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DEBORA DOMINGUES ESTRELLA REBOCHO

No dia 2 de junho de 1990, o Instituto Adolfo Lutz perdeu uma de suas mais preciosas
colaboradoras: Débora Domingues Estrella Rebocho.

Nascida em 24 de maio de 1921, em Sio Paulo, foi casada com Paulo Roberto Cardoso
Rebocho, médico cardiologista, professor de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da
Universidade de S#o Paulo e da Escola de Enfermagem Santa Catarina, e mie de Paulo
Roberto Cardoso Rebocho Filho, advogado.

Sua reconhecida competéncia na 4rea de Editoragio Cientifica principiou ao participar
da revisdo dos trabalhos cientificos de seu marido, publicados nas diversas Revistas
Cientificas da drea médica, de quem foi colaboradora durante vinte anos.

Vitiva, iniciou brilhante carreira em 15 de setembro de 1959, no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo, onde permaneceu até sua admisséo
no Setor de Publicagdes do Instituto Adolfo Lutz, em 12 de setembro de 1960, onde
exerceu suas atividades até sua aposentadoria.

Eclética, participou de vérios cursos nas mais diferentes dreas e sempre compartilhou
seus conhecimentos com todos aqueles que a procuravam.

Logo no inicio de sua carreira recebeu um elogio formal do Secretdrio da Satdde, quando
em visita & Biblioteca do Instituto, pela verificagdo da qualidade e alta eficiéncia dos
servicos prestados.

Durante trinta anos de efetivo exercicio, foi redatora da Revista do Instituto Adolfo
Lutz, desde o volume 22 até 49(2).

Sob sua responsabilidade foram publicadas duas edigcdes do Livro de Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz, Métodos Quimicos e Fisicos para Andlise de Alimentos, a
primeira em 1976 e a segunda em 1985, tendo side homenageada pela Divisio de
Bromatologia e Quimica quando da publicagdo da tltima edigdo.

Por sua mesa passaram indmeras teses de mestrado e doutorado, além de arugos a serem
publicados em diversas Revistas, com os quais colaborava anonimamente.

Por ocasido do Jubileu de Prata do Instituto, foi competente organizadora das
festividades.

Todos aqueles que tiveram o privilégio de seu convivio sabem de seu dinamismo,
competéneia e profundo senso profissional. Perfeccionista, incansdvel e amiga leal, nunca
se limitou ao exercicio de suas atribui¢des. Pode-se com seguranga afirmar que era mais co-
laboradora do que revisora dos artigos que lhe eram confiados e se orgulhava da capacidade
de extrair dos autores a palavra correta, o sentido exato, para a valorizagiio dos trabalhos.

realmente uma pena que ela, que com tanta dedicac@io revisou todos os artigos da
Revista durante tantos anos, nfio possa agora colaborar com esta simples homenagem que
o Instituto lhe presta.

Neus Pascuet Pregnolatto
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ENHANCED SENSITIVITY OF DOT-IMMUNOBINDING ASSAYS
FOR THE DETECTION OF ANTIBODIES IN MICE BY THE USE OF
MILD DETERGENT EXTRACTED TRYPANOSOMA CRUZI
ANTIGENS

Elizabeth Natal DE GASPARJ*
Ana Maria 8. STOLF#*
Ises A, ABRAHAMSOHN

RIALA 6/683

DE GASPARI E. N,; STOLF A.M.5. & ABRAHAMSOHN, LA. - Enhanced sensitivity
of dot-immunobinding assays for the detection of antibodies in mice by the use
of mild detergent extracted Trypanosoma cruzi antigens. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
50(1/2): 231-233, 1990, .

ABSTRACT: A method for a rapid and accurate demonstration of antibodies to
Trypanosoma cruzi by uwsing nitrocelluiose paper sirips with antigens of the parasite
was developed and evaluated. We report herein additional advaniages of its use for the
detection of specific antibody 10 Trypanosoma cruzi in the sera of mice. Increased
sensibility without increase in the background was achieved using parasite antigens
obtained by mild non-ionic detergent extraction as compared to antigens exiracted by
alkaline digestion,

DESCRIPTORS: Trypanosoma cruzi; Dot-dmmunobinding assays; epimastigotes;

trypomastigotes; non-ionic detergent,

The dot-immunobinding assay (DI} has al-
ready proved irself to be a convenient and rapid
serodiagnostic technique for the detection of an-
tibodies against protozosz in human serum®>*%,
We report, herein, additional advantages of iis
use for the detection of specific antibody to Try-
panosoma cruzi in the sera of mice. Increased
sensitivity without increase in the background
was achieved using parasite antigens obtained by
mild non-lonic detergent exiraction as compared
to antigens extracted by alkaline digestion. De-
tergent extraction ensures a better preservation
of antigenic molecules. Although the antigens
thus prepared do not adhere to plastic surfaces
and are therefore unsuitable for ELISA assays,
they can be diretly applied on nitrocellulose
sheets without any further treatment.

C57B1/10F (B16), A/Sn, Balb/c, CBA and
outbred albine mice infected (1.p) with subletal
inocula of T. cruzi Y sirain) blood forms. At dif-
ferent days after infection 100 pl samples of
blood were collected from the ophtalmic plexus,
Each pool of sera was obtained from 15 o 25
mice. Epimastigotes were grown in lver infu-
sion tryptose medium and washed three times by
centrifugation (600 g, 10 min., 4°C) in cold
sterile 0.01M phosphate buffered saline (PRS).
Tissue culture trypomastigotes grown in LLC-
MEK2 cell cultures were harvested from the super-
natant and washed three times (1000 g, 10 min,,
4°Cy in Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM, Flow Labs. Inc., Rockville, MD). Alka-
line digestion (0.15M NaOH}) of pelleted epimas-
tigotes was carried out exactly as described by

* Da Sego de Imunologia do Instituio Adolfo Lutz, SZo Paulo.
** Do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de 8o Paulo.
*4#* Do Departamente de Imonologia do Instiino de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S#o Panio.
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GASPARI E. N,; STOLF AM.S. & ABRAHAMSOHN, LA. — Enhanced sensitivity of dot-immunobinding assays for
the detection of antibodies in mice by the nse of mild detergent extracted Trypanosoma cruzi antigens. Rev,

Inst. Adolfo Lutz, 50(1/2): 231-233, 1980

HOSHING-SHIMIZUS, Detergent extraction was
carried out by suspending 2 X 107 pelleted epi-
mastigotes or trypomasastigotes in 300 ul of
0.65% (v/v) Nonidet- P40 (NP-40, Shell Quimica
S.A., S, Paulo, Brasil) in TBS (50 mM NaCl buf-
fered with Tris (hydroxymethyl} aminomethane 2
mM to pH. 7.5). The parasites were incubated in
NP-40 for 5 min at room temperature (RT) and
kept frozen at - 20°C. The three antigen prepara-
tions obtained: EPI-alkaline, EPI-NP40, and Try-
po-NP40 were titrated "en bloc” against positive
and negative reference sera. One microliter sam-
ples were deposited on nitroceliulose membrane
strips {Bio Rad Labs. Inc., Richmond, CA) and
dried at 37°C ., The actual amount of antigen in 1
pl corresponded to: 1.2 x 10° parasites for EPI-
alkaline, 6.2 x 10¢ parasites for EPI-NP40 and
3.1 x 10* parasites for Trypo-NP40. All the next
procedures were carried out at RT and all working
solutions were made in TBS.

