Osécidosgraxos
foram identificados através da comparagdo dos tempos de re-
tencdo de padrdes puros dos ésteres metilicos de acidos graxos
com 0s componentes separados das amostras. A identificagcdo
do &cido graxo C24:0 foi confirmada através da construgdo do
gréfico do tempo de reteng&o pel 0 nimero de carbonos da série
homdloga de &cidos graxos saturados, considerando que foi
empregada programacdo linear de aumento de temperatura da
coluna. A quantificagéo foi feitapor normalizagéo de area.

Os tocoferdis foram separados e quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, conforme

Figura 1. Frutos e sementes de baru (Dipteryx alata Vog.).
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Figura 2. Sementes de baru (Dipteryx alata Vog.).
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metodologia AOCS Ce 8-89". O 6leo extraido das amostras foi
dissolvido em n-hexano e submetido diretamente a analise por
CLAE. Empregou-se um sistema de cromatografia liquida
marca Shimadzu, composto de varios modulos: bomba LC-
10AD; detector defluorescéncia(RF-10AXL) com comprimen-
tos de onda de excitagdo 290 nm e emissdo 330 nm; mdodulo
de comunicacdo CBM-10-AD e software Class LC10-AD para
aquisicdo de dados e controle total do sistema.

Os componentes foram separados em coluna
cromatografica de ago inox empacotado com silica com parti-
culas de 5 um, 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didme-
tro interno. A fase mével 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 HPL C. Os tocoferdéis foram identificados
por comparagdo com o tempo de retencdo dos padres puros
analisados nas mesmas condic¢des. Estes foram quantificados
por padronizagdo externa, sendo utilizados padrdes de afa,
beta, gama e delta tocoferdis da marca Merck com as seguin-
tespurezas. afa-tocoferol: 99,2%; beta-tocoferol: 99,6%; gama-
tocoferol: 102,1% e delta-tocoferol: 99,9%.

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

Os minerais (Ca, Cu, Fe, P, Mg, Mn, K, Zn) foram ca
racterizados e quantificados nas amostras solubilizadas pela
técnica da Espectrometria de Emissdo Atémica com Plasma
de Argobnio Indutivamente Acoplado (ICP-AES), operando a
poténcia de 1,2 kW e a velocidade de introdugéo da amostra
de 1,5 mL/min.

Todas as determinagBes foram realizadas com 5 repeti-
¢Oes, exceto as de minerais, com 7 repeticoes.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a composi¢ao centesimal aproxi-
mada e valor caldrico total (VCT) das sementes de baru.

Os componentes majoritariosforam oslipidios (38,2%)
e proteinas (23,9%). Comparando-se tais resultados com os
verificados para sementes de baru colhidas no Estado de Séo
Paulo e em Brasilia, DF*>Y, observa-se que o teor de lipidios
ora obtido (38,2%) foi ligeiramente inferior agueles (41,65%
e 40,3%, respectivamente), e o de proteinas foi semelhante a
amostra paulista (23,45%) e esteve abaixo da brasiliense
(29,6%).

Considerando os percentuais de lipidios e proteinas
obtidos neste experimento, sugere-se uma avaliagéo das a udi-
das sementes em dietas, exceto se for relatada a presenca de
substancias tdxicas ou alergénicas 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 Sdo Paulo'” e mais do que o dobro da de
Brasilia (7,3%)%. No entanto, tal comparacéo fica prejudica
da, visto que nestes trabal hos os aglcares foram determinados
experimentalmente e no atual calculados por diferenca.

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

Componentes Valores
Média+ DP
Substanciasvoléteisa105 °C (umidade) 6,1+0,2
Residuo mineral fixo (cinzas) 2,70 £ 0,06
Lipidios 382+ 04
Proteinas (N x 6,25) 239+0,6
Carboidratostotais** 158+ 0,6
Fibrastotais 13,4+ 0,3
FibrassolGveis 25+0,2
FibrasinsolGveis 10,9+ 0,3
Vaor caoricototal (VCT)*** 502+ 3

* Médiade cinco repeticdes
**Cal culado por diferenca
*** Valor tedrico
DP—desvio padréo

O contetdo de fibras totais ou alimentares encontrado
(14,39%) foi menor do que ade Brasilia (19,04%), porém pre-
dominando as fibras insol(iveis como na amostra brasiliense
(11,64% e 14,1%, respectivamente)'®. Tais comparagdes fo-
ram efetuadas com os resultados cal culados na base seca. Cabe
ressaltar que pesquisas recentes vém demonstrando o papel
fisiologico da fragdo chamada fibra alimentar, sendo assim
importante a obtencdo de dados quantitativos sobre a sua pre-
senca nos alimentos®.

Por suavez, os contelidos de cinzas foram aproximados
nos trés casos (2,70% a 2,85%) e o de umidade se assemelhou
paraas sementes deste trabal ho e de S&o Paulo (6,1% e 5,80%,
pela ordem)*’, ndo constando essa informagdo para a da outra
localidade.

Ovalor caléricotatal (VCT) tedrico encontrado no pre-
sente estudo (502 kcal/100 g) foi menor do que o das amostras
paulistas (561 kcal/100 g), principalmente em fungdo dos va-
lores de lipidios mais altos desta Gltimal’. Para as amostras
brasilienses, ndo constavao VCT.

No que serefere a composi ¢ao em &cidos graxos (Tabe-
la 2), o 6leo da semente de baru deste estudo revelou-se alta-
mente insaturado (81,2% p/p de metil ésteres), semelhante ao
0leo da semente de Séo Paulo (80,87%)%.

O elevado grau de insaturacéo anteriormente abordado
deveu-se apredominanciados acidos ol éico (50,4%) elinoléico
(28,9%), este Ultimo considerado essencial. Os referidos valo-
res se enquadram na faixa aplicada pel os padrdes de identida-
de do Brasil e da American Oil Chemists Society (AOCS)
para o 6leo de amendoim, sendo os seguintes: C18:1, Brasil,
35,0-72,0%; AOCS, 36,4-67,1%; C18:2, Brasil, 13,0-45,0%,
AOQOCS, 14,0-43,0%"3.

A significativa quantidade de lipidios verificada na se-
mente de baru, ao lado da composi¢éo em acidos graxos de seu
0leo, sugere a sua possivel utilizagdo na alimentagdo humana
como 6leo de amendoim, pouco produzido e consumido atual -
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Tabela 2. Composicdo em acidos graxos (% p/p de metilésteres) e em tocoferdis (mg/100 g) dos éleos da semente de baru

(Dipteryx alata Vog.)* e de amendoim (val ores tedricos).

Valoresexperimentais

Valorestedricos

Acidosgraxos/tocoferGis Oleo de semente de baru Oleo deamendoim
ObtidosMédia+ DP Ref.17 Ref.3 Ref.1
C,s, (PAIMItico) 76+03 7,40 6,0-16,0 8,3-14,0
C,. (estedrico) 54+03 312 1,365 1,044
C,, (0léico) 50,4+ 0,6 50,17 35,0-72,0 36,4-67,1
C,, (linoléico) 280+0,9 30,70 13,0-45,0 14,0-43,0
C,, (araquidico) 1,07+ 0,03 0,82 1,030 1,1-1,7
C,,. (gadoléico) 27+01 - 0521 0,7-1,7
C,,, (behénico) 26+0,1 212 1,050 21-44
C, ., (lignocérico) 21+03 - 05-30 1,1-2,2
N.I. - 4,94 - -
AGS 18,8 13,46 - -
AGI 81,2 80,87 - -
o-tocoferol 50+0,2 - - 4,9-37,3
y-tocoferol 43+0,7 - - 8,8-38,9

* Médiade cinco determinagdes
DP = desvio padréo

N.I. = ndoidentificados

AGS = &cidos graxos saturados
AGI = é&cidos graxosinsaturados

mente em Nosso pai's, ou como matéria-primanaindistriafarma
céutica ou oleogquimica. Entretanto, um fator limitante seriaa
dificuldade de se adaptar instalacfes industriais para extragdo
de6leo deumamatéria-primaregional.

A tabela 2 mostra ainda os valores de alfa e gama-
tocoferol para o éleo de semente de baru dados pela técnica
CLAE. Notocante ao a-tocoferol, o val or encontrado (5,00 mg/
100 g) se acha préximo do limite minimo referido pela AOCS
(4,9-37,3 mg/100 g) para o 6leo de amendoim, estando O y-
tocoferol (4,3 mg/100 g) abaixo (8,8-38,9 mg/100 g)*.

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

Com relacdo aos macronutrientes, foram encontrados qua:
tro (Ca, Mg, P, K) dos seis considerados essenciais’, a exemplo
do constatado para semente de baru de S&o Paulo’. O potéssio
exibiuamaior concentragéo (827 mg/100 g), seguido do fésforo
(358 mg/100 g), sendo que este Ultimo desempenhatambém im-
portante papel no processo germinativo da semente's,

Por sua vez, quatro micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Zn)
dentre os oito essenciais® foram verificados tanto na semente
presentemente estudada como na paulistal®, destacando-se o
manganés (4,9 mg/100g) que, junto com o ferro e 0 zinco, de-
sempenhaimportante papel no metabolismo humano®.

CONCLUSOES

Pelos resultados encontrados pode-se concluir que:

As sementes de Dipteryx alata Vog. (baru) constituem
uma fonte significativa de lipidios, proteinas e, conseqiiente-
mente, de calorias, além defibrasalimentarese minerais, suge-
rindo suautilizag8o naalimentacdo humanaeanimal, desde que

116

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

Elementos Valores
Cécio(emCa) 140+ 4
Cobre (em Cu) 1,45+ 0,06
Ferro (em Fe) 4,24 + 0,08
Fésforo (emP) 358+ 6
Magnésio (emMg) 178+ 3
Manganés(emMn) 49+0,3
Potéssio (emK) 827 + 46
Zinco (emZn) 41+01

* Médiade sete determinagdes

comprovadaainexisténciade compostos téxicos ou aergénicos
nas mesmas.

As sementes estudadas sdo também boas fontes de macro
emicronutrientes essenciais, como potassio, fésforo e manganés.

O 6leo dasemente de baru apresentateor de o-tocoferol
e composicdo em &cidos graxos semelhantes aos do 6leo de
amendoim, destacando-se os &cidosoléico elinoléico, este con-
siderado essencial.

O elevado grau de insaturagd@o do 6leo da semente de
baru favorece seu uso para fins comestiveis ou como matéria-
prima para as industrias farmacéutica e oleoquimica, se elimi-
nadas eventuais substancias nocivas a salde.
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Takemoto, E. et al. Chemical composition of seeds and oil of baru (Dipteryx alata Vog.) native from
Pirendpolis, State of Goias, Brazil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 60(2):113-117, 2001.

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 Pirendpoalis, state of the Goias, 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 animal's consumption, sincethat they don’t contain toxics and alergenic substances.
The oil showed a high level of unsaturation (81,2%) neverthel ess the fatty acids profile and the content
of the atocopherol (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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RESUM O. Esse estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade do Mycobacterium tuberculosis as
drogas. No periodo de abril/1998 a margo/1999, os espécimes clinicos de 235 pacientes sintomaticos
respiratorios ou com diagnostico de tuberculose pulmonar, atendidos nas Unidades Basicas de Salde
no municipio de Sdo Vicente, foram submetidos a baciloscopia, cultura, identificagdo e teste de
sensibilidade. Obtivemos 101 (45,70%) amostras positivas no exame de cultura. Destes, 87(86,14%)
s80 pertencentes ao complexo MTb dos quais, 11 (12,6%) apresentaram uma “sugestiva’ resisténcia
adquirida, em razado de estarem em retratamento devido a abandono prévio. Com essa analise os autores
sugerem, no municipio em questdo, mudancas nos critérios de solicitagdo de exame no diagnéstico da
tuberculose, com introducdo da cultura e teste de sensibilidade a todos os pacientes suspeitos ou com
diagnostico de tuberculose pulmonar. Essas monitoragdo continua possibilitara, agoes da vigilancia
para controle dos casos de abandono de tratamento, da resisténcia as drogas e do avanco da tubercul ose
multirresistente, contribuindo, destarte, para 0 aumento na efetividade do tratamento e melhoria na
qualidade do diagnéstico.

PALAVRAS-CHAVES. micobactéria, quimioterapia, resisténcia as drogas.

INTRODUCAO mento da tuberculose em todo 0 mundo, contribuindo também
para isso a diminuicdo dos investimentos no setor da salide, a

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 ampliagéo
da miséria das popul agdes desfavorecidas, bem como arelagéo
da doenca com a pandemia do HIV facilitaram o recrudesci-

1 Instituto Adolfo Lutz—Laboratério | de Santos.
2 Vigilancia Epidemiol 6gicado municipio de Sao Vicente.

deterioragdo dos servicos de assisténcia publicae aresisténcia
aos atuais quimioterapicos®.

Os autores norte-americanos referem-se atrés epidemias
intimamente relacionadas®. A primeiraé ocasionada pelainfec-
¢&o HIV/SIDA, a segunda se relaciona com o ressurgimento da

* Enderego paracorrespondéncia: R. Ministro Jodo Mendes, 222/23 — Embaré— CEP 11040-060 — Santos/SP.
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tubercul ose que provocou uma inversdo na curva de incidéncia
descendente da enfermidade, e aterceira é atubercul ose por ce-
pas de Mycabacterium tuberculosis multiresistentes as drogas.

A resisténcia do Mycobacterium tubercul osis aos medi-
camentos relaciona-se a mutagGes genéticas das popul agles
bacilares, variando normal mente deacordo com adrogal*%’. Quan-
to maisdrogasforem usadas deformainadequada, maisresistén-
cias irdo aparecendo; a0 selecionar cepas resistentes a mais de
uma droga, teremos a multiresisténcia, no Brasil estabelecida,
basicamente, quando ocorre faléncia aos esquemas | e Il (con-
duta operacional) e, ou resisténcia a pelo menos trés das mais
importantes drogas usuais, rifampicina, isoniazida e
estreptomicina, etambutol €/ou pirazinamidat-3910.1827,

Ostratamentosirregulares, interrompidos antes de uma
completa esterilizagdo dos germes (abandono) ou feitos com
doses inadequadas, condicionam o aparecimento de cepas re-
sistentes aos medicamentos, constituindo a chamada “resis-
téncia adquirida’. Bacilos resistentes assim selecionados, po-
dem ser transmitidos para outros individuos que, mesmo sem
qualquer tratamento prévio, ja apresentardo cepas resistentes,
OuU sgja, a “resisténcia primaria’621.242,

Estudos mostram, que no Brasil, a resisténcia as dro-
gas e a multirresisténcia em sua maioria € “adquirida’, em
conseqiiéncia de falhas no tratamento, tais como a irregulari-
dade, o abandono e prescricfes inadequadas. Devem ser con-
sideradas, ainda, a troca de drogas por efeitos adversos, mu-
dancas precipitadas nos esquemas em alguns momentos, a ndo
disponibilidade dos medicamentos para fornecimento, como
admite o proprio Ministério da Salde (M S)?°.

Ao elaborar este estudo tivemos como objetivo avaliar a
resisténcia bacilar do Mycobacterium tuberculosis, neste muni-
cipio, incrementando o diagnostico laboratorial, para todos os
pacientes sintométicos respiratorios ou com diagnéstico de tu-
bercul ose pulmonar, com arealizacdo da cultura e teste de sensi-
bilidade as drogas, evidenciando através de metodologia cléssi-
caaimportanciadaimplantacdo de técnicas de diagnéstico mais
precisas da tuberculose, a fim de contribuir com a deteccdo de
casos da doenga e divulgar a situacdo epidemiol 6gica da tuber-
culose resistente as drogas na regido em estudo.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado com a analise bacteriol égica
dos espécimes clinicos de 235 pacientes sintomaticos respira-
térios ou com diagnéstico de tubercul ose pulmonar, atendidos
nas Unidades Basicas de Sallde, deste municipio, no periodo
de abril/1998 a mar¢o/1999.

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

Procedimentos Bacteriol 6gicos

Baciloscopia—foi realizado um esfregago de cada espé-
cime clinico e corado pelo Método de Ziehl-Neelsen. No caso

120

del&minapositivaefetuou-se acontagem bacilar semi-quantita-
tiva conforme o indice bacil oscopico recomendado pelo MS'.

Cultura—foi colocado aproximadamente 2 ml do espéci-
me clinico em um tubo de polipropileno de fundo conico e foi
submetido a descontaminacdo pelo Método de Petroff = e se-
meado em dois tubos contendo Meio de Lowestein-Jensent®.

Os tubos foram incubados a 37 °C. N&o havendo cres-
cimento apos 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-
¢ao das colbnias, aspecto e realizagdo de provas bioquimi-
CaslS,l?,lQ,ZO_

As cepas identificadas como Mycobacterium
tuberculosis (MTb), foram encaminhadas ao Instituto Adolfo
Lutz — Laboratério Central que realizou o teste de sensibilida-
de as drogas pel o Método da Razéo de Resisténcia, padroniza-
do pela Organizacdo Mundial da Salde*.

RESULTADOS

Das 235 amostras de escarro, de pacientes sintomaticos
respiratorios ou com diagndstico de tuberculose pulmonar, 14
(5,96%) apresentaram contaminag&o no exame de cultura. Com
isso foram selecionadas 221 amostras, destas 101 (45,70%)
apresentaram-se positivas no exame de cultura. Apos o Teste
de Identificac8o, as cepas pertencentes ao complexo MTh, fo-
ram submetidas ao Teste de Sensibilidade as drogas usuais do
tratamento, conforme Figura 1 e 2, respectivamente.

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

complexoMTB

NTM

s/crescimento

néo realizada

contaminada

PERCENTIA ) 20 40 60 80 100

NTM —doinglés* non tuberculous mycobacteria’.
Fonte: IAL/Santos.

Figura 1. Resultado do Teste de Identificacdo das 101 amos-
tras com culturas positivas.
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paciente: 1 por 6bito e4 por apresentar sorologiapositiva para
o HIV, devido a maior facilidade desses pacientes em adquirir
infeccBes por germes resistentes’.