The DI assay was performed as described by
LISSALDO?Z Briefly, the nitrocellulose sheets
were blocked with 5% (w/v) skimmed milk (Mol-
ico, Nestié do Brssil, MG, Brasil) for 2h and
rinsed twice in TBS. The dilutions of the serum

samples were done in 96 well dilution plates to
wich the antigen dotted strips were firmly
clamped and incubated for 1h on a rocking plat-
form, The strips were rinsed in 0.05% (v/v)
NP40 and covered with peroxidase labelled goat
anti-mouse IgG (Cappel, Cooper Biomedical
Inc., Malvern, PA) for 1h titre 1/500 (v/v). After
rinsing in PBS, the strips were incubated in the
substratre (titre 1/500 v/v) chromogen solution

{Diamino-benzidine 0.01% (w/v) and 1/400 {v/
v) dilution of 30% (v/v) H,0,, in PBS). The
sirips ‘were rinsed, dried and read by visual ins-
pection. The last serum dilution resulting in a
vet discernible brown spot was considered its ti-
tre. The titres obtained for the pools of sera tes-
ted against the three different antigens were com-
pared using the Sign test’. Normal mouse sera

{pooled) from any of the sirains used were con-
sistently negative in dilutions as jow as 1/5.

The use of NP40 extracted antigen led to an
increased of sensitivity of the order of at least
twice the log? titres obtained for the same sera
tested against alkaline extracted antigen (Table),
Thus, the belier conservation of antigen structure
in the presence of mild detergent extraction is a

TABELA

Dot - Immunobinding assay of antibody 1o alkaline and detergent extracted T. Cruzi antigens in infecied mice.

Reciprocal titres of sera tested 1o antigens

Days P1 Mouse strain Epi-NPA40* Epi-alkaline® 'I‘rypo-Ni’fJO;
8 AfSn 20 5 10
BNG 20 5 10
Balbfc 20 20 i0

\

AlSn 80 40 160
il BIO 40 20 &)
Balb/e 40 16 80
i4 CBA 160 40 320
A/Sn 160 20 160

18 B10 160/160/160§ 20/20/20% 320/320/3208
CBA 80 20 160

ASN 320/320/6408% 40/40/40% 640/320/640§

B10 320/320/640/640§ 80/40/160/160§ 640/320/640/6408
45-65
{Chronic phase) Balb/e 320/6408 40/1608 120/640%

Qutbred 640 10 640

* Epimastigote antigen obtained by detergent cxtraction; *Epimastigote antigen obiained by alkaline extraction;
Tissue culture trypomastigote antigen cbtained by detergent extraction. § Fach value corresponds to independent
pools of sera tested, which were tabulated in the same order in any of the three columns presented above. Statistic
analysis: Epi-NP40 vs, Fpi-alkaline: p< 0.001 for sera from 8 w 18 days PI; p< {}DO; for chronic phase sera.

Epi-NP40 vs. Trypo-NP40: p> 0.1.
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major advantage of the dot assay. Moreover, the
dot assay is more economical since even minute
amounts of antigen are totally bound to the
membrane, This investigation was supporied by
FAPESP and CNPg-PIDE VI to L.A.A. and to
AM.S.8. EN. De Gaspari acknowledges her fel-

lowship from FAPESP. The authors are indebted
to Drs. Yara Juliano and Neil Ferreira Novo from
the Biostatistics Division of the Dept. de Medi-
cina Preventiva, Escola Paulistz de Medicina, for
statistical analysis.

RIALAG/G83

DE GASPARI EN., STOLF AM.S & ABRAHAMSOHN, LA. — A utilizagio de
detergente na exiraglo de antigenos de Tryparosoma cruzi aumenion a
sensibilidade da reaglo imunoenzimitics (Dot-immuncobinding assay), parz a
quaniificagio de anticorpos de camundongos. Rev. Inst. Adolfo. Lutz, 50{1/2):

231-233, 1990.

RESUMO: Um méiodo rapido & preciso para a demonstragio de anticorpos
anti-Trypanosoma cruzi usando papel de nitrocelulose com antigenos do parasito foi
padronizado e avaliado Mostramos neste esiudo a3 vantagens de sua utilizag8o na
detecclo de anticorpos especificos no soro de camundongos. Observamos aumento da
sensibilidade sem aumento da inespecificidade utilizando-se antigenos do parasito

tratado com detergente nio idnico.

DESCRITORES: Trypanosoma cruzi, reagio imuncenzimitica, epimastigota,

tripomastigota, detergente ndo idmico.
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ALVES, W.; NOVO, O.F.: FONSECA, LEM. & ALVES, H.IL - Pirogenicidade de
solugﬁes de grande volume para uso cndovenoso*®. Rev. Inst. Ado!fa Lutz, 50

(1/2): 233-238, 1990.

RESUMO: Foram estudadas 352 amostras de solugdes de grande volume
compreendendo solugdes de: glicose a 5%, fisioldgics, glicofisioldgica, Ringer,
Ringer com lactato ¢ manitol. Tais solugdes foram analisadas quanto & presenca de
pirogénic nas mesmas, Destas solugbes, 67 estavam imprOprias para wolizagio por
apresentarem pirogénio com a agravante de que 27 dessas amostras estavam
contaminadas com erescimento evidente de fungos e bolores.

DESCRITCRES: SolugGes de grande volume, uso endovenoso, bactérias Gram

ncgativas, endotoxinas, pirogénio.

INTRODUCAO

Inoculacdes endovenosas de endotoxina de
bactérias Gram negativas, em quantidade de mi-
crogramas produzem o efeito fisiopatolégico de
produgio de febre ou pirogenicidade. As bactérias
Gram negativas produzem endotoxinas, ou seja,
lipopolissacarideos complexos dispostos nas pa-
redes celulares e liberadas pela lise das células
bacterianas quando da esterilizagio®3689,

Alguns autores atribuem a toxicidade da endo-
oxina ao lipdide A isolado do complexs, porém o
mais provivel € que todo o complexo de peso mo-
lecular elevado variando entre 100.000 e 900.000
daltons seja o causador dos efeitos 16xicos, enire
08 quais a pirogenicidade 1279101t

Quando a toxina penetra no organismo de
mamiferos (homem, coclho) é depurada pelo sis-
tema reticulo endotelial, sendo absorvida pelos
leucdeitos circulantes.

Para inativacio de endotoxina também contri-
buem fatores séricos e os esterGides das supra-
renais.

Apds a inje¢do de uma solugido contendo
pirogénio em um paciente ou em um coclho,
existe um intervalo de laténcia de 30 ou mais
minutos seguido de pequena elevagio de tempera-
tura. Nesse perfode hid uma diminuicio dos
leucécitos polimorfos nucleares circulantes,
apds o que teremos uma elevagio maior e dura-
doura da temperatura, cuja causa provivel & a
liberagdo de pirogénio enddégenoc" dos
leucécitos do sangue pela acglo do "pirogémic
exdgeno” de bactérias Gram negativas que foi
inoculado.

Pacientes com problemas cérdio-respiratérios
tornam-se de alto risco quando recebem imocu-
lag@es endovenosas de firmacos e medicamentos
contendo pirogénio, gue provocarfo febre ou an-
mentardo a 34 existente.

* Realizado na Segfio de Controle de Lsterilidade ¢ Pirogénio ¢ na Segfio de Microscopia Alimeniar do Instimuto

Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP,
#* Do Instituto Adolfo Lutz.
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Essas solugbes de grande velume analisadas
sfo solugBes de grande importincia na rotina
hospitalar, visto que na grande maioria das vezes
sio emergenciais, utilizadas para manter o vo-
jume do sistema cirenlatério, o equilibrio ele-
wolitico do sangue, como também na alimen-
tagio energética por via venosa. Dai a
preocupagio constante com o controle de boas
normas de gualidade de tais produtos.

MATERIAL £ METODOS
Material

Estufa de despirogenagiio — 250° C

Seringas e aguthas despirogenadss

Frascos Erlenmeyer, baldes voluméltricos, bé-
queres despirogenados

Termoémetro de leitura instantdnea, com dois
satélites 2 dez terminais em cada um.

Coelhos sadios com + ou - 1,800 g

Gaiolas com guilhotina para testes.

No presente trabalho foram analisadas 352
amosiras de solugBes de grande volume endove-
nosas, remetides ao Institute Adolfo Lutz pelo
Centro de Vigilincia Sanitdria, além de amostras
encarninhadas pelos préprios laboratSrios parti-
culares,

As amostras eram procedentes dos nove prin-
cipais laboratérios especializados em solugdes de
grandes volumes (laboratdrios I a IX) que abaste-
cem a rede hospitalar de Sdo Paule.

As amostras analisadas foram as seguintes:

Soluglo Fisiolégica 0,9% - 102 amosiras
Soluglio Glicofisiolégica — 64 amostras
Soluciio de Glicose 3% .- 148 amostras
Solugfio de Ringer — 10 amostras

Solugio de Ringer com lactato — 18 amostras
Solugio de manitol — 10 amosiras

Procedimento

As amostras foram verificadas quanto ao con-
trole de pirogénio de acordo com a metodologia
oficial descrita na Farmacopéia Brasileira 32
edigiio®,

Os coelhos adaptados ac biotério de teste fo-
ram usados num primeiro teste em nimero de
trés, Se o resultado fosse duvidoso, de acordo
com os indices oficiais, o teste era repetido com
mais cince coelhos. Os terminais dos satélites
do termbmetro de leitura instantinea foram intro-
duzidos no reto dos animais, presos nas gaiolas
guithotinadas para teste, & profundidade de 7.3
cm. Quarenta minutos antes de iniciar os testes,

TABELA I
Andlites de Contrele de Pirogénic em Solugbes de Grandes Volumes
Laboratérios| Soluglio Fisiclagion Sclugho Glico- Solugéo de Glicoss | Solugho de Ringor Solugio de Ringer | Selugis de Manitol
0.9% Fisioldgica % vom Lactate
A Cond Analisad; d dag Analigadar {Cond das | Auslisad denadas | Analisades |Condenadas! A das | Condenad
1 20 E*¥ G 3 30 FET P 2 1 5 3 -
n 25 S ¢ Swnw 3t - 2 3 +
m 0 7 - 1% 2m - - 3 -
W 10 . 7 2 10 - - .
v i0 ax & 13 Suw 5 -3 4
Vi 7 3 5 a* 15 3 - - -
VI 5 i T H 13 -2 3 1 -
vig 5 8 2= 5 3 1 - -
% 10 1 5 - 7 ERLL 2 1 H - 3
Towd 102 18 54 15 148 29 16 3 18 -1 10

-

¥
e

{i amosira com. crescimenio evidente de fungos)
{2 smositag oo crescimente evidente de fangos)
{3 amastras com orescimenio evidente de funges)
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as temperaturas foram anotadas e consideradas
como temperaturas controle. Antes de inocular os
coelhos, medimos novamente as temperaturas e
36 foram considerados animais cuja variagio de
temperatura nio foi maior que 0,6°C em relagio
ao controle ¢ animais que apresentavam
temperaturas normais, ou seja, de 38,9°C a

39.8°C.

Os produtos foram inoculados de acordo com
suas respectivas monografias especificadas na
Farmacopéia Americana, USP XXI edi.

RESULTADOS

Dias 352 amostras analisadas, 67 apresentaram
pirogénio em desacordo com as normas oficiais
vigentes. Portanto, 19,03% das amostras esta-
vam em condighes imprdprias para consumo,
com agravante de que 27 dessas amosiras, ou seja
7.67% j4 se apresentavam contaminadas, com
crescimento evidente de fungos e bolores.

DISCUSSAQ E CONCLUSAD

Em termos de Satde Piblica, da populagio que
necessita da transfusfio destes produtos em emer-
géncias hospitalares, os resultados obtides sdo
bastante preocupantes, visto que, de cada 1.000
pacicntes que neccessitam de solugSes endoveno-
sas de grande volume, mais de 190 terdo seus es-
tados clinicos agravados pela medicaglo, caso
ndo seja realizado um contrele de qualidade que
evidencie os produles imprdprios para uso,

Temos ainda gue levar em consideraclo os
produios que s¢ apresentam com contaminacio
evidente por fungos e bactérias. Tais produtos,
por sua prépria apresentagfio, nio podem ser
aplicados para evitar casos de sepiicemia.