Obtivemos assim a Resisténcia dessas 11 (12,06%) ce-
pas sel ecionadas paracadaumadas 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 Resisténcia Global, que entende-se como, a
taxa encontrada isolada mais as taxas de resisténcia para a
mesma droga nas associ agdes medicamentosas, esta apresen-
tada na Figura 3.

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

[18%

E sensiveis
Elresistentes

Fonte: IAL/Santos.

Figura 2. Resultado do Teste de Sensibilidade, das 87 cepas
pertencentes ao complexo Mycobacterium tubercul osis.

DISCUSSAO

A meta proposta pela Organizagdo Mundia da Saide
(OMS) é de curar, pelo menos, 85% dos casos baciliferos que
iniciam terapiaantitubercul ose em todo 0 mundo. 1 sso determi-
nara uma diminuicdo imediata, tanto da prevaléncia como da
transmissdo da Tubercul ose?.

O aumento progressivo de cepas de Mycobacterium
tuberculosis, multirresistentes agrava a situagdo sanitéria, por-
gue compromete seriamente avidado enfermo?S. Diversos estu-
dos realizados demonstram que todo paciente que apresenta
antecedentes de ter recebido tratamento antitubercul ose, € pos-
sivel que abrigue germes resistentes a uma ou mais drogast?13,

Em nossos resultados encontramos 11 (12,6%) pacien-
tes sugestivos de resisténcia adquirida, conforme o histérico
epidemiol 6gico dos mesmos, observamos casos de abandono,
recidiva e faléncia ao tratamento. Destes, 7 (8,04%) sdo consi-
derados multirresistentes, isto &, resisténcia a pelo menos trés
das mais importantes drogas usuais.

Astaxas deresisténcias globaisdaisoniazida(81,8%) e
da rifampicina (63,6%), s80 expressivas, desestruturam o es-
gquema terapéutico utilizado, trazendo inconvenientes no trata-
mento datubercul ose, como alongaduracdo, efeitos colaterais
das drogas alternativas, abandono de tratamento e o risco da
transmissao de bacilos resistentes viaveis, podendo causar in-
fecgdo tuberculosa por bacilos resistentes®.

Como qual quer tratamento farmacol 6gico prolongado, a
adesdo do paciente ao tratamento é fundamental. O risco de
“adquirir’ aresisténciabacteriana, aumaou maisdrogas (resis-
téncia adquirida) e consequentemente o fracasso no tratamen-
to, aumenta com tratamentos ndo controlados, os auto-admi-
nistrados. Por isso, amelhor estratégia, de acordo comaOMSe
aexperiénciade muitos paises, consiste em aplicar o tratamento
antitubercul ose diretamente observado (DOT, Directly Observed
Treatment)1428.29,

INH-i soni azi da/RM P-rifampi ci nal EM -etambutol /SM -estreptomi cina/l PZA-pirazinamida.

Fonte: IAL/Santos.

Figura 3. Distribuicdo da taxa de resisténcia global as drogas das 11 cepas resistentes.
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No Estado de S&o Paulo o diagnéstico laboratorial da
resisténcia é hoje preconizado apenas quando ndo se tem uma
resposta clinicaao tratamento, quando se trata de paciente com
sorologia positiva para HIV ou quando anteceder da alta por
cura.

Portanto, pela andlise da situagdo encontrada, observa-
mos a necessidade de fortalecer o tratamento da tuberculose
através das seguintes agoes:

— diagnéstico precoce daenfermidade, que conduzaaum tra-
tamento rapido e eficaz, com aincrementacdo do diagnds-
tico laboratorial por meio da realizac8o da cultura e teste

de sensibilidade para todos os pacientes sintométicos res-
piratorios ou com diagndstico de tubercul ose pulmonar;

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

Essa monitorag&o continua possibilitara acBes da vigi-
l&ncia para o controle dos casos de abandono de tratamento, da
resisténcia as drogas e do avangco da tuberculose
multirresistente, além da quebra da cadeia de transmissdo da
doenca, contribuindo, destarte, paraaumento na efetividade do
tratamento e melhoria na qualidade do diagnastico.

| RIALA6/902 |

Jardim, PC.R. et al. Resistant of Mycobacterium tuberculosisto drugsin Séo Vicente municipality. Rev.
Inst. AdolfoL utz, 60(2):119-123, 2001.

ABSTRACT. The purpose of thisstudy wasto eval uate the susceptibility of Mycobacteriumtuberculosis
to drugs. During the period of April/1998 to March/1999, clinical specimens from 235 respiratory
syptomatic patients or pulmonary tubercul osis diagnosed who were attended at the Basic Health Units of
S8o Vicente municipality were submitted to smear microscopy, culture, identification and susceptibility
test. Wefound 101 (45,70%) positive samplesin the culture exams. Among these, 87 (86,14%) bel onged
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 tubercul osis 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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RESUM O. Os métodos bacteriol 6gicos sdo extremamente importantes para diagnosticar tuberculose
pulmonar. O meio de cultura mais comumente usado para isolar micobactérias € o L dwenstein-Jensen
(LJ), meio solido a base de ovos. Os ovos precisam sofrer uma limpeza prévia que consiste em escova
los com agua e sabdo, com posterior descontaminacdo por 30 minutos em alcool 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 propdsito de simplificar este procedimento, este
estudo comparou 0 meio preparado com ovos frescos e com ovos desidratados. Amostras clinicasforam
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
diferenca que ndo foi significativa. ContaminagBes ocorreram igual mente nos dois meios (3 amostras).
Ao comparar-se 0s dois meios a sensibilidade foi de 98% e a especificidade de 100%. Conclui-se que 0
ovo desidratado pode ser umaforma alternativa e vantgjosa, no preparo do meio de L wenstein-Jensen.

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

INTRODUCAO

Em 1993 a Organiza¢do Mundia de Salide (OMS) de-
clarou a tuberculose uma emergéncia mundial devido ao fato
de ser uma doenga em crescimento progressivo em todo mun-
do e fora de controle nas areas mais pobres do planetal.

1 Laboratério Regional de Sao Josédo Rio Preto—Instituto Adolfo Lutz.
2 Secdo deBacteriologiado Ingtituto Adolfo Lutz.

O método bacteriolégico € o mais importante recurso
para o diagnéstico e controle de tratamento da tubercul ose,
pois permite a deteccdo do agente etiolégico por meio de
baciloscopia e cultura.

A baciloscopia é um teste presuntivo, pois possibilitaa
visualizagdo de bacilos dcool-acido resistentes quando pre-
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sentes em quanti dades superioresa 10.000 bacilog/mL de amos-
tra, mas ndo permite sua identificacdo.

A cultura é um método mais sensivel, pois detecta de
10 a 100 bacilos/mL de amostra e possibilita a identificagcdo
das espécies e arealizagdo do teste de sensibilidade as drogas
antitubercul ose.

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

Apesar de todo investimento em novos métodos diag-
nésticos e 0 avango alcancado, nestes Ultimos anos, em
metodol ogias que tragam mais agilidade ao diagndstico da tu-
bercul ose, a cultura continua seguindo como método sem subs-
tituto.

As modernas metodologias baseadas em biologia
molecular sdo complexas e de alto custo, inviabilizando sua
utilizag8o de forma universalizada?3458,

Umaalternativa é, portanto, o aperfeicoamento das téc-
nicas j& existentes.

O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de
micobactérias é o L dwenstein-Jensen, que € um meio solidifi-
cado abase de ovo e contém glicerol e asparagina como fontes
de carbono e nitrogénio. Este meio permite o crescimento da
quase totalidade das espéci es micobacterianas, tanto ambientais
como as de interesse médico’.

Com o objetivo de aperfeicoar e facilitar a técnica de
preparo do meio de cultura Léwenstein-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 diagnostico de tuberculose, utilizando meio de
L dwenstein-Jensen preparado com ovos frescos e com ovos
desidratados, através do procedimento tipo secador continuo
com atomizag&o com Spray Driers®.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas 150 amostras de escarro e materiais
extrapulmonares com baciloscopias positivas e 50 amostras
com baciloscopias negativas, recebidos narotinade culturado
Instituto Adolfo Lutz —Laboratério | de Sdo José do Rio Preto/
SP, no periodo de 10 de mar¢o 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 descontaminagdo utilizado foi o
de Petroff modificado’; de cadaamostra, apds descontaminacso,
foi semeado 0,2 mL em 2 tubos de Lowenstein-Jensen (LJ),
sendo um convencional e um teste. Os tubos foram incubados
a 37 °C, observados e comparados semanal mente, até comple-
tar 60 dias de incubag&o.

Osovosfrescos necessarios paraa preparacdo do meio
convencional foram adquiridos em supermercados daregiao;
para a utilizag@o dos ovos frescos no preparo do meio de
cultura, faz-se necessaria uma limpeza prévia dos mesmos
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com auxilio de escova, dgua e sab&o, enxaglie em agua cor-
rente e imersdo em dalcool etilico a 70%, durante 30 minu-
tos. O ovo desidratado para a preparacéo do meio teste foi
adquirido em confeitarias da regido. O ovo desidratado se
apresenta na forma de um po6 fino amarelado, e é recomen-
dado o armazenamento em temperatura ambiente por até
180 dias.

Para a obtencdo de ovo desidratado que equivalhaa 20
ovos grandes necessarios napreparacdo do meio de L éwenstein-
Jensen, foi pesado o p6 e colocado em copo estéril de
liquidificador. Em seguida, batido no liquidificador com aquan-
tidade necessaria de agua destilada estéril, até completa
homogeneizagdo. De acordo com o fabricante, 12,5 g de ovo
desidratado equival e aproximadamente a um ovo tipo grande.
Portanto paraaobtencéo de uma solucdo equivaentea20 ovos,
pesou-se 250 gramas de ovo desidratado em 750 mL de agua
destilada estéril. Apds ahomogenei zacdo essa solugéo de ovos
foi filtrada em gaze estéril. Adicionou-se 0 homogeneizado ao
meio base, manipulado segundo a metodol ogia padronizada’.
Acrescentou-se uma solucdo de 2% de verde malaquita que é
inibidor de flora contaminante. Distribuiu-se 7 mL deste meio
em tubos com tampas rosquedveis, previamente esterilizados.
Coagulou-sea85 °C por 50 minutos. Os meios de cultura pron-
tos para uso, sdo estocados em geladeiraa 4 °C.

Cada partida do meio de cultura preparado foi avaliada
guanto a esterilidade incubando-se a 37 °C por 24 horas, e
guanto asensibilidade no i solamento de micobactérias, de acor-
do com técnica padronizada pelo Manual de Bacteriologia da
Tuberculose’. A partir de um cultivo recente (20 a 30 dias de
crescimento) de M. tuberculosis em meio solidificado, fez-se
uma suspensdo em 1,0 mL de &gua destilada estéril, com péro-
las de vidro em frasco estéril. Esta suspensdo foi transferida
para um tubo, acrescentando-se &gua destilada até obter turva-
¢cdo compardvel ao tubo n°l da Escala McFarland®. A partir
desta suspensdo padronizada, efetuaram-se diluicdes decimais
de até 10. Foi semeado 0,2 mL de cada diluicdo de M.
tuberculosis em tubos de Lowenstein-Jensen convencional e
em tubos de L 6wenstein-Jensen testel®.

RESULTADOS

Das 50 amostras com bacil oscopias 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 bacil oscopias 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 0s meios, como
demonstrado na Tabela 1.

A ocorréncia de amostras que tiveram resultados de
baciloscopia positiva e culturas negativas (24 no LJ convenci-
onal e 26 no LJteste), deve-se, provavelmente, ao fato de se-
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Tabela 1. Resultado da cultura utilizando meio Loéwenstein-
Jensen e L 6wenstein-Jensen teste com ovo desidratado.

Amostras Meiosdecultura

L.J. convenciona L.J. teste

Tabela 2. Avaliacdo da acurécia do meio Lowenstein-Jensen
teste no isolamento de Mycobacterium tuberculosis a partir de
amostras de escarro e de amostras de material extrapulmonar.

Crescimentoem L.J. teste Crescimentoem L.J. tradicional

Pos Neg  Cont Pos Neg  Cont Positivo Negativo Total

BaciloscopiaNegativa 1 49 0 1 47 2 Positivo 122 0 122
BaciloscopiaPositiva 123 24 3 121 26 3 Negativo 2 73 75
Tota 124 73 197

L.J.—meio deL éwenstein-Jensen

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

N&o houve diferenca dos resultados das culturas em re-
lagdo ao tipo de amostra, pulmonar ou extrapulmonar.

O teste de esterilidade, realizado apo6s 24 horas, néo
mostrou a presenca de contaminag&o nos meios de culturacon-
venciona e teste.

O controle de qualidade dos meios de cultura, tanto do
convencional como do teste, mostraram indice de deteccéo
adequado, pois houve crescimento de 20 colénias ou mais na
diluicdo 10 em todas as partidas de meio preparadas.

Dasculturaspositivas 7 tinham aspecto de micobactérias
nado-tuberculose (MNT); 6 foram identificadas como comple-
X0 Mycobacteriumavium e 1 provavelmente ambiental, poisa
identificagdo ndo chegou a uma espécie de tipo potencia men-
te patogénica.

A Tabela 2 mostra os resultados das culturas obtidas
em meio LJ convenciona e em meio LJteste.

DISCUSSAO

A preparacao dos meios a base de ovos requer umalim-
peza prévia paradesinfeccdo. O uso do ovo desidratado permi-
te aeliminagéo desta etapa que é bastante trabalhosa. Possibi-
lita ainda, maior flexibilidade na programagdo de compras e
uso do produto, uma vez que o mesmo tem vida Gtil de 180
dias enquanto o ovo fresco deve ser utilizado em 15 dias. Além
disso, permite a estocagem sem necessidade de refrigeracéo, o
ambiente mais limpo e manuseio mais rapido, uniformidade
dos produtos, reducdo de custos e perdas, e a simplificacdo e
diminuicdo do tempo na preparacdo do meio.

L.J.—meio de L 6enstein-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%

O processo de desidratag@o ndo atera as propriedades
nutricionais do ovo “in natura’, como proteinas, lipideos, vi-
taminas A, D, E, K e do complexo B e sais mineraist*2,

Os resultados das culturas utilizando o0 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 0 método seja considerado aceitavel.

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

O céculo dos valores preditivos positivos e negativos
foram de 100% e 97% respectivamente (Tabela 2), indicando
gue com 0 mei o teste ndo houve detecgdo de fal sos-positivos, e
gue ocorreram 2 falsos-negativos. Esses resultados mostram
ndo haver diferencas significativas entre os dois tipos de mei-
0s 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-
avel que propiciaasimplificac8o na preparacdo do meio, aém
de facilitar a programagdo de compra e armazenamento, com
custo equivalente ao do ovo fresco.

| RIALAG/903 |

Pedro, H.S.P. et al. Dehydrated egg to replace “in natura’ egg in the preparation of Loéwenstein-Jensen
medium for mycobacteria culture. Rev. Inst. Adolfo L utz, 60(2):125-128, 2001.

ABSTRACT. Bacteriologica methods are the most important to diagnose pulmonary tuberculosis.
The culture medium most used to isolate mycobacteria is Léwenstein-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 tubercul osis 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 LJand 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, Léwenstein-Jensen, tuberculosis, dehydrated egg.
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Oliveira, A.Q.; Valente Soares, L.M. Avaliagdo de métodos para determinacdo de tricotecenos em milho
por cromatografiagasosa. Rev. Inst. Adolfo L utz, 60(2):129-134, 2001.

RESUMO. Sistemas de extrac&o e limpeza foram avaliados para a determinacdo de tricotecenos em
milho por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama. O método de extragdo 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 extrag8o foi usado metanol:cloreto de
potassio 4% (9:1) seguido por clarificagdo com sulfato de amonio 30% e particéo com diclorometano. A
seguir, o extrato foi passado pela coluna de alumina:carvao (2,3:1,9) e os tricotecenos eluidos com
acetonitrila:dgua (84:16). O extrato, apds reagdo de derivagdo com anidrido trifluoroacético (TFAA) em
piridina, foi injetado em um cromatdgrafo a gas com detector por ionizagdo em chama. As recuperactes
médias obtidas foram 72% paradesoxinivalenol (DON), 88% paradiacetoxiscirpenol (DAS) e87% para
toxinaT2 (T2). Oslimitesde detec¢do obtidosforam 30 ng/g paraDON, 50 ng/g paraDASe 40 ng/g para
T2. Os coeficientes de variagdo médios paraamostras artificial mente contaminadas, com 500 ng/g de cada

toxinaforam 9,8, 6,3 e6,6% paraDON, DAS e T2, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE. Milho, micotoxinas, tricotecenos, desoxinivaenol, diacetoxiscirpenal, toxinaT-2.

INTRODUCAO

Ostricotecenos sdo umafamiliade micotoxinas caracte-
rizadas por um esquel eto tetraciclico 12,13-epoxi-tricotec-9-eno.
Estas micotoxinas sdo compostos com fungdes éster e acool
na por¢do externa da molécula. Possuem uma dupla ligacéo
entre os carbonos 9 e 10 e um grupo epdxido entre os carbo-
nos 12 e 13. Os tricotecenos sdo produzidos por fungos dos
géneros Fusarium, Myrothecium, Cephalosporium,

\erticimonosporium, Stachybotrys e Trichothecium®®. Um to-
tal de 148 tricotecenos sdo conhecidos. Porém, apenas alguns
delesforam observados ocorrendo natural mente, como por exem-
plo, o desoxinivalenol (DON), o nivalenol (NIV), atoxina T2
(T2), atoxinaHT2 (HT2) eo diacetoxiscirpenol (DAS)S.
Cereais podem ser contaminados por diversas espécies
de Fusarium e, desta maneira, torna-se a via pela qual estas
toxinas entram na alimentacdo humana e animal. Dentre os
varios cereais, o trigo e o milho tém sido apontados como mais

! Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.
"I Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Caixa Postal 6121, 13081-970 Campinas, SP. e-Mail:

valente@fea.unicamp.br
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contaminados. O DON tem sido o tricoteceno mais
freglientemente encontrado nos cereais°.