A conclusio do presente trabalho é firmar a
exigéneia de um efetivo conirole de garantia de
qualidade nessas solugdes de grandes volumes antes
de serem colocadas i disposigio dos hospitais.

RIALAG/GR4

ALVES, W., NOVO, O.F; FONSECA, LEM. & ALVES, H.I — Pirogenicity of large
volume endovenous solutions. Rev, Inst. Adelfo Lutz, S0(1/2): 235-238, 19%0.

ABSTRACT: There were estudied 352 samples of large volume solutions of
dextrose 5%, physiological saline, dextrose and sodium chloride, Ringer, Ringer
Tactated and mannitol. These solutions were tested as for the presence of pyrogen.,
wich was found in 67 samples. In 27 solutions there was evident growth of lungi and

maoulds.

DESCRIPTORS: Large volume endovenous solutions, Gram negative bagteriua,

endoloxins, pyrogen.
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SANTOS, M.C.; RODRIGUES, RMMS, & ZAMBON], €, Q. — Sucos de maracuji,
tamarindo ¢ uva: méiodos de andlise das condiches higiénicas. Rev, Inst. Adolfo
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RESUMO: Foi desenvolvide um méiode de anslise das condigBes higi€nicas de
sucos de maracyjd e tamarindo, utilizando-se a extracio com frasco armadilha de
Wildman, a tamisagdo e a filtragiio em paféis de filtro branco e azul. A utilizagio de
papel de filtro branco faverecen a visualizagio de fragmentos de insetos ¢ o azul
faciliton a identificagdo de larvas e ovos de insetos. O método mostrou-se eficiente
por detectar fragmentos, ovos ¢ larvas de insetos em uma Yinica iécnica de andlise;
usar materiais ¢ reagentes disponiveis em laboratdrio e apresentar boa
reprodutibilidade. Para suco de uva foi vtilizade o método de filtiragio direta em papel
de filtro branco. Foram analisadas 76 amosiras dos sucos citados. Os sucos de
maracujd € de ova estavam em condicSes higiénicas satisfaibrias, As amostras de suco
de tamarindo apresentaram contaminagic com ndmero elevado de fragmentos de
insetos, além de ovos e de larvas.

PESCRITORES: maracujé, tamarindo, uva, suco de, condigbes higiénicas de sucos.

INTRODUCAO

As frutas constituem matérias-primas de im-
portincia na alimentacfo do brasileiro, tanio na
forma "in natura” como na processada.

A qualidade e a vida Giil de um produto ali-
menticio, como os sucos industrializados, estio
intimamente relacionadas com as condigdes da
matéris-prima, ansporte, proccssamente e em-
balagem?.

Segundo Rocha®, parte da produgiic nacional
de frutas é perdida principalmente apés a cothei-
ta, por falta de tratamento e manuseio adeguados,
susceptibilidade ao ataque das pragas e microor-
ganismos e inadequagic na estocagem.

Considerando que as frutas estdo sujeitas A
contaminagio por pragas, em todas as etapas de
transformacgio em um produto industrializado®, a

* Realizado no Instituto Adolfo Lutz, S3o Paulo, S.P.
** Do Instituio Adolfo Luz,

presenca de matérias estranhas, como fragmen-
tos, larvas e ovos de insetos, € esperada.

Na cidade de Sio Paulo, o consumo de sucos
industrializados € grande, com a oferta de sucos
de véarias frutas e de diversas marcas. Apesar dis-
50, ndo se tem um método de andlise padronizado
para detecgdo microscépica das condigbes higig-
nicas desse produto.

Baseado nas técnicas descritas na A.Q.A.C.L,
foi desenvolvido um métedo para detecgio de
fragmentos, larvas ¢ ovos de insetos, para sucos
de maracujd, tamarindo e uva.

MATERIAL E METODOS
Amostra-padifio de suco de maracujé contami-

nada com dez ovos, dez larvas e dez asas de
Drosophila sp.
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Amostras de diferentes procedéncias adquiridas
ne coméreio da cidade de Sfo Paulo, assim dis-
tribuidas: 27 sucos de maracujd, de nove marcas
diferentes, 20 sucos de tamarindo, de duas marcas,
e 29 sucos de uva de dez marcas comercias,

Método A

Método baseado na "Association of Official
Analytical Chemists"?,

Material

Béquer de 250 ml

Papel de filtro de filtracfio média branco

Papel de filtro de filtragio média azul, tingido
com cristal violeta 0,1%

Tecido de nylon para filtraglio 10 XX (abertura
de matha 132 p) branco

Tecido de nylon para filtragio 10 XX azul,
ungido com tinta para tecido Acrilex (1:10)

Tecido de aylon para filtragio 17 XX {abertura
de matha 80 p) branco.

Tecido de nylon para filtragio 17 XX azul,
tingido com tinta para tecido Acrilex (1:10)

Equipamento para filtraglio a vécuo

Microscépio estersoscépico

Procedimento

Pesar 100g da amostra-padrio e filtrar a
vicuo, utilizando papéis de filtro e tecidos de ny-
fon 10 XX e 17 XX, brancos e azuis.

Examinar o material 20 microsedpio estere-
oscdpice (20 x).

Méiodo B

Métode de extragiio e tamisagiio para sucos de
maracujd e tamarindo.

Material

Béquer de 250 ml

Frasco armaditha de Wildman de 2.000 ml

Tamis USBS n® 140

Papéis de filro e tecidos de nylon de acordo
com o descrito vio Mélodo A

Equipamento para filtragcio a vicuo

Microscépio estercoscdpico

Reagentes

n-heptano

Agua i temperatura de 70°C
Procedimento

a — Extragéo

Pesar 100 g de amostra de suco homogenciza-
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do, em frasco armadilha de Wildman, juntar 15
ml de n-heptano e agitar bem. Adicionar dgua
quente (70°C) até encher o frasco.

Agitar o Bmbolo do frasco, ocasionalmente,
durante 20 minutos, deixar o Hguido em repouso .
por dez minuios e extrair o material para um bé-
quer, lavando o gargalo do frasco com dgua
quente para remover o material aderido em suas
paredes e na haste,

Adicionar 15 ml de n-heptano, completar o
volume do frasco com dgua quente {70°C), agitar,
repetir o tempo de extragho e extrair novamente
© material para um béqguer.

Filtrar & vécuo sobre papel de filtro branco e
examinar o material ao microscdpio estere-
oscépico (20 x).

b — Tamisacdo

Passar o residuo do frasco de Wildman para
um tamis n® 140, lavando-o com jatos de dgua.
Filtrar o material retido no tamis, a vdcuo, la-
vando-o com dgua filtrada para retirar todo o ma-
terial aderido. Examinar o material ao mi-
croscépio estereosedpico (20 x).

Método C
Métode de filtraglo direta para suco de uva.
Material

Béquer de 250 ml

Papel de filtro de filtragio média branco
Equipamento para filtraciio a vdcuo
Microsedpio estereoscdpico

Procedimento

Pesar 100g de suco de uva homogeneizado e
filtrar a viicuo sobre papel de filiro. Examinar o
material ac microscdpio estereoscépico (20 x).

RESULTADOS

Nz tabela 1, estdo os resultados obtidos na recu-
peragiio de fragmenios, larvas e ovos de insetos,
utilizando-se papel de filtro e tecidos 10 XX e 17
XX, brancos ¢ azuis. Os nfimeros indicam a média,
em porcentagem, de dez andlises, wtilizando-se a
amostra-padric de suco de maracujd contaminado
com dez {ragmentos, dez larvas e dez ovos de Droso-
phila sp (para cada 100 g de amostra) e 0 método B.

Os resultados obtidos na andlise das 76 amos-
tras de sucos de uva, maracujé e tamarindo estiio
aprescntados na tabela 2.
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TABELAL

Média, em porcentagem, de recuperagdo de matérias estranhas, em amostra padrdo de suco de maracujd

Recuperacio (%)

Matérias
estranhas Papel filtro Tecido 10 XX Tecide 17 XX Média

branco azul branco arul branco azul -
Fragmenlos
de 100 100 100 100 100 100 100
insetos
Larvas 90 100 95 100 100 100 97.5
Ovos TG 50 60

75 5 80 75

Para testar a reprodutibilidade dos métodos
utilizados, quanto a fragmentos, larvas e ovos de
insetos, 30 das 76 amostras dos sucos de uva,
maracujd e tamarindo foram analisades em dupli-
cata: duas {ragBes (amostras 1 ¢ 2) de 100 g cada
uma foram contaminadas com dez asas, dez ovos
e dez larvas de Droseophila sp. A média das du-
plicatas, a média aritmética e o coeficiente de
variaglio para ovos e larvas estio na tabela 3.

DISCUSSAO
a - [Dos métodos

Inicialmente, usando-se o métbdo A com
amosira-padriio de suco de maracujd, em f{ragdes
de 100 g contaminadas com ovos, larvas e asas
de Drosophila sp, testou-se a filiragfo direta, da
amosira, em papel de filtro e tecidos de nylon
para filragio 10 XX e 17 XX, brancos ¢ azuis.

0 tecido 10 XX foi testado por ser indicado
no método de filtragiio da A.Q.A.C.}, para ovos e
larvas de insetos. Por ser importado, estou-se o

tecido nacional 17 XX, cuja abertura de matha éd a

mais préxima i do 10 XX, Nio foi encontrado
nos fornecedores nacionais de tecido de filiraglo
um com abertura igual ao importado.

Tanto para o papel de filtrto como parz os fo-
cidos de nylon, foram necessdrias cerca de cinco
filtragbes por amostra, tornando difici} ¢ demora-
da a leitura para o analista.

O niimero elevado de filtracBes por amosira &
conseqliéncia da alta concentragdo de solidos em
suspensiio no suco, exigido pela legislagio em
vigor’, on scja, # amostra de suco apresenta grande
guantidade de elementos histoldgicos da fruta.

Para diminuir o mimero de filtracBes por
amostra ¢ o tempo gasio na pesquisa, concomi-

tante, de fragmentos de insetos e de ovos ¢ lar-
vas de insetos, procurou-se eliminar os elemen-
tos histolégicos da fruta presentes na filtrago,
Assim, para a pesquisa de fragmentos de insetos,
utilizou-gse a extragao do material com o frasco
armaditha de Wildman ¢, para a recuperacio de
ovos e larvas de insetos, a tamisagio do residuo
do frasco. Desta forma, foi possivel reduzir o
nimero de filtragfo por amostra para duas: uma
para 0 material de extragio do frasco e outra para
o material retido no tamis. Em ambas as fil-
tragBes testou-se o papel de filoo e os tecidos 10
XX e 17 XX, brancos e azuis.

Observou-se que o papel de filro ¢ tecidos
brancos favoreceram a visualizaclio dos fragmen-
tos de insctos, por serem de cor marrom, enquanto
o papel de filtro e tecidos azuis facilitaram a iden-
tificagiio de larvas e ovos de insetos, por serem
brancos ou amarelados e pequenos, ficando carmu-
flados pelos elementos histolégicos do fruto,

A andlise das condigBes higilnicas de suco de
uva & facilitada pela auséncia de elementos his-
toldgicos de uva na amostra, pois na tecniologia de
processamento da fruta obtém-se baixa concen-
tragio do sélidos em suspensfio®. Desta forma, &
possivel a filtragho direta da amostra em papel de
filtro branco (método C} e a fdeil visualizagho de
fragmentos, larvas e ovos do insetos, quando o ma-
terial é examinado ao microscSpio estereoscépico,

b« Dos resultados

Analisando a tabela 1, observa-se que a por-
centagem de recuperagio para fragmentos de inse-
tos foi de 100% em todas as DltracSes; para lar-
vas, obteve-se 97.5% e, para ovos, 75% de
recuperagio. Para larvas e ovos, a porcentagem
de recuperagio fol maior quando as filiragdies fo-
ram feitas em papéis e tecidos azuis. Isto porque
o fundo azul facilita a visualizacio das larvas e
OVOS no exame aoc microscoplo estercoseépico.
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TABELA 2

Matérias estranhas pesquisadas em suco de uva, maracujd e tamarindo

Suco de uva Suco de maracujd Suco de tamarindo
Matérias estranhas e & ) @) » %
0 15 5,7 5 18.5 0 0.0
i-10 14 48,3 21 77,8 o 0,0
Fragmentos 11-20 ¢ 0,0 i 3,7 0 0,0
do 21-30 o 0,0 0 0,0 0 0,0
insetos 31-40 o 0,0 0 0,0 3 15,0
41-100 ¢ 0,0 o 0,0 4 20,0
101-300 0 0,0 ¢ 0,0 13 65,0
Total 29 27 20
g 29 100,0 27 100,0 16 80,0
Larvas 1-10 ] 0.0 4] 0.0 4 20,0
Total 29 27 20
¢ 29 160,0 27 100,0 17 85,0
Ovos 1-10 0 0.0 0 2,0 3 i5,0
Total 29 27 20
TABELA3
Reprodutibilidade dos métodos quanto a ovos e larvas de insetos
Suco de uva Suco de maracujd Suco de tamarindo
Amostras
ovo larva ove larva ovo larva
1 9.0 8,5 6,0 9.5 7,0 8,5
2 9,3 9,0 8,5 9.0 9,0 10,0
3 14,0 8,5 8.0 9.0 7.5 9,
4 9,0 9,5 [} 9.0 55 10,0
5 8,0 9.5 9.5 9.5 7.5 9.5
6 9.0 10,0 7,0 9.5 6,5 9.5
7 6,5 10,0 7.0 9.0 4.0 8,5
8 7.5 10,0 8,0 10,0 7.0 10,0
9 10,0 10,0 6,5 9.0 7,0 8,5
10 8,5 10,0 6,0 2.5 7.5 8,0
Média 8,7 9.5 7.3 9.3 7.3 9.2
C.V. 12% 6,22% 13,69% 3.5% 13,69% 7,73%