Os sintomas caracteristicos dos efeitos toxicos dos
tricotecenos em humanos e animais sdo vomitos, angina
necr6tica, diarréia, anorexia, alteragGes hematol gicas, distirbi-
os neurolégicos, destruicdo da medula 6ssea e hemorragias
generalizadas seguidos ou ndo de morte'”?°. A doenca em hu-
manos que esta associada a estes sintomas chama-se Aleucia
ToxicaAlimentar (ATA). Casos fatais desta doenga ocorreram
em 1913 e apds a Segunda Guerra Mundial em popul agGes
localizadas em regides da antiga Russial?1719,

Por estarem presentes em tracos nos alimentos destina-
dos a0 consumo humano e ragfes animais, métodos anal iticos
sensiveis e especificos tornam-se necessérios. O primeiro mé-
todo desenvolvido paraadeterminacdo detricotecenosem gréos
foi por cromatografia em camada delgada (CCD) e os
tricotecenos foram visualizados ap6s o uso de reagentes
reveladores. Um deles, o cloreto de aluminio, foi amplamente
empregado para tricotecenos do grupo BE. A determinagdo de
tricotecenos por cromatografialiquidade dtaeficiéncia(CLAE)
é dificil em virtude da falta de absor¢ao na faixa do ultra-vio-
leta(UV), exceto paratricotecenosdo grupo B. Paratricotecenos
do grupo A, CLAE, com deteccao por UV, é aplicada somente
para amostras com altas concentragdes de toxina. Varios pes-
quisadores descreveram a determinacdo de tricotecenos por
CLAE ap6s derivagdo. A desvantagem deste método estd na
presenca de picos dos reagentes de derivacdo que interferem
com os picos de alguns tricotecenos®®1, Dentre os métodos
cromatograficos, acromatografiagasosa (CG) éatécnicamais
empregada na determinacdo de tricotecenos em diversos tipos
de amostras, com deteccdo por captura de elétrons (CE),
espectrébmetro de massas (EM) ou por ionizagdo em chama
(IC), respectivamente nesta ordem.

A cromatografia gasosa (CG), apesar de necessitar de
extensas e trabal hosas etapas de limpeza, oferece altaresolu-
¢a0 na separacao através do emprego de colunas capilares. A
seletividade e sensibilidade v8o depender do sistema de
deteccdo empregado. A versatilidade da CG facilita o desen-
volvimento de métodos para analises de rotina no caso de
amostras contendo varios tricotecenos’. Esta técnica inclui
etapas de extracdo, limpeza, e namaioriados casos, umarea-
¢ao de derivagdo compativel com o sistema de deteccéo utili-
zado. Os solventes empregados na etapa de extracdo sdo de
carater polar, como o metanol e aacetonitrilaem misturas com
agua. Quando a extragéo é feita com metanol, uma etapa de
clarificagdo se faz necessaria. Um dos agentes precipitantes
mais utilizados é o sulfato de aménio. Dependendo do tipo de
amostra, quando muito gordurosa, ha a necessidade de uma
etapa de desengorduramento, norma mente, com n-hexano. Na
etapa de limpeza, ou isolamento das toxinas, € comum o em-
prego de colunas de extragdo em fase sdlida (SPE), e os
adsorventes mais utilizados sdo carv@o ativo, celite, alumina,
silicagel, Florisil individualmente ou em misturas®”1013,

A reacdo de derivagdo, previamente a separagao
cromatograficaagas, é necessariaparamelhorar avolétilidadee
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outras propriedades cromatogréficas dostri cotecenos. Os agen-
tes de derivacdo mais empregados para tricotecenos sdo o
anidrido trifluoroacético (TFAA), o heptafluorobutirilimidazol
(HFBI), o anidrido heptafluorobutirico (HFBA) e o
pentafluoropropionilimidazol (PFPI).

Tendo em vista que dentre as técnicas cromatogréficas
a cromatografia gasosa oferece melhor resolugéo e sensibili-
dade nadeterminac&o de tricotecenos, o presente trabalho ava
liou os métodos disponiveis, para este grupo de toxinas, base-
ados nesta técnica que melhor se adaptassem as condic¢Ges dos
laboratdrios nacionais em termos de simplicidade, baixo custo
de reagentes e uso de instrumentos mais facilmente encontra-
dos em nossos laboratérios. Como detector foi escolhido o de
ionizag&o de chama (FID) por este ser mais comum em labora-
térios nacionais que detectores de captura de elétrons, apesar
do Ultimo ter sido muito mais utilizado com tricotecenos. A
adequacgdo do FID, no entanto, foi demonstrada em trabalhos
anteriores®>. O DON, o0 T2 e o DAS foram os tricotecenos se-
lecionados para os testes devido ao primeiro ter sido 0 mais
encontrado em cereais no mundo todo e o fato dos dois Ultimos
serem 0s mais toxicos dentre os tricotecenos nao
macrociclicos'®. Asetapas seguidasnaavaliacdo de metodologia
foram: (@) avaliacdo de agentes de derivacdo, b) avaliacdo de
sistemas de extracdo e limpeza para amostras de milho, e c)
validagdo dametodol ogiaescol hidaparadeterminacdo de DON,
DAS e T2 em milho.

MATERIAL E METODOS

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 0 momento
da andlise.

2. Padr Ges

As solugdes 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 & Soares®, e obtendo-se aconcentragéo de 100 pug/mL.
Assolugdestrabal ho foram preparadas em concentracdo 40 ug/
mL para cada toxina e acondicionadas em frascos ambar veda-
dosearmazenadosa—18 °C.

Metil araguidato (Poly Science) foi usado como padréo
interno e a solucéo estoque foi preparada pesando-se 5 mg de
metil araquidato, dissolvendo em 10mL de n-hexano (grau
cromatografico) obtendo-se a concentragéo de 500 ug/mL. A
solucéo trabalho foi preparada em concentragdo 100 pg/mL.
Esta solug&o foi acondicionada em frasco &mbar vedado e ar-
mazenado a —18°C.

3. Reagentese Adsorventes
Anidrido trifluoroacético (Merck), Heptafluoro-
butirilimidazol (Pierce), carvdo ativo (60 mesh e 100-400 mesh/
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Sigma), celite, alumina, Florisil (100-400 mesh/Merck), Amberlite
|RP-64 (100-400 meshv/Sigma), Amberlite CG-50 (100-200 mesh/
Sigma) e Amberlite| R-120 (Merck).

4. CondigbesCromatogr &ficas

Foi empregado um cromatégrafo agas (Varian, modelo
Star 3400cx, com detector de ionizacdo em chama e injetor
modelo 1078. Coluna capilar DB-1701 (J& W Scientific) com
15 metros de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
0,25 um de espessura de fase estacionéria (14% cianopropil-
fenilmetil polisiloxano), nas seguintes condi¢des. temperatura
doinjetor (275 °C), temperaturado detector (300 °C), programa:
¢ado dacoluna(100 °C/1 min, 6 °C/min até 220 °C/20 min), vazdo
dogésdearaste(3,6 mL/min) efluxodelimpezadoinjetor (50 mL/
min). O volumedeinjecdofoi 1 uL, o modo deinjecdo splitlesse
o tempo de splitless (0,75 min). Software de integracdo dos da-
dos, Varian Star versdo 4.5.

5. Avaliagdo de Reagentesde Derivacao
Dois agentes de derivagdo foram testados o HFBI
(heptafluorobutirilimidazol) eo TFAA (anidrido trifluoracético).
5.1. Derivag@o com HFBI: esta derivacdo foi realizada
conforme o método de Furlong & Soares (1995)3.

Tabela 1. Sistemas de extracdo e limpeza testados na determi-
nacdo de tricotecenos em milho.

Solvente deextragdo Etapasdelimpezadeextrato

Clarificagéo com (NH,),SO,?

Partic&o paracloroformio®
Colunacarvéo:aluminacelite (0,7:0,5:0,3)2
Clarificagdo com (NH,),SO,?

Particéo paraclorof6rmio®

ColunaFlorisil (2g)

Clarificagdo com (NH,),SO,?

Particéo paraclorof6rmio®
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Colunaauminacarvao:resinatrocadorade

Metanol:4% KCl (9+1)3

Metanol:4% K Cl (9+1)°

Metanol:4% K Cl (9+1)°

Acetonitriladgua (84+16)7
Acetonitrila:égua (3+1)*8
Acetonitriladgua (85+15)°

jons (20+1+40)°

Acetonitriladgua (85+15)° Colunaauminacarvao:resinatrocadorade
jons(2,3+1,9+2,0)

Acetonitriladgua (3+1)*8 Colunaauminacarvéo:resinatrocadorade
jons(2,3+1,9+2,0)

Metanol ColunaC18“

Colunasilicagel

Clarificagdo com (NH,),SO,'
Parti 8o paraacetato deetila'®
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Clarificagdo com (NH,),SO, ¢
Parti¢&o com acetato de etilat®
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Clarificagdo com (NH,),SO,2
Parti¢&o paradiclorometano
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)

Metanol:&gua (1+1)%°

Metanol:agua (7+3)%

Metanol:4% K CI (9+1)°

5.2. Derivagdo com TFAA: paraestereagente de deriva-
a0 duas basesforam testadas, o bicarbonato de sodio (NaHCO,)
eapiridina

5.2.1. Reagdo em presenca de bicarbonato de sddio
(TFAA/NaHCO,): 20 mgdeNaHCO, €200 uL de TFAA foram
adicionados a um residuo de padréo ou amostra e levados ao
banho-mariaa60 °C por 60 minutos. Apos esfriar, n-hexano foi
adicionado e aseguir amisturafoi evaporada. Foram adiciona-
dos500 uL detolueno eduasvezes 1000 uL de aguadeionizada.
Uma aliquota da fase organica foi transferida para um frasco
contendo o padréo interno e a solugdo foi seca. O derivado
seco foi ressuspendido em 100 ul de n-hexano e injetado no
cromatégrafo agés.

5.2.2. Reagdo em presencadepiridina(TFAA/piridina):
Foram adicionados 1000 pl desolu¢do de 1,5 mg/mL depiridina
em tolueno:acetonitrila(95:5) e 200 ul de TFAA ao residuo de
padréo ou amostra e levados ao banho-maria a 60 °C por 60
minutos. Foram ent&o adicionados 2 vezes 1000 ul de KH,PO,
5%. Umaaliquotadafase organicafoi transferidaparaum fras-
co contendo padr&o interno. A solugdo foi seca, ressuspendida
com 100 pl den-hexano e andlise cromatograficarealizada.

6. Avaliacdo de Sistemasde ExtracdoeLimpeza
Os sistemas de extragdo e limpeza testados estéo dis-
postos na Tabela 1.

RESULTADOSE DISCUSSAO

1. Escolhadoreagentedederivagéo e otimizacgao de condigdes

Dois reagentes de derivagao foram escol hidos parates-
te devido ao seu amplo uso na determinagéo de tricotecenos, o
heptafluorobutirilimidazol (HFBI) e o anidrido trifluoroacético
(TFAA). Um outro grupo de reagentes, os agentes de sililagéo,
foram ignorados devido ao fato de muito rapidamente causarem
depdsitos no detector aumentando as despesas com a manu-
tencdo do instrumento.

A derivagdo do DON com HFBI gerou um cromatograma
com poucos picosaém do tri-heptafluorobutiril desoxinivalenol
(DON-tri-HFB) e do padrdo interno (Pi). A &rearelativa (Area
son/Area,,) obtidafoi 1,24. A derivagio do DON com TFAA em
presenca de bicarbonato de sddio produz o tri-trifluoroacetil
desoxinivaenol (DON-tri-TFA). O cromatogramaresultante apre-
sentou menos picos que o gerado com o HFBI. A reacdo produ-
Ziu um derivado para o qual o detector apresentou maior sensi-
bilidade, em virtude do aumento dadrearelativa (Area, . /Area
»)- Com este sistema de derivago, a (Area /Area ) obtida
foi 1,82. A reacdo de DON com TFAA foi também testada em
presencade piridina. O composto formado, como anteriormen-
te, foi 0 DON-tri-TFA. Houve um aumento naérearelativa (Area
DON/Area 5), ue passou de 1,82 para 2,62. Este aumento pro-
porcionou autilizag@o de quanti dades bem menores de solugéo
padrao dos tricotecenos, aumentando assim a sensibilidade do
método. Portanto, em virtude desta vantagem apresentada pelo
sistemadederivacdo TFAA/piridinaem comparagdo com o HFBI,
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o primeiro foi o sistema escolhido para as derivagbes dos
tricotecenos no presente trabalho (Figura 1).

2. Avaliacdo desistemasdeextracdo elimpeza

V&ios sistemas de extragdo e limpeza foram testados
(Tabela 1) e amaioriaapresentou desde dificul dades de execu-
¢&o, tais como formacdo de grénulos no fundo davidraria, dis-
solucdo incompleta em etapas de re-suspensao e ainda presen-
cavisivel de gordura nos extratos. Nas diferentes colunas de
limpeza, variantes dos solventes de eluicdo propostos foram
também testados. Uma etapa de desengorduramento foi acres-
centada nos casos em que a presenca de gordura era observada
e esta foi realizada previamente a andlise em aparelho de
Goldfisher por 3 horas.

Para limpeza, trés tipos de resinas trocadoras de ions
(Amberlite IR-120, IRP-64 e CG-50) foram testadas na mon-
tagem das colunas. Todas as colunas precisaram ser eluidas
sob vacuo, em virtude da granulometria tanto do carvao (100-
400 mesh) como dasresinas Amberlite |RP-64 (100-400 mesh)
e CG-50 (100-200 mesh). Os testes de recuperagéo realizados
com padréo de toxina T2 puro nas colunas apresentaram bai-
xos resultados, isto €, atoxinaficavaretidanacoluna. A colu-
na gque continha a resina Amberlite IR-120 reteve 37% da to-
Xina, jaas resinas Amberlite IRP-64 e CG-50 retiveram 83% e
77% respectivamente.

Dosdiversos sistemastestados o Unico aapresentar uma
recuperacéo adegquada, acompanhada de cromatogramas sem
interferentes e auséncia de dificul dades de execuc&o, foi méto-
do deextragdo descrito por Furlong & Sores(1995)3, combinado
com acolunadelimpezade Romer (1986)%3. O método resultante
esta descrito a seguir.

Homogeneizar cinquenta gramas de amostra com
270 mL de metanol e 30 mL de cloreto de potéssio 4% por 5

02 035
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o005
—
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~
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Figura 1. Perfil cromatogréfico de uma mistura de padrdes de
DON, DASeT2 derivadoscom TFAA em presencade piridina.
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minutosem liquidificador. Filtrar, tomar umaaliquotade 150 mL
eproceder aclarificagdo com 150 mL de sulfato deamdnio 30%
€50 cm? de celite. Novamente tomar umaaliquotade 150 mL e
colocar em um funil de separacéo ja contendo 150 mL de agua
destilada. Redlizar a particdo, lentamente por 3 minutos, com
15 mL de diclorometano. Deixar em repouso por 10 minutos e
recolher todaafase organicaem um béquer de 50 mL. Proceder
novamente a particdo e recolher a fase organica no mesmo
béquer anterior. Agitar por 20 segundos em ultra-som para
homogeneizar os extratos. Tomar uma aliquota de 15mL secar
em banho de &gua a 50 °C e proceder a etapa de limpeza. O
volumerestante (extrato B) secar e guardar (a—18 °C) pararea
lizar reacBes de confirmacdo de identidade quando a amostra
estiver contaminada.

Paralimpar o extrato A seco, dissolvé-locom5x 1 mL de
acetonitrila:agua (84:16) eaplica|o nacolunadeauminacarvéo
(2,3:1,9). A colunadeve ser previamente preparadaem umaco-
lunadevidro com 1,5 cm de didmetro interno e recheadaa seco
com 1,1 cmdeauminaseguidade4,0 cmdecarvao ativo e, em
seguida, condicionadacom 15 mL de acetonitrila:dgua (84:16).
O topo e abase do recheio devem ser forrados com 1& de vidro.
Eluir aamostra com 40 mL de acetonitrila:dgua (84:16) auma
vazao de 1 mL/min. Concentrar o €luato, em banho de agua a
80 °C, até cercade 2 mL e transferi-lo quantitativamente para
frasco dereacdo de4 mL esecéalo

Ao extrato seco adicionar 1 mL de soluc&o de 1,5 mg/
mL de piridinaem tolueno:acetonitrila(95:5) €200 uL de TFAA.
Levar abanho de aguaa60 °C por 60 minutos. Deixar esfriar a
temperaturaambiente, adicionar 1 mL de KH,PO, 5% e agitar
por 30 segundos em ultra-som. Tomar umaaliquotade 850 pL
e colocé-laem um segundo frasco contendo 1 mL de KH,PO,
5% e agitar novamente. Tomar umaaliquotade 650 uL ejunté
laao padréo interno (3 ug) num terceiro frasco. Secar a50 °C
sob leve fluxo de N,,. Re-suspender com 100 uL de n-hexano
(grau cromatografico) e analisar por cromatografiagasosanas
seguintes condi¢les. temperaturainjetor (275 °C), temperatu-
rado detector (300 °C), programagéo dacoluna (100 °C/1 min,
6 °C/ min até 220 °C/20 min), vazéo do gasde arraste (3,6 mL/
min) e fluxo delimpezado injetor (50 mL/min). O volumede
injecdofoi 1 uL, o modo deinjecdo splitlesseotempo deinicio
paraapurga (0,75 min).

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

3. Validag@ointralaboratorial dametodologia escolhidapara
determinagéo detricotecenosem milho

A recuperacdo e a repetibilidade foram testadas em
amostras artificialmente contaminadas com 0,5 pug/g de cada
tricoteceno (DON, DAS, T2). Asamostras, assim contaminadas,
foram extraidas e clarificadas de acordo com o método de Furlong
& Soares (1995)3, passadas pela coluna de alumina:carvao
(2,3:1,9) Romer (1986)%, eluidas com acetonitrila:dgua(84:16) e
derivadascom TFAA-piridina.