C. V. — coeficiente de variagio

Como o papel de filiro € de ficil aquisi¢iio e
de uso mais comum no laboratério, ele foi esco-
thido para a padronizagiio do método de extraciio
e tamisago, para sucos de maracujé ¢ tamarindo
{méodo B). Como a filtragio do material de ex-
traglo do frasco de Wildman & para pesquisa de
fragmentos de insetos, cuja cor é marrom, usou-
se papel de filtro branco. O papel de filtro azul
foi usado pars a filtragio do material retido no
tamis, cuja finalidade é pesquisar larvas e ovos.

Pela 1abela 2, observa.se gue 51,7% das
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amostras de suco de uva ¢ 18,5% de maracujé es-
tavam isentas de matérias estranhas.

Nos sucos de uva, 48,3% das amostras conti-
nham até dez fragmentos de insetos ¢ 81,5% das
amostras de suco de maracujé apresentaram conia-
minagdo por fragmentos de insefos em niimero
inferior a 20.

Para suco de tamarindo, foram analisadas
amostras de apenas duas marcas {as Unicas comer-
cializadas na cidade). Observa-se (tabela 2) uma
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alta porcentagem de contaminagio por fragmen-
tos de insetos: com 35% das amostras apresen-
tando de 31 a 100 fragmentos de insetos ¢ 65%
contendo de 101 a 300 fragmentos.

Das 20 amostras de tamarindo 20% continham
Tarvas ¢ 13%, ovos de insetos, O alto indice de
matérias esiranhaes indica as péssimas condigbes
higiénicas do produto.

Quanto & reprodutibilidade dos métodos utili-
zados, obteve-se na pesquisa de fragmentos de
insetos 100% de reprodutibilidade. Ne& recupe-
ragiio dos ovos ¢ larvas de insetos obteve-se um
mesmo padric de comportamento para recupe-
raglic de ovos, independenie do tipo de suco.
Para larvas, obtiveram-se melhores resultados no
suco de maracujd e padrSes semelhantes para os
outros dois sucos. Porém, verifica-se que o méto-
do foi mais eficiente para recuperagic de larvas
do que de ovos, talvez devido & maior fragilidade
deste em relacfo ds larvas (tabela 3).

CONCLUSAO

O método desenvolvido para andlise das con-
digBes higidnicas de sucos de maracujs e tamarin-
do mostrou-se eficients por: detectar fragmentos,

ovos e larvas de insetos em 100g de amostra,
utilizando, também, o residuo de suco que perma-
nece no frasco de Wildman apés a extragiio; usar
dois papéis para filiraglio, um para extragfo e um
para o residuo; reduzir o tempo de andlise; usar
materiais ¢ reagentes disponivels em laboratdrio
de Microscopia Alimentar ¢ apresentar boa repro-
dutibilidade.

A uilizagio de papel de filtro de cor azul,
contrastando com o material, faciliton a visuali-
zagdo e auxilion a identificagio das larvas e,
principalmente, dos ovos de insetos.

A andlise das condicSes higiénicas de suco de
uva foi facilitada pela auséncia de elementos his-
toldgicos da fruta e pela prépria cor do suco, que
escurece o papel de filtro.

Os sucos de maracujd e de uva estavam em con-
digGes higinicas satisfatérias, contendo nenhum
ou pequeno nimero de fragmentos de insetos,

A contaminagio do suco de tamarindo com
grande nimero de fragmentos de insctos, além de
oves e larvas, colocou-o em condigbes higiéni-
cas insatisfatorias, além de sugerir a necessidade
de controle desses produtos e de estabelecer mé-
todos para uso efetivo nesse controle.
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ABSTRACT: A method for detection of light filth, fly eggs and maggots in fruit

juices was developed, For passifiora fruit and tamarind juices trap flasks, n* 140
sigves and filtration with white and blue filter papers were used. For grape juice direct
filtration was employed. In 76 samples of these juices the examination {or sanitary
vality was performed. In samples of passiflors fruit and grape juices a few insect
ragments were found while in the samplcs of tamarind juice there were many insect

fragments besides maggots and eggs.

DESCRIPTORS: passiflora, tamarind, grape, fruit juices, filth microscopical

analysis.
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RESUMO: Foram analisadas 68 amosiras de farinha de rosca, 34 produzidas em
padarias ¢ 34 indusirializadas, para pesquisa de matériag estranhas pesadas (parlicula
metdlica ¢ arcia) e leves (inseto e pélo de roedor). O métodoe utilizado para pesquisa de
matéria estranha pesada foi uma modificagiio do inserito na A.O.A.C., usando-se funil
de scparagio para sedimentagiio do material pesado, f{acilitando a identificagio ¢ &
quantificagio das partfculas metdlicas e grios de areia. Concluiu-se gue as amostras de
farinhas de rosca apresentaram alto grau de contaminagio com panfculas metdlicas,
94,1% para amostras de padaria e 91,2% para as indvsirializadas, enquanto 13,2% das
amostras analisadas apresentaram contaminaglo com areia. Para pesquisa de matéria
estranha leve foi utilizado o método de hidrélise 4ecida. Venficou-se gue, quanto a
fragmentos de insetos, 47,1% das amostras de padaria e 44,1% das indusirializadas
estavam em condigSes higi€nicaz insatisfaidrias, enquante 14,7% das farinhas de
rosca de padaria ¢ 5,8% das amostras de indistrias estavam impréprias para o consumo

por conter pélo de roedor, de acordo com a legislagio em vigor.

DESCRITORES: farinha de rosca, matéria estranha pesada e leve, particula
metélica ¢ areia, inseto ¢ pélo de roedor, detecglio microsedpica de.

INTRODUGAD
A farinha de rosca é o produto obtido pela
moagem de ples e de roscas torradas, em perfeito
estado de conservagiod?, Pela prépria definiclo,
a farinha de rosca pode ser produzida lanto a
nivel doméstico, come em pequena escala, em
padarias, ¢ a nivel industrial.

A facilidade de produzir farinha de rosca torna-
a um produto sujeito a processamentos inadegua-
dos, sem controie sanitdric efetive. Apesar do
processamento comercial do pio  ter sido subme-
tido & mecanizagio e virios melhoramentos?,
ainda sfo usadas formas rudimentares na sna ela-
borag®o, em muitas padarias.

A melhora na qualidade dos produtos de pani-

ficagio e nas suas condi¢bes higilnicas depen-
dem de muitos fatores, tais como: aquisigio, dis-
rribnig3o e conservaglio dos equipamentos, con-
servacio geral do estabelecimento, higiene,
controle da matéria-prima, condigbes de estoca-
gem, drca de produgdo, controle de contaminagio
microbioldgica, de insctos & do roedoress,

Uma vez que a matéria-prima para produgio
dos produtos de panificacic consiste basicamente
de material mofdo e que estes podem conter ma-
térias cstranhas, deve-se evitar a incorporagio de
oufras matérias estranhas em cada etapa do pro-
cessamento,

A estocagem do plio, os residuos deixados nos
equipamentos, sujeiras do chio e suspensas no ar
contribuem para a presenga de insetos e seus

* Realizado na Se¢do de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Sio Paule, SP.

** Do Institino Adolfo Lutz.
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fragmentos, pélos de roedor e areia no produto
final. A presenga de fragmentos de insetos e de
pélos de roedor foi constatada anteriormente, no
estudo comparative de métodos para extragio de
matérias esiranhas leves em farinha de roscal®

A moagem do pio em equipamentos gastos e
o use de ples com farinhas provenientes de moi-
nhos com maquinarias velhas e gue nio usam ele-
troim&!! resultam em farinhas de rosca contami-
nadas com particulas metdlicas.

Os problemas de contaminacio da farinha de
rosca devern ser evitados pela inddstria de panifi-
caglio e conmolados tanto pela inddstria como
pelos laboratérios de Saide Publica.

O objetivo deste trabatho foi a modificagiio de
metodologia para separagio de matérias estranhas
pesadas (particula metdlica e areia) misturadas ao
produto e verificacio das condigBes higiénicas,
pela separagio de matérias estranhas leves, das
farinhas de rosca produzidas em padarias e em
indistrias.

MATERIAL E METODOS
- Material

Foram analisadas 68 amosiras de farinha de
rosca, sendo 34 amostras elaboradas em padarias
¢ adguiridas em 19 panificadoras ¢ 34 amosiras
industrializadas, de 13 marcas diferentes, todas
obtidas em estabelecimentos comerciais da cidade
de S#o Paulo.

Métodos
a - Pesquisa de matérias estranhas pesadas

O método utilizado para separar matérias es-
tranhas pesadas da amostra baseocu-se no
principio da sedimentaglio por diferenca de densi-
dade, segundo a A.O.A.C.13, com as scguintes
modificagdes: menor quantidade de amostra ¢ uti-
lizagdo de funil de separagiio.

Procedimento

Colocar 150 ml de cloroférmio em wm funil de
separacio de 250 ml. Pesar 20 g de amostra e
adicionar ao funil. Agitar o funil vigorosamente,
em movimentos circulares. Agitar cuidadosamente
o funil, a curtos intervalos de tempo, durante 20
minutos. Deixar em repouse por dez minutos.
Apés esse tempo, transferir cerca de 1/3 do vo-
lume de cloroférmio do funil diretamente para
outre funil de separaciio de 250 ml, contendo 50
mi de cloreférmio ¢ 50 mi de tetracloreto de car-
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bono. Repetir as etapas de agitagio e de sedimen-
tagio como anteriormente. Transferir cerca de 20
ml da mistura de cloroférmio e tetracloreto de
carbono diretamente para um funil de vidro com
papel de filtro e secar 3 temperatura ambiente.
Examinar o material do papel de filtro ao mi-
croscépio estereoscdpico, no aumento de 10x,

a.l - Contagem de particulas metdlicas

Com o auxilio de um bisturi mantado, contar
as partfculas metdlicas. Dar o resultado em
nimero de particulas metdlicas/100 g de amostra.

a.2 - Pesquisa de areia

Ap6s retirar as particulas meidlicas, transferir
o material do papel de filiro para um vidro de
reldgio, dissolver em 4gua e deixar sccar, Trans-
ferir os cristais de areia para um papel de filtro
tarado e pesar. Dar o resultado em g%.

b - Matérias estranhas leves

Para pesquisa de inselos, larvas e seus frag-
mentos e pélos de roedor, utilizou-se o méodo
da hidrélise 4dcida®12, O resultado & expresso em
n® /100 g de amosira.

RESULTADO

Tanto as amostras de farinha de rosca elabora-
das em padaria como as de indistria foram agru-
padas de acorde com a quantidade de particulas
metdlicas encontradas. A tabela 1 mostra o
nilmero e a porcentagem de amostras contendo ou
ndo particulas metdlicas, seguindo um critério de
agrupamento em intervalo de 50, para 1 a 300
particulas metdlicas, uma faixa com auséncia de

TABELA1

Particulas metdlicas em farinha de rosca

Armostras Amostras
Particulas de padaria de inddsiria
metdlicas
nt T n? %
[ 2 5.9 3 8,8
I —50 5 14,7 7 20,6
51 ~ 100 4 1.8 6 17,7
101 — 150 5 14,7 4 it,7
151 — 200 6 17,7 0 0,0
200 — 250 I3 2,9 3 8,8
251 — 360 q 11,7 0 0,0
> 3060 7 20,6 11 32,4
Totai 34 34
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TABELA2Z

Areia em farinka de rosca

Areia Armostra
{g/%:) n? %
¢ 59 86,8
0,1 1,0 5 7.4
1,1 —2,0 2 2,9
21 —3.1 2 2,9
Total 68
TABELA3

Fragmentos de insetos, larvas e pélos de roedor em
Jarinha de rosca (n%100 g}

Amostras Amostras
de padaria de inddstria
Matériag
estranhag n* % a? Do
Fragmentos 0 - 30 18 52,9 19 55,9
de 31-60 13 38,3 8 23,5
insetos 61 - 90 1 29 3 88
> 90 2 59 4 11,3
Total 34 34
Larvas [ 29 85,3 31 91,2
1-10 5 14,7 3 8,8
Total 34 34
Pélos 0 29 85,3 32 94,2
de 1-1G 5 14,7 1 29
roedor i1- 20 0 0,0 1 29
Total 34 34

particulas ¢ uma com quantidade superior a 300.