Dezoito repeticoes foram realizadas para se obter osva-
lores médios de recuperacéo e repetibilidade do método. Os
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Figura2. Perfil cromatogréafico de umaamostrade milho pipoca
ndo contaminada utilizando o sistemade extracdo elimpezades-
crito por Furlong & Soares® combinado a colunade limpezade
Romer®3 (Pi = padréointerno) esubmetidaaderivaco com TFAA.

valores médios de recuperacao foram 72% paraDON, 88% para
DAS e 87% para T2. A repetibilidade do método mostrou-se
adequada com desvios padréo relativos (RSD) de 9,8% para
DON, 6,3% paraDASe6,6% paraaT2. Ascurvasde calibracdo
doDON, daT2edo DASforamlinearesde 10a65 ng/uL, de10
a65 ng/uL ede10a85 ng/uL respectivamente.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo do método
foram calculados de acordo com o sugerido pela “American
Chemical Society”* com aseguinte modificacdo: emvez deme-
dir o ruido em um cromatograma de uma amostrando contami-
nada (um branco), umaamostrango contaminadafoi fortificada
com padréo de cada tricoteceno (DON, DAS e T2), derivada
com TFAA-piridinaeinjetada’5 vezes no cromatégraf o gasoso.
O desvio padréo (RSD) destasinjecdesfoi entdo cal culado for-
necendo uma medida do ruido do instrumento nas condicGes
usadas na andlise. Esta maneira de medir ruido € usada em al-
guns campos de espectroscopia e é de obtencdo maissimples
parao analistae o ruido de curto prazo € 0 mesmo paraamostra
ou linhade base conforme pode ser observado na pratica quan-
do niveisbaixosdo analito, proximos ao limite de detecgéo, sdo
empregados. O limite de deteccdo de cadatricoteceno foi deter-
minado como sendo a menor quantidade capaz de gerar um
sinal trésvezesmaior que o ruido. O limite de quantificagdo foi
determinado como a menor concentragdo que produzisse um
sinal cinco vezesmaior que o limite de deteccdo. Os limitesde
deteccdo do método proposto foram 30, 50 e 40 ng/g e os de
quantificag8o foram 150, 250 e 200 ng/g paraDON, DASe T2,
respectivamente.
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Figura3. Perfil cromatografico de umaamostrade milho pipoca
nao contaminada enriquecidacom padrdesde DON, DASe T2
eextraidaelimpapel o sistemade extragdo elimpezadescrito por
Furlong & Soares® combinado a coluna de limpeza de Romer'3
(Pi = padrdo interno) e submetidaaderivaco com TFAA.

CONCLUSOES

Quanto ao método de extragdo elimpeza, o melhor resul -
tou da combinag&o do sistema de extragdo e limpeza descrito
por Furlong & Soares (1995)3 combinado com colunadelimpeza
deauminacarvao (2,3:1,9) preconizadapor Romer (1986)"3.

Avaliacdo intralaboratorial incluiu recuperacéo e
repetibilidade as quais foram testadas em amostras contami-
nadas com 0,5 ug/g de cada tricoteceno (DON, DAS T2). Os
valores médios de recuperacdo foram 72% para DON, 88%
para DAS e 87% para T2. A repetibilidade do método mos-
trou-se adequada com desvios padréo relativos (RSD) de 9,8%
para DON, 6,3% para DAS e 6,6% para a T2. As curvas de
calibracdo do DON, da T2 e do DAS foram lineares de 10 a
65 ng/uL, de 10 a 65 ng/uL e de 10 a 85 ng/uL respectiva-
mente. Os limites de deteccdo obtidos para cada tricoteceno
foram 30 ng/g paraDON, 50 ng/g paraDASe 40 ng/g paraT2.
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Dos reagentes de derivagdo testados, heptafluorobutiri- AGRADECIMENTOS
limidazol (HFBI) e anidrido trifluoroacético (TFAA), o TFAA
gerou mel hores resultados, cromatogramas limpos e necessitou
de menores quantidades de padr&o de tricotecenos, tornando o

método mais sensivel.

A primeiraautora, A.Q. Oliveiraagradece a Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo — FAPESP, pela
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Oliveira, A.Q.; Vaente Soares, L.M. Evauation of analytical methodsfor the determination of trichothecenes
incorn by gaschromatography. Rev. I nst. Adolfo L utz, 60(2):129-134, 2001.

ABSTRACT. Extraction and cleanup systemswere evaluated for the determination of trichothecenesin
corn by gas chromatography with flameionization detector. The extraction and cleanup method described
by Furlong & Soares (1995), combined with the Romer (1986) cleanup column exhibited the best resullts.
Theextraction used methanol: 4% potassium chloride (9:1), followed by aclarification with 30% ammonium
sulfate, and partition with dichloromethane. The extract was then passed through an alumina:carbon
column (2.3:1.9) and €l uted with acetonitrile:water (84:16). Trifluoroacetic anhydridein the presence of
pyridine was used for derivatization before injection in agas chromatograph with an ionization detector.
The averagerecoverieswere 72% for deoxynivalenol (DON), 88% for diacetoxyscirpenol (DAS) and 87%
for toxin T2 (T2). The detection limitswere 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 € 6.6% for DON,

DAS, and T2, respectively.

KEY WORDS. Corn, mycotoxins, trichothecenes, deoxynivalenol, diacetoxyscirpenol, toxin T2.
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Corréa, C.M.D.; Oliveira, JJ.V.; Tornisielo, V.L. Avaliacao de residuos de Endosulfan em matriz devagem
e soja para comparacdo de dois sistemas de aplicag@o do produto formulado. Rev Inst. Adolfo Lutz,
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RESUM O. O objetivo deste trabalho foi determinar os niveisde residuos de a-endosulfan, 3-endosulfan
e sulfato de endosulfan na vagem e no gréo de soja. A soja foi cultivada em uma area de 900 m?,
divididaem trés parcelasiguais, sendo uma parcela reservada para a soja testemunha, sem aplicacéo de
endosulfan, e as outras duas reservadas para pulverizagdo deste inseticida por meio do sistema manejo
integrado de pragas (MIP) e do sistema convencional. Os niveis de residuos de endosulfan foram
quantificados por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons (Ni®). Foram encontrados
na vagem cerca de 6 e 7 vezes mais residuos de endosulfan total do que no gréo de soja, nos sistemas
MIP e convencional, respectivamente. Em ambos os sistemas, ndo foram detectados a presenca de
sulfato de endosulfan dentro do limite de quantificagdo do método de 0,5 mg/kg para o gréo de soja e
0,1 mg/kg paraavagem de soja. Em relagdo aos resultados obtidos conclui-se que a vagem apresentou
um efeito protetor a penetracdo do inseticida no gréo. Ambos os sistemas foram eficientes no combate
as pragas, porém sugere-se 0 uso do MIP porque resultou em menor contaminagdo do gréo. A soja
estava adequada para consumo em relagéo a Legislacdo Brasileira de Residuos de Pesticidas.

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

INTRODUCAO ocupando uma posicao de destaque entre os produtos agrico-

las. Isto porque esta leguminosa é um alimento que apresenta

Entre os produtos agricolas que alimentam apopulagdo  um alto valor nutritivo, com uma composi¢do quimicaricaem
mundial, a soja vem apresentando extraordinaria expansdo e  6leos, vitaminas, alguns minerais como célcio e ferro e teor

1 EngenheiraAgronoma, M.Sc., Departamento de Ecotoxicologia—BIOAGRI LaboratériosL tda. — Piracicaba/SP. (e-mail: cdcorrea@bioagri.com.br).

2 Quimico, Pesquisador Cientifico, Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Centro de Quimica de Alimentos e Nutri¢io Aplicada. Campinas/SP. (e-mail:
jorgejvo@ital .org.br).

3 Secdo de Ecologia, Centro de EnergiaNuclear naAgricultura— CENA/USP— Piracicaba/SP. (e-mail: vitornis@cena.usp.br)
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protéico superior a34%. Destaca-se também como umacultura
de alta produtividade e facil adaptacdo em quase todas as regi-
Oes do globo?41,

Apesar dos aspectos promissores, aculturadasoja, pra
ticamente durante todo o seu ciclo, esta sujeita ao atague de
insetos que podem diminuir significativamente a produtivida-
de acarretando prejuizo para o sojicultor>°. A aplicagédo de
agrotoxicos no sistema convenciona tem sido uma das provi-
déncias necessarias para neutralizar o ataque desses insetos e
pragas e viabilizar a producéo de soja. Também o emprego de
agrotéxico associado ao tratamento através do manejo inte-
grado de pragas (MIP) é uma outra aternativa para combater
essas adversidades.

O MIP consiste em inspegdesregulares aslavouras para
verificar o nivel de atague, com base nadesfolha, no nimero e
tamanho da populagdo das pragas. Esta prética € feita com
pano de batida, técnica que consiste em bater duas linhas de
cultivo em direcdo ao pano branco de dimensfes 0,5 x 1,0 m,
colocado na entrelinha, junto ao solo, fazendo com que os in-
setos cailam no pano, possibilitando ser contados e avaliados
guanto ao estégio de crescimento®.

Embora a aplicagdo de agrotoxico seja imprescindivel
para combater os insetos, dependendo da forma como é admi-
nistrado e devido as suas propriedades toxicol 6gicas, 0 mesmo
pode causar danos a salide do consumidor. No caso da cultura
dasoja, 0 agrotdxico endosulfan tem se mostrado eficiente para
o controle de grande variedade de pragas. Apesar da proibicdo
do uso dos organoclorados ha agricultura, Portaria 95/85 de
21/11/1985, o endosulfan teve seu uso liberado, porém restrito
a algumas culturas, entre elas a soja, mediante prescri¢do do
receituario agronémico?®.

Em func8o destes aspectos, 0 objetivo deste trabalho
foi quantificar osniveisde residuos dosisdmeros o.-endosulfan
e B-endosulfan e de seu principal metabdlito, sulfato de
endosulfan, na vagem e nos gréos de soja.

MATERIAL E METODOS

Cultivo da soja e aplica¢do de endosulfan

A soja de variedade IAC 8-2 foi cultivada no campo
experimental do Departamento de Genética da Escola Superi-
or de Agriculturaluiz de Queiroz-ESAL Q/USP em Piracicaba,
S30 Paulo em uma area de 900 m?, isenta de qualquer aplica
¢éo anterior de endosulfan. Esta areafoi dividida em trés par-
celas iguais de 300 m?, sendo uma parcela reservada para o
cultivo da soja testemunha (sem aplicagdo do inseticida) e as
outras duas reservadas para os tratamentos nos sistemas MIP e
convencional, os quais foram submetidos a pulverizacées com
0 produto comercial Thiodan 35 CE (1,25 L/ha), aplicado nas
doses recomendadas pela EMBRAPAS® de 371 g de i.aha e
1.113 g de i.alha, respectivamente.

Cada parcela apresentou uma populagéo de 40 plantas/
m?, sendo o espagamento adotado de 50 cm entrelinhase5 cm
entre plantas. A bordadura deixadafoi de 2,5 m, com finalida-
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de de evitar a contaminacdo entre os tratamentos. Foram
adotados para todas as parcelas os mesmos tratos culturais de
preparacdo do solo. O plantio dasojafoi realizado em marco e
a colheita efetuada em julho de 1997.

Coletadasamostras

Os gréos e as vagens foram amostrados em pds-col hei-
tamanuais, separados, homogenei zados em processador, acon-
dicionados em frascos de vidro de 500 mL, fechados com tam-
pas envolvidas em papel aluminio, transportadas em isopor
com gelo até o laboratério e armazenados em freezer a—18 °C
até a ocasido das andlises.

Preparacdo dos padrdes (a-endosulfan, B-endosulfan e
sulfato de endosulfan)

Foram utilizados os padrdes de o-endosulfan, B-
endosulfan e sulfato de endosulfan daHoechst Schering Agrevo,
Frankfurt, todos com indice de purezade 99%. Foram preparadas
em hexano grau residuo solugdes de 100 mg/L dos trés padrdes.
Em seguida, foram preparadas solugdes de concentragdes 10 mg/
L,50mglL,1,0mgL,05mg/L,0,1mg/L,0,05mg/L,001lmglL e
0,005 mg/L, apartir das solugdes estoques.

M étodo deextracdo deendosulfan navagem enasoja

O método de Luke €t al .8 foi empregado para extracéo
de a-endosulfan, B-endosulfan e sulfato de endosulfan na soja
e navagem, segundo descrito a seguir.

Pesou-se 10 g da amostra (vagem ou soja) em
erlenmeyer, adicionou-se 150 mL de acetona para residuo e
agitou-se em agitador horizontal durante 60 minutos. Sob pres-
sdo reduzida, o extrato foi filtrado em papel defiltro Whatman
n° 5, transferido para um bal&o volumétrico e completado o
volume para 200 mL com acetona.

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

O funil de separagéo foi vigorosamente agitado duran-
te 5 minutos e deixado em repouso para separacdo das fases
aguosa e organica.

Ap6s separacdo das fases, a fase aguosa inferior foi
transferida para outro funil de separacdo de 500 mL e a fase
organica foi reservada (fase A). Adicionou-se na fase aguosa
40 mL de diclorometano, agitou-se durante 1 minuto e dei-
XOU-Se em repouso até separacdo dasfases. Descartou-se afase
aguosa e afase organicafoi recolhida (fase B). Asfases orga
nicas (A e B) foram misturadas e filtradas em funil com sulfa-
to de sédio.

O filtrado foi recolhido em baldo de fundo chato de
125 mL, concentrado até aproximadamente 1 mL em rotavapor
atemperaturade 40 °C easeguir até asecuracom N.,.. O bal&o
foi lavado com 10 mL de hexano pararesiduo e o extrato trans-
ferido com pipeta Pasteur para um tubo concentrador, evapo-
rado com N, até 1 mL e analisado por cromatografiaagas.
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Fortificacio erecuperacdo

Para determinac8o da recuperagéo, 10 g de amostras de
vagem ede soja, ambastestemunhas, foram fortificadascom 1 mL
de 1,0 mg/L e0,1 mg/L com a-endosulfan e B-endosulfan; e 1 mL
de 5,0 mg/L e 1,0 mg/L para sulfato de endosulfan na soja e na
vagem, respectivamente. Apds fortificacdo, o endosulfanfoi ex-
traido segundo metodol ogia descrita acima.

Quantificacao deendosulfan nasojaenavagem

Para quantificaco de o-endosulfan, B-endosulfan e sulfa-
to de endosulfan foi utilizado o método do padrdo externo. Os
limites de quantificagéo do método, determinado experimentalmen-
te, foram de 0,01 mg/kg parac-endosulfan e 3-endosulfan, tanto na
vagem como ha s0ja, enguanto que para o sulfato de endosulfan
foi de0,1 mg/kg paraavagem e 0,5 mg/kg paraasoja. Asrelagles
aturado pico/ruido do detector paraoslimitesde quantificagdo de
0,01 mg/kg de o-endosulfan e 3-endosulfan e0,1 mg/kg desulfato
deendosulfanforam de22, 16 e 11, respectivamente.

As curvas de calibracéo construidas com 4 pontos,
nas quantidades injetadas de 0,005 ng, 0,010 ng, 0,015 ng e
0,020 ng para.o-endosulfan e 3-endosulfan e 0,05 ng, 0,10 ng,
0,15 ng e 0,20 ng para sulfato de endosulfan apresentaram
coeficientes delinearidade de 0,9974, 0,9951 e 0,9947, respec-
tivamente.

Para quantificacdo de endosulfan na soja e na va-
gem foi utilizado o cromatografo gasoso Varian 3.700 com
coluna 5% SE-30 (100-120) Supelcoport (1,5 m de compri-
mento, 2 mm de didmetro interno e 6 mm de didmetro exter-
no), equipado com detector de captura de elétrons (Ni®)
nas condi¢Bes previamente otimizadas com injetor a240 °C,
detector 320 °C e coluna com temperatura programada de
150 °C durante 5 minutos, gradiente de temperatura de
10 °C/min até 240 °C (5 minutos) com atenuagéo de 32x10.
Gas de arraste nitrogénio na pressdo de 6,8 atm. Registra-
dor Intralab operando a 2mv com velocidade do papel a
5 cm/hr.

Tabela 1. Recuperagéo de a-endosulfan, B-endosulfan e sulfato de endosulfan em amostras de soja (S) e vagem (V) fortificadas.

Metabdlitos Fortificagdo Recuperagao (%) Desvio Codficiente
(mg/kg) Padrao(+) Variacao (%)
N Amplitude Média
S Y, S \Y, S \Y S \Y S \Y
o-endosulfan 0,1 4 3 (97 - 118) ( 70 - 90) 107 80 10 10 9 12
001 2 5 (111 — 114) (100 — 120) 112 110 3 11 2 10
B-endosulfan 0,1 4 2 (79- 93 (103 - 113) 84 108 6 7 6
0.01 5 4 (77 - 120) (117 - 120) 97 118 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 — nimero de determinacfes. NR — ndo realizado. Sulfato Endo. — sulfato de endosulfan.
! (a) i L) i (£)
SE
&
3
., -,
L s SR L s TS e B L s ST B
a 15 30 min a 15 30 min a 1% 30 min

Figura 1. Cromatogramas com volumes de injegdo de 3,0 uL: (a) a-endosulfan (0,01 ug/mL), B-endosulfan (0,01 pg/mL) e
sulfato de endosulfan (SE) (0,5 ug/mL); (b) soja testemunha (1 g/5,0 mL); (c) vagem testemunha (1 g/10 mL). Condic¢Ges

cromatogréaficas (ver material e métodos).
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Figura 2. Niveis de residuos de endosulfan nos gréos de soja
tratados nos sistemas MIP e convencional.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Recuper agdesdasandlisesde endosulfan navagem enasoja

Utilizou-se 0 método de Luke et al.8, eliminando-se a
limpeza dos extratos por cromatografia em coluna, porque 0s
perfis cromatograficos dos extratos de soja e de vagem teste-
munhas ndo apresentaram picos interferentes, nos tempos de
retencdo dos isdbmeros e do metabdlito do endosulfan (Figura
1).

Osresultados das recuperacfes de endosul fan nasamos-
tras de vagem e sojaencontram-se na Tabela 1. Verifica-se que
as recuperactes dos isdmeros e do principal metabdlito do
endosulfan situam-se na faixa dos valores aceitos internacio-
nalmente (70% a 120%)*2.

Residuos de endosulfan na soja e vagem

Os niveis de residuos de endosulfan no gréo e na va
gem de soja encontram-se ilustrados nas Figuras 2 e 3, respec-
tivamente. Os alimentos s8o a principal fonte de exposicéo da
maioria da popul agdo aos agrotdxicos, principal mente aqueles
consumidos em média e grande quantidade. A soja esta en-
quadrada como um destes alimentos. Por outro lado, a vagem
sem os gréos, embora ndo seja utilizada como alimento, pode
representar uma importante fonte de contaminagdo do ambi-
ente, ou mais precisamente do solo, através da incorporagdo
de restos culturais.

A Legislagdo Brasileirade Residuos de Pesticidas esta-
belece 1,0 mg/kg como o Limite Maximo de Residuo (LMR)
para o endosulfan em soja, sendo este correspondente a soma
de a-endosulfan, B-endosulfan e sulfato de endosulfan®. Con-
forme pode ser verificado na Figura 2 os niveis de residuos de
endosulfan total nos sistemas MIP e convencional estdo abai-
x0 do LMR estabelecido por esta legisacéo.

Os niveis de residuos de endosulfan total encontrado
no presente trabalho foram menores do que os niveis obtidos
por Ferreiraet al .6, em trabal ho desenvolvido com sojapul veri-
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Figura 3. Niveis de residuos de endosulfan na vagem tratada
nos sistemas MIP e convencional .

zadaumaetrésvezes com endosulfan, nadosagem de525 gi.a/
ha. Estes pesquisadores detectaram niveis de endosulfan total
de 0,256 mg/kg e 0,597 mg/kg parauma e trés aplicagdes, res-
pectivamente.

Os niveis de residuos de endosulfan total navagem nos
sistemas MIP e convencional, foram respectivamente cerca de
6 e 7 vezes maiores do que os niveis encontrados nos graos de
soja.

No presente trabalho a maior quantidade de (-
endosulfan em relacéo a a-endosulfan nas amostras de vagens
e gréos, tanto no sistema M| P como no convencional, pode ser
explicado pela fotodegradacdo, que segundo Lehr?, apenas o
o~endosulfan sofre a descloragao fotoquimica, enquanto que o
B-endosulfan se apresenta como uma molécula mais estavel.

Com respeito ao metabolismo em plantas, Maier-Bode®
conclui que o endosulfan é metabolizado na superficie da
planta até o sulfato de endosulfan. Esta conclusdo foi poste-
riormente confirmadapor Aizawat. Em oposi ¢&o aos estudos
realizados por estes dois pesquisadores, verifica-se que de
acordo com os resultados obtidos tanto paraMIP, como para
o0 sistema convencional, ndo foi detectada a presenca de sul-
fato de endosulfan dentro do limite de quantificagdo do mé-
todo de 0,5 mg/kg para soja e 0,1 mg/kg para a vagem. A
ausénciado sulfato de endosulfan indica que osisdmeros o-
endosulfan e B-endosulfan ndo sofreram oxidag&o em amos-
tras de vagens e gréos. Como a oxidagdo é um processo qui-
mico diretamente ligado a exposi¢ao da molécula ao oxigé-
nio, a presenca do 6leo, junto a molécula de agrotoxico, su-
gere gue 0 mesmo possa estar atuando como uma barreira
fisico-quimica protetora, impedindo ainteragdo entre oxigé-
nio e o inseticidanas configuragfes isoméricas o-endosul fan
e B-endosulfan.

A colheita de soja cultivada em ambos os sistemas foi
satisfatoria e durante todo o periodo de cultivo ndo ocorreu
nenhuma incidéncia de pragas que pudesse inviabilizar a co-
Iheita final.
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CONCLUSOES aconselhavel porque além de ter sido eficiente no comba-
te as pragas, resultou em menor nivel de contaminacao.

O gréo de soja esta préprio paraconsumo, em ambos 0s
sistemas, em relacdo a Legislacdo Brasileira de Residuos de
Pesticidas.

A vagem apresentou um efeito protetor a penetracéo de
endosulfan no gréo em ambos os sistemas.
O cultivo de soja através do sistema MIP é mais

|RIALA6/905|

Corréa, C.M.D.; Oliveira, J.J.V.; Tornisielo, V.L. Evaluation of Endosulfan residue in pod and soybean
matrices for comparation of two aplication systems of formulated product. Rev Inst. Adolfo Lutz,
60(2):135-139, 2001.

ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate the residue level s of the a.-endosul fan,
B-endosulfan and endosulfan sulphate in pod and soybean. Soybean was cultivated in 900n?? 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 (Ni®). 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 0,5mg/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 resultsin low contamination level of food. The soybean was
adequate for eat in relation at Pesticide Residue Brazilian Legidlation.

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 regido de Ribeirdo Preto/SP. Dentre essas
usinas, dez foram submetidas a um estudo longitudinal, ou sgja, as amostras de |eite foram analisadas
durante 4 anos, sendo que cada ano correspondeu a um periodo. Os estabel ecimentos foram fiscalizados
por um médico veterinério do Servico de I nspecéo de Sao Paul o que, mediante osresultados das andlises
de leite, orientava 0s responsaveis pelas usinas. Dentre o total de amostras estudadas, observou-se que
estavam em desacordo com os padrdes fisico-quimicos e mi crobiol 6gicos, estabel ecidos pelalegislacéo
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 avaliac8o das dez mini e micro-usinas estudadas durante os 4 anos observou-se,
gquanto a qualidade microbiolégica, que o leite tipo B apresentou uma melhora a partir do terceiro
periodo de estudo; o do tipo Integral também no terceiro periodo e o do tipo C mostrou uma maior
reducdo na porcentagem de amostras em desacordo no segundo periodo e depois manteve niveis um
pouco mais altos no decorrer do estudo. Os dados mostraram que afiscalizagdo e orientagdo resultaram
em uma maior adegquagdo nas condicBes higiénico-sanitarias do leite. O mesmo ndo foi observado em
relacdo as caracteristicas fisico-quimicas.

PALAVRAS-CHAVE. Leite pasteurizado; mini e micro-usinas de beneficiamento; qualidade fisico-
guimica e microbiol6gica; Ribeirao Preto/SP.

* Do lnstituto Adolfo Lutz—Laboratério | de Ribeirdo Preto.

2 DaSecretériadaAgriculturae Abastecimento de S&o Paul o — Coordenadoriade Defesa Agropecuéria— Servigo de Inspegéo de Séo Paulo.

* Endereco paracorrespondéncia: Instituto Adolfo Lutz—Laboratério | de Ribeiréo Preto. RuaMinas, 877 — Campos Eliseos— Ribeiréo Preto/SP— CEP 14085-410.
Fone: (016) 625 5046 — Ramal 22 ou 24.
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INTRODUCAO

Por suariqueza de nutrientes, o leite é considerado um
alimento quase completo para a raga humana, sendo ampla-
mente comercializado e consumido pela populagéo, especial-
mente criangas e idosos.

As caracteristicas fisico-quimicas do leite podem ser
alteradas devido a alguns fatores tais como: nutricionais,
ambientais'*?, fraudes do produto, como por exemplo, adi¢do
de agual®22, dentre outros. A qualidade microbiolégica do
leite pode ser comprometida devido as condi¢des de higiene
durante a ordenha, de limpeza de utensilios e equipamentos
antes e apds a pasteurizagdo e até mesmo das condi¢des climé
ticas daregido, dentre outros fatores!®!’. O |eite oferece condi-
¢Oes excelentes para a multiplicagdo de microrganismos, em
curto espaco de tempo.

O leite pasteurizado é classificado em tipo A, B, C e
Integral?, de acordo com asuaorigem. O leitetipo A é produ-
zido, resfriado, pasteurizado e envasado em granjas leiteiras.
O leitetipo B é produzido e resfriado em estabulos 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 estabel ecimentos tem
caracteristicas préprias®.

As usinas de beneficiamento s80 os estabel ecimentos
destinados ao beneficiamento do leite com produgéo acima de
3000 litros didrios. As mini-usinas de beneficiamento sdo os
estabelecimentos que produzem e/ou recebem, beneficiam e
empacotam leite até 3000 litros didrios. As micro-usinas de
beneficiamento sdo os estabel ecimentos que produzem, bene-
ficiam e empacotam até 3000 litros de leite diarios®.

Tratando-se de leite tipo A, B ou C as mini e micro-
usinas devem obedecer as normas proprias enquanto para o
leite tipo Integral devem seguir os padrdes estabelecidos na
Resolucdo SAA-24 de 1 de agosto de 1994 publicada no Di&
rio Oficial do Estado de S&o Paulo de 2 de agosto de 1994%
onde consta, inclusive, que as provas microbioldgicas e
enzimaticas devem ser realizadas periodicamente. O controle
didrio é exigido apenas para as provas fisico-quimicas.

Estudos visando avaliar a qualidade do leite pasteuri-
zado vém sendo realizados em diferentes regides do Estado de
S0 Paul 0122224 sendo que os autores tém apontado os princi-
pais problemas de qualidade desse produto sem fazer distin-
¢ao entre o leite proveniente de mini e micro-usinas de
beneficiamento e as de maior porte.

Garrido et al.'* avaliaram 697 amostras de leite
comercializadas naregido de Ribeiréo Preto/SP e observaram
umamaior porcentagem de amostras de leite Integral, de mini
emicro-usinas, com qualidadeinferior, quando comparado com
o tipo B e C, provenientes principalmente de usinas de grande
porte, sugerindo a necessidade de umamaior aten¢éo paraesse
produto.

Esse estudo teve por objetivo verificar as condicOes
microbiol égicas e fisico-quimicas dos leites tipos C, B e Inte-
gral produzidos e/ou empacotados por mini e micro-usinas da
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regido de Ribeirdo Preto/SP, avaliando-seinclusive aevolucdo
desta qualidade através da andlise de amostras de leite de a-
guns estabel ecimentos que receberam orientacdo e supervisao
durante o periodo de estudo.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram analisadas no periodo 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 daregido de Ribeirdo Preto/SP, sob a
fiscalizacdo do Servico de Inspecéo de Sdo Paulo (SISP) ou
Servigo de Inspec&o Municipal (SIM).

As amostras de leite foram coletadas no comércio ou
diretamente nas usinas, sendo transportadas em recipientes
térmicos até o laboratdrio. As temperaturas das amostras na
hora da colheita, transporte e recebimento no laboratério fo-
ram sempre iguais ou inferiores a 10 °C. A colheita, o recebi-
mento e a andlise 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 periodos, ou sgja, primei-
ro periodo — 1995, segundo periodo — 1996, terceiro periodo —
1997 e quarto periodo — 1998. Estes estabel ecimentos foram
fiscalizados durante todos esses periodos por um médico vete-
rindrio do SISP que, mediante os resultados das andlises de
leite, orientava os responsaveis pela produgdo nas usinas.

Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas utilizan-
do-se os métodos oficiais exigidos pela legislacdo vigente?1s:
acidez, determinada através do acidimetro de Dornic; densi-
dade a 15 °C determinada pelo termolactodensimetro de
Quevenne; gordura pelo butirdmetro de Gerber; indice de re-
fragdo no soro cuprico a 20 °C, através do refratdmetro de
imersdo 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 subtrac&o do teor de gordura
do extrato seco total.

Analises microbiol6gicas

As analises microbiol dgicas foram realizadas segundo
0 método recomendado pela APHAS3: contagem padréo em pla-
cas com incubacéo a 35 + 1 °C/48 h pelo método de semeadu-
raem profundidade, em agar padrdo; determinacdo quantitati-
va de bactérias do grupo coliforme pelo método de fermenta-
¢do em tubos multiplos (NUmero Mais Provavel) em caldo
lactosado-bile-verde brilhante a 2% e incubagdo a 35+ 1 °C/
48 h; determinagdo quantitativade bactérias do grupo coliforme
de origem fecal pelo método de fermentacdo em tubos muilti-
plos (NUmero Mais Provavel) em caldo Escherichia coli a
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445 + 0,2 °C/24 h e pesquisa de Salmonella sp com algumas
modificagBes em relacdo a substituicdo do caldo de pré-enri-
guecimento por agua peptonada 1% tamponada e do meio de
identificagdo presuntiva pelo Rugai modificado (IAL)*® eain-
troducéo do meio de enriquecimento seletivo Rappaport-
Vassiliadis e de isolamento agar verde brilhante.

Avaliacdo da qualidade do leite

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas e
microbiol 6gicas foram comparados com os val ores estabel eci-
dos pelalegislagdo>6723,

RESULTADOS

A fregiiéncia de amostras de leite pasteurizado prove-
nientes de mini e micro-usinas daregiéo de Ribeirdo Preto/SP
em desacordo com os padrdes estabel ecidos pelalegislagdo em
vigor quanto ao exame microbiol 6gico e andlises fisico-quimi-
cas é apresentada na Tabela 1.

Na Tabela 2 estéio mostradas as caracteristicas fisico-
guimicas das amostras estudadas de acordo com o tipo de lei-
te. Asandlisesfisico-quimicas que com maior freqiiénciaapre-
sentam valores inferiores aos minimos estabelecidos pela le-
gislacdo foram; em ordem decrescente: indice de refragdo (85
amostras), acidez (41), extrato seco desengordurado (21), den-
sidade (20), extrato seco total (13) e gordura (5).

Tabela 1. Fregiiéncia de amostras del eite pasteurizado de mini
e micro-usinas da regido de Ribeirdo Preto/SP em relacdo a
legislagdo em vigor.

Tipodeleite Deacordo Emdesacordo  Emdesacordo
quanto asandlises  noexame
fisco-quimicas  microbioldgico
n % n % n %
C (n=123) 69 56,1 19 15,5 40 325
B (n=86) 38 44,2 32 37,2 28 32,6
Integral (n=181) 81 44,8 56 30,9 56 31,0

A prova de peroxidase foi negativa em 22 amostras.

A Tabela 3 apresenta a distribuicéo de microrganismos
mesdfilos, coliformes totais e coliformes fecais nas amostras
de leites pasteurizados de mini e micro-usinas.

N&o foram encontradas Salmonelas em nenhuma das
amostras estudadas.

A Tabela 4 mostra a porcentagem de amostras em de-
sacordo com os padrdes estabelecidos para as analises
microbioldgicas e fisico-quimicas, durante os quatro anos de
avaliag8o de dez mini e micro-usinas da regido de Ribeiréo
Preto/SP.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As alteracOes das caracteristicas fisico-quimicas ocor-
reram com maior frequéncia nas amostras de leite tipo B
(37,2%) e no tipo Integral (30,9%), com uma reducéo para
15,5% no leite tipo C. Essas porcentagens sd0 mais atas do
que as encontradas por Garrido et al.** estudando leitetipo B e
C provenientes, principamente, de usinas de maior porte e
comercializadosnamesmaregido. Essesautoresverificaram que
3% e4,3% deamostrasdeleite C e B, respectivamente, estavam
em desacordo com os padrdes fisi co-quimicos estabel ecidos na
legislac&o. Por outro lado, Santos et al.? ao estudarem aquali-
dade do | eite pasteurizado da regido de S&o José do Rio Preto/
SP, observaram 25% de amostras com irregul aridades quanto as
caracteristicas fisico-quimicas. Em outros estados do Brasil,
estudos realizados nos Ultimos 6 anos, mostraram que a quali-
dade fisico-quimica do leite varia muito de umaregido paraa
outra. Padilha et al .*® observaram adi¢o de agua em 62,1% de
amostrasdeleite nacidade de Recife/PE. Abreu et al .* estudan-
doaqualidadedoleite C em Lavras’MG, encontraram todas as
amostras de acordo com alegislagéo.

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que leites
com alteraces fisico-quimicas ocorreram principa mente em
relacdo ao indice de refrag@o no soro cuprico, tendo 21,3% das
amostras apresentado val ores abaixo do minimo exigido, o que
sugere aguagem ou probl emas tecnol 6gicos*??, como por exem-
plo, o fato que foi observado pelo fiscal do SISP em uma das

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos | eites pasteurizados de mini e micro-usinas tipos C, B e Integral, produzidos €/ou
empacotados por mini e micro-usinas da regido de Ribeir&o Preto/SP.

Andlisefisico-quimica

Tipo deleite pasteurizado

C (n=123) B (n=86) Integral (n=181)
Mediana Faixa Variacdo Mediana FaixaVariacdo Mediana Faixa Variacdo
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 (%) 44 2,0-5,7 45 2970 45 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
ind.Refr.Soro Cuprico (°Zeiss) 374 35,1-38,7 37,0 35,2-38,2 37,2 32,0-39,0
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Tabela 3. Distribuicéo de microrganismos mesdfilos, coliformes totais e coliformes fecais nas amostras de leites pasteurizados

de mini e micro-usinas daregido de Ribeirdo Preto/SP.

Microrganismos

Tipo deleite pasteurizado

C (n=123) B (n=86) Integral (n=181)
n % n % n %
Mestfilos (UFC/MI)
<8x10* 122 99,2 86 100 179 98,8
8,1x10*—3x 10° 0 0 0 0 01 0,6
>3,1x10° 1 0,8 0 0 01 0,6
Coliformestotais(UFC/mL)
0-4 7 62,6 62 72,1 124 68,5
41-10 23 18,7 10 11,6 19 10,5
>10 23 18,7 14 16,3 38 21,0
Coliformesfecais(UFC/mL)
0-1 84 68,3 65 75,6 144 79,5
11-2 33 02 23 03 1,7
>2 28,4 19 22,1 34 18,8

Tabela 4. Avaliagéo longitudinal da qualidade do leite pasteurizado de mini e micro-usinas da regido de Ribeirdo Preto/SP.

Periodo TipoC (n=99) TipoB (n=81) Tipo Integra (n=33)
A DFQ DM Total DFQ DM Total A DFQ DM Totd
n(%) n®%) n(%) n%) n(%) n(%) n(%) n%) n(%)
Primeiro (n=42) 7 1 7 15 2 7 19 5 0 3 8
(46,7) (6,70 (46,7) (52,6) (10,5) (36,8 (62,5) (37,5)
Segundo (n=72) 14 5 7 26 14 12 28 5 5 10 18
(538) (19,2) (26,9 (35,7) (50,00 (42,8 (27,8) (27,8) (55,6)
Terceiro (n=67) 18 5 13 34 9 8 26 5 1 1 7
(52,9) (14,7) (382 (46,1) (34,6) (308) (71,4) (14,3) (143
Quarto (n=32) 12 6 9 24 4 0 8 0 0 0 0
(50,0) (25,00 (37.5) (50,0) (50,0

A, de acordo com alegislacdo emvigor; D, em desacordo com alegislacdo em vigor; FQ, andlisefisico-quimica; M, exame microbiol 4gico.

usinas estudadas, ou seja, apés a higienizagdo do pasteuri zador
a &gua ndo era completamente escorrida, misturando — se com
o leite. A prova de peroxidase negativa, cuja frequiéncia foi
altaem muitos estudos®2°%, ocorreu em apenas 5,1% das amos-
tras.

Quanto a qualidade microbiol 6gica pode — se observar
gue a porcentagem de amostras em desacordo com a legisla
¢éo foi similar paraostréstipos de leites provenientes de mini
e micro-usinas da regido de Ribeir&o Preto/SP, ou sgja, 32,5%,
32,6% e 31,0%, para o leite tipo C, B e Integral, respectiva
mente. Esses indices sdo superiores aos 11,3% para leite C e
19,1% paraleite B observados por Garrido et al.** em | eites pro-
venientes principalmente de usinas de maior porte (fiscalizadas
pelo Servico de Inspegdo Federal — SIF) e comerciaizados na
mesmaregiao.

Nader Filho et al.’> ap avaliarem a qualidade micro-
biol gicade amostras del eite pasteurizado tipos B e C coletadas
de usinas do Estado de Sdo Paulo subordinadas ao SIF, obser-
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varam que 18,75% e 41,25%, respectivamente, estavam em de-
sacordo com os padrfes estabel ecidos na legislagdo.

Santos et al.?, de um total de 511 amostras de leites
comercializadas em S0 José do Rio Preto/SP encontraram 25%
com microrganismos mesofilos e/ou coliformes totais e/ou
coliformes fecais acima do tolerado.

A contaminagdo do leite pode ocorrer em diversas eta-
pas de producdo tais como ordenha e processamento. Portan-
to, a orientagcdo adequada e a conscientiza¢do do responsavel
pela usina sdo de total importancia para obtengdo de um pro-
duto de boa qualidade. Nader Filho et al !¢ realizaram andlises
microbiolégicas em 140 amostras de leite pasteurizado tipo
Integral e observaram que o percentual fora dos padrdes
microbioldgicos variou de zero (em uma mini-usina subordi-
nadaao Sl SP) a50% (em umamini-usinasubordinadaao SIM).

A avaliacdo daqualidadefisico-quimicae microbiol gica
das amostras de leite provenientes das dez mini e micro-usinas
estudadas durante 4 anos consecutivos (Tabela 4) revelou que
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aqualidade microbioldgicado leite tipo B apresentou umame-
Ihora a partir do terceiro periodo de estudo; o do tipo Integral
também no terceiro periodo, porém no quarto periodo as usinas
estudadas ja ndo produziam mais este tipo de leite. O tipo C
apresentou umamaior reducdo na porcentagem de amostrasem

desacordo no segundo periodo e depois manteve niveis um
pouco mais altos no decorrer do estudo. Os dados mostraram
que afiscalizacdo e orientago resultaram em uma maior ade-
guacdo nas condi¢des higiénico-sanitarias do leite. O mesmo
n&o foi observado em relagéo as caracteristicas fisico-quimicas.

| RIALA6/906 |

Garrido, N.S. et al. Physicochemical and microbiological quality eval uation of the pasteurized milk processed
by mini and microprocessing plants of the area of Ribeirdo Preto, State of Sdo Paulo —Brazil. Rev. Inst.
Adoalfol utz, 60(2):141-146, 2001.

ABSTRACT. Theobjective of thisresearch wasto investigate the physicochemical and microbiological
quality of pasteurized milk processed by mini and microprocessing plants of the area of Ribeiréo Preto,
State of S&o 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 thismini 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 Sdo 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 thelegal 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 aimproved 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; Ribeirdo Preto/SP; Brazil.
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RESUMO: Produtos derivados de leite, como o queijo, podem estar contaminados com aflatoxina M,
(AFM,) quando o gado leiteiro consome ragéo contendo aflatoxina B, (AFB,). Amostras de queijo tipo
prato e tipo parmesdo ralado foram coletadas na cidade de Belo Horizonte pela Vigilancia Sanitéria de
Minas Gerais— Brasil. Foi obtido um extrato purificado através de extragdo com diclorometano, seguido
de lavagem com n-hexano e purificagéo em colunade imunoafinidade. A quantificaggo da AFM, foi feita
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando detetor de fluorescéncia. AFM, foi detectada
em todas as marcas de queijo tipo prato analisadas, em uma faixa de concentracdo de 0,02 a 0,54 ng/g e
média de 0,15 ng/g. Em queijo ralado, tipo parmesdo, AFM, foi detectada em 13 das 14 marcas de
amostras analisadas (93%), em faixa de concentragéo de 0,04 a 0,30 ng/g e média de 0,14 ng/g.

PALAVRAS-CHAVE. queijo; aflatoxina M,; coluna de imunoafinidade; CLAE.

INTRODUCAO

Aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundério
de Aspergillusflavus, A. parasiticus e A. nomius, que contami-
nam as culturas no campo e durante 0 armazenamento etambém
os produtos alimenticios destinados ao consumo humano, apre-
sentando atividade carcinogéni ca, teratogénicae mutagéni ca?>%,

Mamiferos que ingerem produtos contaminados com
aflatoxinaB, (AFB,) excretam peguenas quantidades de flatoxina
M, (AFM,) noleite. Dessaforma, apopulagio podeestar indireta-
mente exposta a aflatoxina pelaingestdo de leite, queijo, carne e
0vos, de pessoas €/ou animais que consumiram produtos conta
minadog?461011.1517.18202324.2631 - Alguns relatos da literatura des-
crevem, inclusive, niveis elevados de AFM, em |eite materno de
populagBes que ingeriram alimentos contaminados®223,

* Fundacdo Ezequiel Dias—Nucleo deMicologiae Micotoxinas—RuaConde PereiraCarneiro, 80—Gameleira- Belo Horizonte/M G 30510-010—gui @funed.mg.gov.br
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Recentemente AFM, foi classificadanaclasse 2 B: pro-
vavel carcinégeno humano, tendo a Organizacdo Mundial de
Satide recomendado areduc&o dos niveis de AFM, ao minimo,
de modo a minimizar o risco potencial, desde que ndo hé sufi-
ciente informagéo para estabelecer um nivel de exposicao ra-
ZOé\/EI 16,25,32_

Em relag8o ao queijo, a presenca de aflatoxina pode ser
fundamental mente devido atrés causas: (1) presencade AFM,
no leite com o qual queijos sdo elaborados, como conseqiién-
ciade alimentos contaminados com AFB, eingeridos pelo gado
leiteiro; (2) sintese de aflatoxinas por fungos que crescem em
queijos e (3) o uso deleite de p6 com AFM, utilizado naelabo-
racdo de queijo?.

Quimicamente, a presencade AFM, no queijo pode ser
devido por um lado, ao fato da toxina se ligar a caseinal318, e
por outro lado, que parte do soro do leite permanece preso ao
coalho. Lopez et al.’¢ verificaram em uma pequena producéo
de queijo, a partir de leite artificiamente contaminado com
AFM,, que 60% da AFM, se encontrava no soro e 40% no
queijo.

Alguns paises tém estabelecido niveis de tolerancia
maximaparaAFM, em queijo: 0,20-0,25 ng/g®. No Brasil, ain-
da néo foi estabelecida nenhuma regulamentacéo para AFM,
em queijo.

Umavez que a pasteurizagdo do | eite ou processamento
do queijo n&o destr6i completamente a AFM,, € prudente que
severifiqueaincidénciade AFM | nessealimento!*2131€, Deve-
seressaltar que estes produtos sdo consumidos largamente por
criancas, que sdo consideradas mais susceptiveis aos efeitos
adversos das micotoxinas’.

Visto que no Brasil ndo existem relatos da incidéncia
de aflatoxina M, em queijo tipo prato etipo parmeséo ralado, o
objetivo deste trabalho foi verificar os niveis de AFM, nesses
produtos consumidos em Belo Horizonte/MG.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram analisados amostras de 9 marcas de queijo tipo
prato e 14 de queijo tipo parmesdo ralado, coletadas no perio-
do de agosto/2000 a fevereiro/2001 pelo Servigo de Vigilancia
SanitariaddM G, 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 0 momento da andlise.

Extragéo e quantificacdo de AFM

O método utilizado paraa extragéo da AFM, em queijo
foi o descrito por Dragacci et al.”, onde em 10 g de amostrafoi
efetuada uma extragdo com diclorometano seguido de uma
particdo com n-hexano. A purificagdo do extrato foi executada
em coluna de imunoafinidade (Vicam Inc. USA) como reco-
mendado por Tuinstra et al.?°, sendo o extrato final dissolvido
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em 1000 uL dafase moéve deinjegéo &gua acetonitrila(30:70),
agitado no ultra-som por 30 segundos e filtrado através de fil -
tro de 0,45 um.

A separagéo e a quantificagio da AFM, foi conduzida
em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) Shimadzu com detetor de fluorescéncia (excitagao:
366 nm e emissdo: 428 nm) e com coluna Shim — pack CLC —
ODS C,,, 5um, 4,6 x 250 mm, precedida de pré-coluna Shim
— pack G — ODS, 5um, 4 x 10 mm. A coluna foi eluida
isocraticamente com aguaci sopropanol :acetonitrila (80:12:8)
aum fluxo de 1 mL/min. O volume de injecdo foi de 100 uL.
Nessas condicfes o tempo de retencdo foi aproximadamente
10,3 minutos. Todos os solventes utilizados foram os recomen-
dados para cromatografia liquida e a agua purificada pelo sis-
tema de ultrafiltracdo (MILLI — Q). Durante toda a andlise foi
borbulhado gés hélio na fase mével. Para quantificagéo da
AFM, foi utilizada uma curva de calibrag&o como descrito por
Prado et al.. A partir do calculo da area do pico da AFM, do
extrato da amostra e das solucgdes padrdes foi calculado o teor
de AFM, na amostra. Todas as andlises foram efetuadas em
triplicata.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Figura 1 ilustra a alta seletividade da limpeza atra-
vés da utilizagdo de coluna de imunoafinidade, onde ndo se
observainterferentes proximos ao tempo deretengdo daAFM .

Os valores de recuperacdo apds contaminagdo com 0,1
e 0,3 ng/g de AFM, foram 80,0% e 78,9%, respectivamente.
Dragacci et al.” encontraram em amostras contaminadas com
0,2 e 0,8 ng/g, recuperacdes nafaixade 72,0a87,6% e 71,4 a
81,0%, respectivamente. Os coeficientes de variagdo encon-
trados foram 25,0% e 8,3%, para amostras fortificadas com
0,1 e 0,3 ng/g de AFM,, respectivamente. A linearidade da
curva padréo de calibragéo (0,03 a 0,6 ng/g de AFM,) foi su-
perior a 0,99 nas condic¢des experimentais desenvolvidas.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os resultados de
AFM, obtidos em queijo tipo prato e tipo parmeséo ralado.
Observa-se que em todas as amostras de queijo tipo prato foi
detectada AFM, em uma faixa de 0,02 a 0,54 ng/g e mediade
0,15 ng/g. Duas das amostras (22%) apresentaram valores de
AFM, superiores a 0,2 ng/g, que € o nivel maximo tolerado
em queijo na Holanda®*. Em queijo tipo parmesdo ralado os
niveis de AFM, 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 niveis
de AFM, foram superiores a 0,2 ng/g. Os valores de coeficien-
tes de variag8o em todas as repeti¢cdes foram inferiores a 30%,
gue é o recomendado para analise de micotoxinas™.

No Brasil, poucostrabalhosrelatam apresencade AFM
em queijo. Sylos et al.%, néo detectaram AFM, em 36 amos-
tras (12 marcas) nos tipos Minas, Mussarela e Cheddar. En-
tretanto, a metodologia utilizada foi a cromatografia em ca-
mada delgada com quantificagéo visual baseada na intensida-
de de fluorescéncia, técnica de menor sensibilidade,
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Figura 1. Cromatograma obtido por CLAE em queijo prato
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especificidade e precisdo quando comparado a CLAE?. Prado
et al? verificaram a ocorréncia de AFM, em 75 amostras de
queijo Minas (frescal, canastra e padréo) e em 56 (74,7%), a
AFM, foi detectada em uma faixa de 0,02 a 6,92 ng/g, utili-
zando coluna de imunoafinidade como etapa de purificacdo e
CLAE como técnica de separacdo e quantificacdo. Na Itdlia,
um total de 223 amostras de queijo fabricadas no periodo de
1991-1994 foram analisadas para AFM,. A maior parte das
amostras (91%) estava na faixa de 5-100 ng/kg e somente 1
(0,5%) apresentou AFM, com valor superior a 250 ng/kge.
Barbieri et al.® verificaram a ocorréncia de AFM, em queijo
parmesdo em Modena, Itdlia, em 1991, e em somente 18 amos-
trasfoi detectado AFM, em baixas concentragdes. faixade 0,035
a 0,19 ng/g. Resultados idénticos foram obtidos por Dragacci
e Fremy® em um monitoramento na Franga, no periodo de 1990
a 1995, em varios tipos de queijo. Somente 3 amostras apre-

Tabela 1. Ocorréncia de AFM, em queijo tipo prato.

Marca Niveis de AFM, (ng/g)*  Coeficiente de Variagéo (%)
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
| 0,04 13,0

Média 0,15

* Média de Triplicata
Limitede Deteccéo: 0,01 ng/g
Limite de Quantificag&o: 0,02 ng/g

Tabela 2. Ocorrénciade AFM, em queijo ralado tipo parmesso.

Marca Niveis de AFM, (ng/g)*  Coeficiente de Variagdo (%)
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 —N&p Detectado

Limitede Detecgéo: 0,01 ng/g
Limite de Quantificacdo: 0,02 ng/g

sentaram AFM, comvalor superior a0,2 ng/g. Damesmaforma,
Pivaet al.»® avaliaram em 1984, queijosdaFranca, Alemanhae
Dinamarca e detectaram AFM, em 19,5%, 26,5% e 53,5% das
amostras analisadas, respectivamente, mas somente em 2 amos-
tras da Franga o valor de AFM, excedia 0,25 ng/g. Entretanto,
Barrioset al.*no sul daEspanha, em 1995, verificaram apresen-
cade AFM, em 16 das 35 amostras (45,7%) em concentragoes
entre 20 €200 ng/g.

Apesar da incidéncia de AFM, em queijo tipo prato e
ralado tipo parmesdo ter sido elevada: presenca em 22 das 23
amostras analisadas, os niveis médios registrados, 0,15 ng/g e
0,14 ng/g, respectivamente, estdo dentro dos niveis de tole-
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ranciamaximaparaAFM, em queijo, exigidaem outros paises:
0,20-0,25 ng/cf.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que atualmente, em amostras de

queijo tipo prato e ralado tipo parmesao coletadas no comércio
de Belo Horizonte/M G, a contaminagéo com AFM, néo pode

10.

ser considerada um sério problema de salide publica. Entretan-
to, maisamostras devem ser analisadas em um periodo maior de
tempo para verificar atendéncia observada neste trabal ho.
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ABSTRACT. Aflatoxin M, was determined in Soft and Parmesan cheese by immunoaffinity column
and liquid chromatography. Milk products such as cheese may be contaminated by aflatoxin M, (AFM,)
when dairy cattle have consumed feeds contaminated with aflatoxin B, (AFB,). 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 awashing with
n-hexane and immunoaffinity column clean-up. The quantification of AFM, was done by high
performance liquid chromatography (HPLC) using a fluorescence detector. AFM, 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, AFM, 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. Cheeseg; aflatoxin M,; immunoaffinity column; HPLC.
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RESUM O. O objetivo deste estudo foi avaliar acontaminag&o por aflatoxinas em amostras de amendoim
e produtos de amendoim comercializados na Regido de Sao José do Rio Preto/SP. Foram analisadas, no
periodo de agosto de 1996 a dezembro de 2000, 178 amostras, sendo 77 de amendoim cru, 31 pés-de-
moleque, 48 pacocas e 22 de outros produtos de amendoim (amendoim confeitado doce e salgado e
torrone). As amostras foram coletadas aleatoriamente, pelo Grupo de Vigilancia Sanit&ria da Diregdo
Regional de Satide (DIRXXI1) no comércio vargjistade Sa0 José do Rio Preto/SP e Regido. A quantificacdo
das aflatoxinas B, e G,, foi realizada pelo método de Soares & Rodriguez-Amaya, sendo que o limite de
quantificagdo do método (B, + G,) conseguido em nosso laboratdrio, foi de 5,0 pg/kg. Das 77 amostras
de amendoim cru analisadas, 24 (13,5%) apresentaram teor de contaminagéo por B, + G, maior que
30 png/kg (limite estabelecido pelo Ministério da Satide), 04 (2,2%) menor ou igua a 30 ug/kg e 49
(27,5%) foi inferior a 5,0 ug/kg. Para as amostras de pé de moleque, 13 (7,3%) apresentaram
contaminagéo por aflatoxinas B, + G, acima de 30 ug/kg, 02 (1,1%) menor ou igual a 30 pg/kg e 16
(9,0%) inferior a 5,0 ug/kg. Ja para as amostras de pagoca, 14 (7,9%) continham teores acima de
30 pg/kg, 02 (1,1%) menor ou igual a30 pg/kg e 32 (18%) inferior a5,0 ug/kg. Para os demais produtos
de amendoim, 08 (4,5%) apresentaram contaminagdo acima de 30 pg/kg, 03 (1,7%) menor ou igual a
30 png/kg e 11 (6,2%) inferior a5,0 pg/kg. De acordo com os resultados deste estudo, pode-se observar,
gue aporcentagem de amostras contaminadas com afl atoxinamanteve-se em torno de 39,3%, mostrando
gue as investigagdes sobre a ocorréncia de aflatoxinas em alimentos sdo de grande importéncia para o
desenvolvimento de agBes de controle de produtos susceptivels a esse tipo de contaminago.

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

INTRODUCAO metabolicastoxicas produzidas por algumas linhagensflngicas

que crescem sob condicOes favoraveis em grande variedade de

Certas doencas transmitidas por aimentos podem ser  substratos, principalmente os grdos?'°. Os alimentos
causadas pela presenca de micotoxinas, que sdo substancias  freqlientemente podem ser contaminados com fungos durante

1 Ingtituto Adolfo Lutz— Laborat6rio Regional de Séo José do Rio Preto.
* Endereco paracorrespondéncia: R. Alberto Sufredini, 2335 — S&0 José do Rio Preto/SP—Tel: (17) 224-2602 (R. 25).
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a colheita, estocagem, manuseio e transporte antes de chega
rem ao consumidor8®.2,

A presenca de micotoxinas em produtos aimenticios
depende do crescimento de espécies fungicas especificas e de
fatores como umidade relativado ar entre 80 e 90% e tempera-
tura ambiental superior a 20 °C?°. Sendo o Brasil um pais de
clima tropical, apresenta condicoes favoraveis para o desen-
volvimento destas micotoxinas. Produtos agricolas, como o
amendoim, requerem clima quente e Umido para o plantio e
desenvolvimento?s.

Atualmente existem vérias micotoxinas conhecidas, com
respectivaindicacdo dos fungos produtores e dos efeitos pato-
|6gi cos produzidos'. Asaflatoxinas, produzidas principal mente
pelo A. flavus e A. parasiticus'?, s8o os metabolitos flingicos
mais extensivamente estudados, sendo a aflatoxina B, (AFB,)
0 mais potente carcinogénico conhecido®, apresentando ainda
propriedades teratogénicas e mutagéni cas®133,

As dflatoxinas B, B,, G, e G,, 30 as principais, com
estruturas quimicas semelhantes®*,

A ocorréncia das aflatoxinas € maior em sementes ole-
aginosas, que relinem caracteristicas e condicles preferenciais
para o desenvolvimento de fungos®?327.

A regido de S8o0 José do Rio Preto/SP, possui condicles
climaticas que favorecem o crescimento de fungos, tem carac-
teristicas agropecudrias e, destina em média 0,1 a 20 hectares
de terra para o cultivo do amendoim, embora, esta ndo seja a
cultura predominante na regido?” 2°.

A fiscalizagdo associada a0 conhecimento técnico do
produtor e a observancia de normas e critérios antes e depois
da colheita, assim como no armazenamento do produto, sdo
indispensaveis para eliminar as condi¢les favoraveis para o
crescimento dos fungos, evitando a contaminacgdo por
aflatoxina.

Em 1994, o Centro de Vigilancia Sanitaria da Secreta-
ria de Estado da Salide — SP normatizou um programa de cole-
ta de amostras, devido a importéancia em sadde publica, do
monitoramento das micotoxinas®.

Asfreqlientes reportagens, nosjornais daregido de S&o
José de Rio Preto/SP, notificando a apreensdo, por parte da
Vigilancia Sanitéria, para averiguacdo de lotes de amendoins
e produtos contendo amendoim, com suspeita de estarem con-
taminados com aflatoxinas’?, vem conferir relevancia ao tra-
balho de monitoramento de amendoins e derivados, o qual ja
vem sendo realizado desde 1996.

O presente estudo teve como objetivo avaliar aocorrén-
cia dos niveis de contaminagdo, resultantes das dosagens de
aflatoxinas B, e G, emamendoim cru e em produtos a base de
amendoim.

MATERIAL E METODOS
Material: Amostras

As 77 amostras de amendoim cru e as 101 amostras de
produtos de amendoim, conhecidos como: pagoca, pé-de-mo-
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leque, amendoim confeitado doce e salgado, pagocaderolhae
torrone, totalizando 178 amostras de diferentes marcas e pro-
cedéncias, foram coletadas al eatoriamente no comércio vare-
jistade S&o José do Rio Preto/SP. e regiéo, a cargo da Vigilan-
cia Sanitaria, em amostras representativas de 1 kg.

M étodo: Extracdo

Aproximadamente 500 g de cada amostra foram tritu-
rados, utilizando liquidificador comum e 50 g foram retirados
para andlise.

As aflatoxinas B, e G, foram separadas usando a técni-
ca de cromatografia em camada delgada como descrito por
Soares & Rodriguez-Amaya®.

O método estabelece extragdo das toxinas de 50 g de
amostra com solucgdo de metanol com KCl 4% (9:1) e limpeza
do extrato com solug&o de sulfato de cobre 10%, seguido por
duas parti¢des com cloroférmio.

O extrato é seco e ressuspendido em 500 uL de cloro-
formio imediatamente antes da aplicacdo na camada delgada
desilica

Deteccdo e Quantificagéo

A separacdo foi feitapor cromatografiaem camadadel -
gada de silica gel e a quantificagdo por comparacdo visua da
intensidade de fluorescéncia com a do padr&o sob luz
ultravioleta.

Cerca de 5,0 uL de extrato foi aplicado na placa
cromatografica juntamente com diferentes concentragdes de
padréo de AFB, e AFG,. A placafoi desenvolvida em cloro-
formio-acetona (9:1)525%2,

As concentracBes dos padrdes e a identidade das
aflatoxinas foram determinados conforme as técnicas descri-
tas pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC —
970.44 49.2.02)".

No método original®, os autores obtiveram um limite
de deteccao de 2 mg/kg, porém, em nosso laboratério o li-
mite de quantificacdo do método (B, + G,) conseguido foi
de 5 mg/kg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as 178 amostras analisadas
revelaram que 59 (33,2%) apresentaram contaminagdo por
aflatoxinas (B, + G,) superior a30 pg/kg, limite maximo tolerado
pelo Ministério daSalde® (Tabelal). Do total dasamostras ana-
lisadas, 70 (39,3%) apresentaram contaminacdo por aflatoxinas.

A Resolugdo GMC n° 56/94 MERCOSUL, estabelece os
Limites Maximos Tolerados de afl atoxinas em a gunsalimentos,
incluindo o amendoim, preconizando 20 pg/kg (B, + B,+G, +
G,)%. O Ministério daAgriculturajainternalizou esta Resolugéo
através daPortarian® 183 de 21 de marco de 199653, enquanto
0 Ministério da Salde ndo. Se for considerado este limite, o
nUmero de amostras que estariam impréprias para consumo se-
riade63(35,3%).
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Os riscos potenciais a salide publica em decorréncia da
ingestdo desta toxina justificaria o mesmo procedimento por
parte do Ministério da Salide.

O €feito crénico resultante da ingesté@o freqliente de pe-
quenas doses desta toxina e o indice elevado de contaminacéo,
revelado pelos resultados obtidos neste estudo, congtituiu um
fato preocupante do ponto de vista sanitério, pois, o conheci-
mento destes pardmetros, bem como o potencia de riscos e da-

nos pertinentes, estabel ecem o principal instrumento deanalisee
planejamento daacdo daVigilancia Sanitéria, previstos naPorta-
rian® 1.248/GM de 26/11/1993 do Ministério daSalde*.

Outros estudos publicados também relatam a ocorrén-
cia de aflatoxina em cerca de 40% das amostras de produtos
brasileiros de amendoi m!9202426.30,

Sabe-se que os derivados de amendoim como apacocae
0 pé-de-moleque sdo consumidos em grande quantidade pela

Tabela 1. Ocorrénciade aflatoxinas (B, + G,), em amendoim e produtos de amendoim comercializados naregido de Séo José do

Rio Preto/SP no periodo de agosto/1996 a dezembro/2000.

Tipos de Produtos  Numero de Amostras

(B, + G, >20ugkg (B, + G,) >30ug/kg

(B, + G, <30ug/kg  <5,0ug/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%)
Pagoca 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 (33,29) 11 (6,1%) 108 (60,7%) 70 (39,3%)

Tabela 2. Distribuicéo anual da variagéo dos niveis de aflatoxina (B, + G,) em amostras de amendoim e produtos de amendoim

— agosto/96 a dezembro/00.
Niveisdeaflatoxinas (mg/kg)
Ano <5 5a20 21a30 31a100 101 a 300 301 a1255 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%)
38, 7%
70
0
11,2% 10,7% 21,5% 60
6,7% 7,3%
2,8% 50
N
6,7% -30 oG1
B1 % L16:7% B 9 i
’6,2A)_ 2,8%_5’1A) ‘ 50
G1l % : 10 @Bl
I I O
1996 1997 1998 1999 2000 Total

Figura 1. Distribuicdio Anual das Aflatoxinas B1 e G1 no total de amostras analisadas no periodo de Agosto/96 a Dezembro/00.
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populacdo jovem, principal mente, em idade escolar®, o quetor-
na preocupante o indice de contaminag&o de 17,3% (31 amos-
tras) encontrado neste estudo, para tais produtos.

Em relacéo apresencade aflatoxinas (B, + G,) emamen-
doim cru, 28 (15,7%) amostras apresentaram-se positivas, se-
melhante ao relatado nas diversas publicagdes relativas a
outras regides do estado e do pais®*!83, sugerindo que a
populacdo esta exposta aos riscos devido ao consumo do
produto.

Amostras com teores mais elevados de contaminacdo
ocorreram em 1997, 1999 e 2000 variando entre 301 e 1255 g/
kg, (Tabela2). De acordo com o boletim da Secretaria Estadu-
a da Agricultura e Abastecimento, estes anos apresentaram
indices de precipitagdo pluviométrica elevados, aliados atem-
peratura ambiente igualmente elevada®®.

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

Também foi observado nadistribuicdo anual das amos-
tras positivas, umamaior ocorrénciada AFB, do que daAFG,
(Figura 1). Considerando uma substancia comprovadamente
carcinogénica, tal fato, também verificado em outras publica-
¢Oes cientificas, torna-se preocupante?18.2325,

Destacamos a existéncia de divergéncia entre os limi-
tes maximos de tol erancia estabel ecidos pela Resolugdo GMC
n° 56/94 MERCOSUL (20 w/kg para B,+B,+G,+G,) do Mi-
nistério da Agricultura e pela Resolugdo n° 34/76 CNNPA
(30 ng/kg para B, +G,)*. Os resultados mostraram que o indice
de rejeicdo das amostras, considerando os diferentes limites
dasresolugoes citadas, foram muito préximos (35,3% e 33,2%,

respectivamente) indicando que a diferenca de 10 ug/kg néo
representa uma barreira para critérios de aceitacdo/rejeicao do
produto. Porém, o limite de 20 ug/kg se apresentamais adequa-
do, visto que, a populagdo estara exposta a ingestéo de meno-
res quantidades do contaminante estudado, considerando o
poder toxigénico e o risco potencial da presenca de aflatoxinas
nos produtos alimenticios'2.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram a necessidade de uma
revisdo, por parte do Ministério da Salde, dos teores tolerados
de aflatoxinas (B, + G,) vigentes atualmente, considerando a
tendéncia mundia de diminuir os limites legais permitidos.

O limite de 20 ng/kg apresenta-se mais adequado por
razBes toxicol Ogicas, sem representar prejuizos financeiros de
grande monta para os produtores, considerando que o indice
de rejeicdo mostrou-se damesma ordem de grandeza, em rela
¢80 aos limites tolerados pelas resolucdes citadas.

Além disso, verifica-se anecessidade de monitoramento
sistemético da ocorréncia de aflatoxinas pois, o amendoim e
seus produtos sdo bastante consumidos pela populacdo, e de
um controle mais efetivo das condig¢des de colheita no campo,
estocagem e transporte do amendoim, promovendo campanhas
educativas na cadeia produtivall-4,
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ABSTRACT. Theaim of this study wasto eval uate the contamination of peanut and peanut products by
aflatoxinscommercialized intheregion of S8o Josédo 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
“pagocas’ 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)
intheretail trade of So José do Rio Preto region. The quantification of the aflatoxins B, and G, was made
using the Soares & Rodriguez-Amayamethod. Thelower limit of quantification of B, + G, obtainedin our
laboratory was 5.0 ug/kg. From the whole samples of raw peanut analyzed, 24 (13.5%) presented
contamination by B, + G, higher than 30 pg/kg (maximum established by the Health Ministry), 4 (2.2%)
lower or equal to 30 pg/kg and 49 (27.5%) lower than 5.0 pug/kg. From the “ pé-de-moleque” samples, 13
(7.3%) exhibited contamination by aflatoxins B, + G, higher than 30 pg/kg, 2 (1.1%) lower or equal to 30 pg/
kg and 16 (9.0%) lower than 5.0 pg/kg. From the peanut “pagoca’ samples, 14 (7.9%) contained higher
contaminantsthan 30 ug/kg, 2 (1.1%) lower or equal to 30 pg/kg and 32 (18%) lower than 5.0 pg/kg. For the
other peanut products, 8 (4.5%) presented higher contamination than 30 pg/kg, 3 (1.7%) lower or equal to
30 pg/kg and 11 (6.2%) lower than 5.0 pg/kg. According to these results, the percentage of affected
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samplesby aflatoxinisaround 39.3%, indicating that theinvestigation of the aflatoxin occurrencein food
is of great importance to the development of control of products sensitive to that type of contamination.
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RESUM O. O objetivo deste estudo foi determinar o teor do principio ativo e avaliar ainocuidade dérmica
eocular em amostras de produtos contendo 1% de lindano (m/m), que sdo utilizados para o tratamento de
ectoparasitoses: pedicul oses e escabioses. Foram analisadas 06 (seis) amostras de produtos. um xampu,
um creme, dois sabonetes e duaslogdes, dediferentesmarcas. O teor delindano dasamostrasfoi realizado
deacordo com aFarmacopéia Americana, 1995. Ostestesdeirritagéio dérmicae ocular foram realizadosde
acordo com o método de Draize modificado nasamostras e nas sol ugdes al codlicas delindano em diferentes
concentracoes. Foi efetuado também o teste nas amostras conforme o modo de uso, isto €, de acordo com
as instrucBes 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 rétulo. Os resultados dos exames toxicoldgicos das amostras demonstraram que os
produtos aplicados de acordo com 0 modo de uso ndo evidenciaram danos a pele dos animais testados.
Porém, quando submetidos ao teste deirritagdo dérmicacumulativa, isto €, através de repetidas aplicactes
do produto, apresentaram irritagdo, mostrando que o produto utilizado de forma ndo correta podera
acarretar 1esdo a pele e consequientemente comprometer a salide do consumidor devido atoxicidade do
lindano.
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Existe no comércio uma variedade de produtos para o
tratamento de ectoparasitoses. xampus, cremes, sabonetes, etc,
contendo em sua formulag&o 1% (m/m) de lindano (isdbmero vy
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-
angas. Estas infestagfes s8o0 comuns, especialmente na cama:
da mais pobrel'5, podendo causar algumas doencas e
dermatites'’18,

A inocuidade cuténea e ocular de produtos contendo
lindano esté relacionada com a caracteristica quimica do prin-
cipio ativo e/ou de outros componentes. Os cosmeéticos, depen-
dendo de sua composic¢ao béasica e da qualidade das matérias-
primas utilizadas, poderdo ocasionar irritacdo da pele e dos
olhos.

De acordo com Cucé & Duartet, a concentracdo do
lindano a 1% (m/m) nos produtos acima mencionados é efici-
ente no tratamento de ectoparasitoses. Devido a baixa ativida-
deovicidal do lindano, a aplicacdo do produto deve ser repeti-
da apds uma semana para erradicar piolhos provenientes das
[éndeas’®.

O tratamento de ectoparasitoses com lindano é consi-
derado seguro e eficaz quando utilizado dentro das doses reco-
mendadas e usado corretamente?32%; porém, efeitos adversos
usuamente podem ocorrer como resultado de exposi¢éo a al-
tas doses provenientes de uso indevido®6°10,

Em func&o de sua toxicidade, o uso dos produtos con-
tendo lindano deve ser restrito somente a individuos que néo
apresentam doencas de pele tais como psoriase, eczemas ou
ictiose’; nestes casos, pode-se originar absor¢do sistémicasig-
nificativa do lindano através de fissuras cutaneas profundas
gue freqlientemente ocorrem em pacientes com escabi0ses®.

No Brasil, as infestacBes por escabioses e pediculoses
ocorrem em escolas!, orfanatos'?, ambulatorio!31415 e hospi-
tais!é, havendo a necessidade da aplicacdo de inseticidas para
o0 controle e tratamento destas ocorréncias. O lindano, por ser
eficaz e relativamente barato, é utilizado com freqiiéncia para
0 tratamento destas ectoparasitoses.

Em razéo da necessidade de preservar a salide do con-
sumidor, o objetivo deste trabalho foi avaliar a concentragdo
do lindano e airritagdo dérmica/ocular, dos produtos conten-
do lindano, comercializados na cidade de S&o Paulo.

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

A quantificac8o do lindano nas amostras delogdes, xam-
pu e cremefoi realizadade acordo com aFarmacopéia America
na??. Apos eluicdo do principio ativo com solucdo de éter
etilico:hexano (18:280) em colunadeflorisil, aamostrafoi eva-
porada, diluidaem diclorometano e analisadano cromatdgrafo a
gas, marca CG 370, utilizando colunaempacotadacom 2% DC-
200 + 2% QF-1 e detector deionizagdo de chama. Ascondi¢des
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cromatograficas estabel ecidas foram: temperaturas do detector
240 °C, injetor 230 °C ecoluna198 °C.

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

Para se avaliar os possiveis interferentes nas amostras
analisadas, foi efetuado 0 mesmo procedimento acima descri-
to com amostra “branco”, que foram preparadas com as maté-
rias-primas utilizadas na formulac8o dos excipientes de cada
produto. Foi realizado teste de recuperagcdo em amostras“ bran-
co” enriquecidas com lindano em 3 niveis de concentracdes
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 soluctes
alcodlicas de lindano em diferentes concentractes: 0,50; 0,75;
1,00; 1,25; 1,50% (m/v), foram efetuados os seguintes exames
toxicologicos: irritagcdo dérmica primaria 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 irritagdio dérmica priméria, cumula-
tiva e conforme 0 modo de uso dos produtos constantes das
especificages do rétulo foram utilizados 6 (seis) coelhos para
cada teste. No exame de irritacdo ocular, foram utilizados 5
coelhos para cada teste.

Ostestes deirritacéo dérmicae ocular foram realizados
de acordo com o método de Drai ze modificado.

No método deirritagdo dérmicaprimériaaamostrafoi
aplicada nas regides dorsai s tricotomi zadas, superioresein-
feriores (areas 1 e 2) enquanto que as dreas 3 e 4 serviram de
controle. Estas areas foram cobertas com gaze estéril fixada
ao animal com fita adesiva hipo-al ergénica (tensoplast). Foi
retirado o “patch oclusivo” e efetuadas as leituras de edema
eeritemaapos 24 e 72 horas. Paraairritagao dérmica cumula-
tiva, foi utilizado o método de acordo com o citado acima,
sendo aaplicacdo efetuada com fregiiénciadiariadurante um
periodo de 10 dias consecutivos e aleiturade edemae eritema
no 11°dia.

No caso dairritagdo ocular, aamostrafoi aplicadaem um
dos olhos de um coelho enquanto que o outro foi considerado
como controle. A leitura de opacidade e pannus foi efetuadana
regido dacdrneg; airite naregido dairis, enquanto queahiperemia,
gquemose e secrecdo, naregido daconjuntiva. Estasleiturasforam
efetuadas no periodo de 24, 48, 72 horase 7 dias.

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

Os resultados do teste de recuperacéo efetuado em trés
niveis de concentracGes diferentes variaram de 98,8 a 109,7%,
demonstrando que o método analitico selecionado para a
quantificagdo do lindano nos varios produtos analisados foi
adequado. As andlises dos produtos contendo lindano, das
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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
Logo A 0,95 + 0,03
Logéo B 1,00+ 0,04
Creme 1,03+ 0,03

marcas disponiveis no mercado, revelaram em todas amostras,
gue o teor do principio ativo estava dentro dos val ores 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 substancia quimica fundamentou-se na comprovagéo
experimental que este solvente ndo apresentou irritacdo nos
animais utilizados no experimento. Os resultados revelaram
gue em concentragdes acima de 1,25% (m/v), o lindano apre-
sentou grau de toxi cidade dérmica, portanto com potencial para
causar danos aos USU&rios.

Os testes toxicoldgicos realizados nos “brancos’ dos
produtos estudados ndo apresentaram irritagdo. A Figura 1
mostra que no teste de irritacdo dérmica cumulativa, que é
realizado por repetidas aplicagdes do produto, observou-se que
as duas amostras de sabonetes e a de xampu apresentaram grau
de irritacdo moderadamente irritante (MI), e as demais amos-
tras, grau ligeiramente irritante (L1). Para o teste de irritacdo
dérmica priméria, a amostra de xampu apresentou grau de
irritagdo L.

Para verificar a possivel causadairritagdo dérmica pri-
maéria observada na amostra de xampu, foi realizado teste uti-
lizando amostra “branco” de xampu com adi¢éo de lindano a

Graude T
irritacéo
< ]
1 q; u i cﬂ
LogBes ' Creme

* NI - N&oirritante;
**L| - Ligeiramenteirritante;
***M| - Moderadamente irritante.

P - Dérmica Priméria;

C - Dérmica Cumulativa;
O - Ocular;

U - Modo de Uso.

Figura 1. Grau deirritacdo obtido nos testes toxicol gicos dos
produtos de higiene analisados.

1% (m/v) que apresentou grau deirritacéo dérmicalLl. Como a
amostrabrancado xampu e asolucéo alcodlicadelindano a 1%
(m/v) ndo apresentaram irritacdo, esses resultados sugerem, que
a irritacdo causada por estes produtos resultou da a¢&o
sinergistica de alguma matéria-prima componente daformula-
¢ao do xampu, potenciaizando o efeito do lindano efacilitando
a sua penetracdo através da pele?*1°,

De acordo com os dados obtidos, concluimos que esses
produtos devem ser utilizados de acordo com o modo de uso
recomendado pelo fabricante, pois quando empregados erro-
neamente, isto €, com aplicagdes repetitivas do produto ou com
uma concentracdo acima da preconizada (1% de lindano) po-
dera causar danos ao usudrio, tornando um sério problema de
Salide Publica.
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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 acoholic 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 thetoxicological 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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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Caracterizacao fisico-quimica e nutricional da polpa de cubiu
(Solanum sessiliflorum Dunal) para aproveitamento industrial.

Macedo, 5.H.M. Caracterizacio fisico-quimica e nutricional da polpa de cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) para apro-
veitamento industrial. Manaus; 1999, [Dissertacio de Mestrado — Universidade do Amazonas — UA, Manaus/AM].

Meste estudo, avaliou-se as caracteristicas quimicas e
nutricionais da polpa de 17 populagdes de cubiu (S, sessilifforum
Dunal}, fruto tipico da Amazdnia Ocidental, oriundas da esta-
gao experimental de olericultura, do Instituto Nacional de Pes-
quisas da Amazdnia — INPA. Apds esta avaliagio, selecionou-
se a populacio mais apropriada considerando-se os atributos,
tamanho do fruto, conteiido de fibra alimentar e disponibilida-
de para producac de geléia. No ensao tecnoldgico, utilizou-se
cerca de 50 kg de frutos da etnovariedade de Benjamin Constant
-~ AM (Pop. 4 II), de tamanho grarde, efetuando-se assim o
beneficiamento da polpa. Apds 11 testes experimentais foram
selecionadas duas formulagtes seguindo melhor aspecto, sa-
bor e consisténcia de geléia, Essas duas formulagtes foram
submetidas & Andlise Sensorial utilizando-se um grupo de 30
pessoas adultas. Os resultados indicaram que o éubio é um

fruto hipocaldrico (33,7 Cal/100 g) , com considervel quantida-
dede dgua (902 = 1,1%) e fibra alimentar total (2,08 £ 0,5%). A
etnovariedade estudada apresentou um bom rendimento de
polpa beneficiada (cerca de 50%), bom conteddo de pectina
total (445,1 mg + 0.6 %), propriedade muito favordvel paraela-
boragio de produtos como geléia, entre outros. As duas formu-
lagBes ndo apresentaram diferencas significativas gquanto ao
sabor e aspecto geral, podendo serem elaboradas em escala
industrial. O conteddo de fibra alimentar, especialmente a fracio
soliivel, sugere estudo mais detalhado desse componente no
fruto estudada.

* Tese disponivel na biblioteca da Universidade dn
Amazonas — UA — Manaus/AM.



Significado de prognostico do rearranjo de gene para receptor da
célula T gama em Mieloma Miiltiplo

BORIOLL R.A. Significado de prognéstico do rearranjo de gene para receptor da célula T gama em Mieloma Maltiplo. Séio Paulo,
2000, [Dissertagio de Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmac&uticas da USP).

A presenga de monoclonalidade de células T em pacien-
tes com Mieloma Miltiplo tem sido identificada; no entanto, o
exato mecanismo de agio destas células no processo da doenga
permanece desconhecido. Alguns estudos t8m sugerido que
estas células T monoclonais apresentariam uma fungio
imunomoduladora sobre as eélulas neoplisicas. No presente
trabalho. procuramos avaliar o significado de progndstico da
presenga do rearranjo clonal de gene TCRY em 61 amostras
provenientes de sangue periférico 2/on medula dssea de 33
pacientes com Mieloma Miltiplo por meio da téenica da Rea-
¢io em Cadeia da Polimerase. Estas amostras foram colhidas
em diferentes fases da doenca: ao diagnéstico, remissio, reci-
diva e estdvel. Como estratégia para amplificagio deste
rearranjo foram utilizados oligonuclectideos (“primers™) para
as familias de regides varidveis VyL, VyIle Vy9. Em nossa inves-
tigacio a presenga do rearranjo de gene TCRy foi detectada em
21 amostras (34.4% do total de amaostras) e a freqiiéncia de uti-
lizagdo para as regides varidveis na detecgfo deste rearranjo foi
para Yyl (47,6%), VI (90,5%) ¢ Vy9 [42 9%). A comrelacio entre
os estadios I, 11 e TIT segundo Durie & Salmon e a presenga do

rearranjo de gene TCRY ndo foi estatisticamente significante
{p=0.341). Nao foi encontrada associaciio entre a presenca do
rearranjo de gene TCRY e a origem do material analisado (san-
ane periférico efou medula dssea) (p=0,568). Quando compara-
das as curvas de sobrevida em fungio da presenga do rearranjo
de gene TCRY em algum momento da doenga nido houve dife-
renga estatisticamente significante (p=0,302). As medianas de
sobrevida dos pacienies com auséncia e presenga do rearranjo
de gene TCRy nao foram atingidas e a probabilidade de sobrevida
aos 35 meses de segumento foi de 60% para os pacientes com
auséncia do rearranjoe de B0 para os pacientes com presenca
do rearranjo. Apesar do nivel descritivo (p) nfio significativo,
existe uma tendéncia a uma maior sobrevida no grupo de paci-
entes com presenga do rearranjo de gene TCRy, contudo, esta
questao s poderd ser definitivamente elucidada & partir de um
acompanhamento maior dos casos.

*Tese disponivel na biblioteca da Faculdade de Ciéneias
Farmacéuticas da USP.



Rev. Inst. Adolfo Lutz,
600 2): 163-165, 2001

RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Isolamento e identificacio dos virus da Influenza A em aves
silvestres residentes e migratoria no Estado de Sao Paulo.

Kawamoto. N.H.A. Isolamento e identificac@o dos virus da Influenza A em aves silvestres residentes e migratoria no Estado de
Sao Paulo. 530 Paulo; 1999 [Dissertagio de Mestrado — [nstituto de Ciéncias Biomédicas da USP].

Foram isolados 13 amostras de virus da Influenza A,
provenientes de 10 aves das espécies Elaenia mesolenca(2),
Sparophila lineolal 1), Sporophila caerulescens{ 1), Columbina
talpacoti(2), Vireo olivaceus(2), Parearia dominicana(2), em
dois tipos de coletaloral e cloacal). Estas aves sdo freglenta-
doras das estagdes experimentiais de campo, localizadas no
Parque Ecoldgico do Tigte — Guarulhos, Iguape e Juguitiba/
SP. As coletas foram feitas entre os meses de novembro/97 a
janeiro/98, As amostras foram inoculadas nas cavidades,
amnidtica e alantdica de ovos embrionados de galinha “spf™ ¢
em culturas de células de linhagem continua, MDCK (rim de
cachorro — ATCC-CC L34) e NCI-H292 (Carcinoma Mucoepi-
dermdide de pulmio humano - ATCC - CC 1848). Os isolados
apresentaram atividades hemaglutinantes pela técnica de
Hemaglutinagdo, com suspensdo a 0,5% de hemicias de galo
ou de cobaio e efeitos citopdticos nas duas linhagens celula-
res. A identificagio dos antigenos foi realizada pelo teste de
Inibicio de Hemaglutinagio, com soros imunes de humanos
vacinados com as cepas dos vitus influenza A/SP/L/O1(HIND,
ASSPI/9OH3NZ) e, com soros de eqgilinos vacinados com as
cepas A/EqL/SP/I/S6(HTNT) e AVEq2/SP/1/85(HINE) e com

soro de cobaia imunizado com o virus da Doenga de Newcastle,
As amostras citadas apresentaram afinidades antigénicas com
soros de humanos e de egiiinos com excegio das amostras
LEG67435 (oral e cloacal) que niio reagiram com soro de eqilinos,
Mestas amostras foram detectadas, pela iéenica de contrasta-
a0 negativa em microscopia eletrGnica, particulas virais de 35 a
520 nm. com espiculas similares 45 de Ortomixovirus.

Com estes dados, ressalta a necessidade do desenvolvi-
mento de um estudo mais acurado da epidemiologia de Influenza,
através dos isolados avidrios aqui manipulados ou de outros
fornecidos pela literatura. Desta forma, levanta-se a possibilida-
de de se fazer a definigio das espécies reservatdrias e
veiculadoras que estariam participando em vida selviticas. A
presenga de mamiferos, af incluindo o homem, nas regides estu-
dadas, pode estar favorecendo o surgimento de cepas emer-
gentes que, possivelmente, estariam participando da transmis-
sdo da do virus da influenza entre esses mamileros, tal como
refere Webster er al., 1997, em seus estudos.

Tese disponivel na biblioteca do LAL.



Infeccao cronica pelo Virus da Hepatite B — Estudo Imuno-
histoquimico com énfase na deteccio dos antigenos HBe e HBx

Santos, R.T.M. Infecgiio crinica pelo Virus da Hepatite B - Estudo Imuno-histoquimico com énfase na detecgiio dos antigenos HBe
e HBx. 53o Paulo, 2001. [Tese de Douwtorado - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paula].

O presente estudo visou a detecgio de antigenos (AgHBe
e AgHBx) do virus da hepatite B (VHB) por método imuno-
histoquimico Envision+ peroxidase. Foi ainda pesquisada a
distribui¢do e inter-relagio entre estes antigenos, bem como
com marcadores soroldgicos de replicagio viral (DNA-VHB,
AgHBe), com AgHBc no tecido, e com os principais indicado-
res histoldgicos de estadiamento dos distirbios da arquitetura
hepdtica ¢ o grau de atividade necro-inflamatdria. A casuistica
compreendeu 196 amostras de figado fixadas em formol e inclu-
idas em parafina de pacientes com os vdrios estidios de
hepatopatia cronica associada ao VHB. Os resultados mostra-
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ram positividade imuno-histoguimica para AgBHe em 63/196
{(32,1%) casos, tanto no citoplasma como no nicleo de
hepatdcitos. Jd a pesquisa de AgHBx resultou positiva em 59/
196 (30.15) casos, localizada preferencialmente no citoplasma
de hepatdcitos, mas também apresentou positividade nuclear,
Ambos, AgHBe e AgHBx nio se mostraram eficientes como
marcadores de replicagio viral nos 59 casos com informe
sorolégico sobre a presenga de DNA-VHB, padrio-ouro para
replicagio viral no soro. Quando analisamos a imuno-expressao
de AgHBe frente as alterages histoldgicas, nossos resultados
demonstraram uma tendéncia de associagio entre a presenga
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de AgHBe citoplasmético com o grau de alteragBes arquiteturais,
com presenca relativamente abundante deste antigeno nas fa-
ses intermedidrias da lesdo (estddios 2 e 3}, sendo virtualmente
ausente nos carcinomas hepatocelulares (CHC). O AgHBe mos-
trow ainda associacio sizgnificante com o grau de atividade necro-
inflamatdria parenquimatosa, podendo indicar a participagiio
deste antigeno na patogénese destas lesGes nas hepatites B
crimicas. Ja a imuno-expressio do AgHBx mostrou associagio
significante com o grau de distdrbios arquiteturais, com

positividade predominante nos casos de cirrose e CHC, coeren-
te com dados experimentais, apontando para a participacio desta
proteina nas fases precoces da carcinogénese associada ac VHB.
O encontro de reatividade moderada para AgHBx em trés casos
de hepatite cronica sem cirrose tomam necessérios estudos fu-
turos, avaliando a possibilidade de imuno-expressio deste
antigeno, mesmo em infecgdes com virus em condigdo episomal,
ou ainda, analisando o significado biologico da integragio do
genoma viral em fases iniciais da infecgiio.

*Tese disponivel na biblioteca do LAL.

165



ERRATA DO VOLUME ANTERIOR
Rev. Instituto Adolfo Lutz, 60(1), 2001

Artigo RTAT.A6/885

Freqiiéncia de Cryptosporidium sp e Isospora belli em pac1entes soropositivos para o HIV naregido de Ribeirdo
Preto, SP - Brasil.

Pag. 11: no titulo do artigo em inglés: Cryptosporidium spp e ndo Cryptosporzdzum Sp

Pag. 14 : no titulo do Abstract: Cryptosporidium spp e nao Cryptosporidium sp

Artigo RTIALA6/897

Comunicagio cientifica: Ocorréncia de Cryptosporidium sp em hortalicas comercializadas no municipio de
~ Ribeirdo Preto, SP - Brasil

Pag. 89: no titulo da comunicagio em portugués: Cryptosporzdzum sp e ndo Cryptosporidium spp

Pag. 89: no titulo do resumo em portugués: Cryptosporidium sp e néo Cryptosporidium spp

Pag. 90: Como oocisto & pequeno (4 a 6 mm) e néo (4 a6 mm)
Os resultados revelaram a presenga de oocistos de Cryptosporidurn sp, medindo de 4 a 5 mm e nfio 4 a 5 mm.

Pag. 91: Abstract: The objective of the present study......vegetables marketed in the city of Ribeirdo Preto, Brazil
e ndo in the city Ribeirdo Preto, Brasil.
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