Os resultados de particulas metdlicas obtidos
em 20 g foram calculados para 100 g de amostra,

O ntémero de amostras de farinha de rosca con-
tendo ou ndo grios de areia é apresentado na ta-
bela 2, em faixas de 1 g, com os resultados ex-
pressos em g%.

Os resultados obtidos na pesquisa de fragmen-
tos de insetos, larvas e pélos de roedor foram
calculados para 100 g de amostra. Estes resulta-
dos sdo apresentados na tabela 3, discriminando-
se os valores obtidos para amostras elaboradas
em padaria e para as industrializadas.

DISCUSSAO

O método utilizado para separagio de
particulas metélicas e grios de areiz em farinha
de rosca mosirou-se adequado pela facilidade de
manipulagio do funil de separacio e homogenei-
zaghio da amosira,

O funil de separagiic permite a retirada de pe-
quena quantidade de solvente, contendo toda ma-
téria estranha pesada & pouco tecido vegetal. As-
sim, o exame estereomicroscépico do material
retido no papel de filtro é facilitado pela pequena
quantidade de residuo da amostra, possibilitando
a répida contagem das particulas metdlicas e a
averiguagio dos gries de areia.

No método de andlise preconizado pela
A.0.A.C.2, para sujidades pesadas e utilizado na
pesquisa de particulas metdlicas em farinha de
trigo’!, toma-se dificil a decantagio das matérias
estranhas pesadas, da camada de cloroférmio con-
tendo tecido vegetal, se esta estiver muito compac-
ta. Nestas condigBes de decantagBo podem, inclu-
sive, ocorrer perdas do material estranho pesado
devido 2 rapidez do mevimento de verter o béquer.
Por mais caidadosa ¢ eficiente que seja a de-
cantagdo, ainda permanecem residuos de vegetais
nas paredes do béquer. Esses residuos irfo para o
papel de filro, camuflando as partfculas metélicas
e grios de areia, dificultando a visualizagiio.

Pela tabela 1, verifica-se o alto fndice de fa-
rinhas de rosca contaminadas com particulas
metilicas, tanto de padaria como industrializada.
Somente 5,9% de farinha de rosca de padaria e
8,8% das farinhas industrializadas nfio continham
particulas metdlicas. Esses resultados indicam gue
tanio a farinha de trige como o pio foram pro-
cessados por maquinarias gastas, em péssimo es-
tado de conservagio. De acordo com CHATTS, o
desgaste das méaquinas é o maior responsdvel
pela contaminagio de partfculas metdlicas em
produtos triturados.

A porcentagem de farinhas de rosca, contendo
mais de 300 particulas metdlicas/100 g de amos-
tra, foi maior para as industrializadas (32,4%) do
que para as de padaria (20,6%). Porém, indepen-
dente do némero de particulas metdlicas, obser-
va-se que as farinhas de rosca de padaria esifio
mais sujeitas a contaminacio com particulas
metélicas do que as industrializadas (Tabela 1).

Do w1al de amostras analisadas, 13,2% foram
positivas para pesquisa de areia, sendo que a
quantidade encontrada foi inferior a 3,1% do peso
da amostra (Tabela 2). Embora a andlise fisico-
quimica determine o teor de resfduo mineral
fixol9, a gquantificacio dos griios de areia na fa-
rinha de rosca foi uma tentativa preliminar de de-
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senvolver e adequar mérodos de guantificaciio de
material estranho por microscopia. Estudos com-
parativos deverdo ser realizados para concluir a
viabilidade do método microscépico. Ao
conirdrio do esperado, as farinhas de rosca pos-
suem baixo grau de contaminagio por areia.

- A escolha do método de hidrélise acida® para
extracio de matérias esiranhas leves estd funda-
mentada na comprovaciio de sua sensibilidade
nos resuliados obtidos em macarrdo?3.

A tolerfncia de até 30 fragmentos de inselos
em 100 g de amostra de farinha, estipulado pela
Portaria 1/86°, aprova 52,99 de farinhas de ros-
ca de padaria ¢ 35,9% de indisiria (Tabela 3).

Quantidades malores que 90 [ragmentos de m-
setos foram encontradas em 11,8% das farinhas
industrializadas ¢, apenas, em 5,9% das farinhas
de padaria (Tabela 3).

Comparando os resultados obtidos (Tabeia 3),
verifica-se que a porcentagem de farinhas de rosca
contaminades foi de 14,7%, tanto para larvas como
para pélos de roedor e que apresentaram maior con-
taminagfo em relagdo as industrializadas.

A contaminagiic das farinhas de rosca com pé-
los de roedor (Tabela 3) indica as péssimas con-
digdes de higiene e a necessidade de um controle
mais efetive de roedores nestes estabelecimentos.

CONCLUSOES

Pode-ge concluir que o método para pesquisa
de matéria estranha pesada fol adeguado e de
fécil aplicagio em laboratério. O use do fumil
de scparaglio para a sedimentac@o facilitou a
identifica¢Bo ¢ & quantificaciio das particulas
metdlicas e grios de arela em ameostras de faxi-
nha de rosca.

As Tarinhas de rosca apresentaram um alto grau de
contaminagdo com partfculas metdlicas, 94,1% para
amostras de padaria e 91,2% para industrializadas,

A pesquisa de areia foi posiiva para 13,2%
das amostras examinadas.

Quanto aos fragmentos de insetos, verificou-
se que 47,1% das amositas de padaria e 44,1%
das industrializadas estavam em condigbes higié-
nicas insatisfatdrias,

Apresentaram-se imprdprias para ¢ consumo,
14,7% das amostras de padaria ¢ 8,8% das indus-
trinhizadas por conter larvas e, 14,7% das fari-
nhas de rosca de padaria ¢ 5,8% de inddstria por
conter pélos de roedor.

As faninhas de rosca comercializadas na cidade
de Sdo Paulo necessitam de um controle mais ri-
EOTOSO0.

RIALAG/686

RODRIGUES, RMM.S,; SANTOS, M.C & ZAMBONI, C.Q. — Surplus-bread flour:
heavy and light filth. Rev. fnst. Adolfe Lutz, 50 (1/2): 245-249, 1950,

ABSTRACT: A method for detection of heavy filth (ferromagnetic panicles and
sand) was described and used in exsmination of 68 samples of surplus-bread flour. Par-
ticles were found in 94,1% of bakery samples and 91,2% of industry samples. It was
found that 13,2% of samples contained sand. Recovery of light filth was made by acid
hydrolysis method. It was found that 91,2% of surplus-bread flour were in unsanitary
conditions, while 20,5% of samples were unfit for human consumption,

DESCRIPTORS: surplus-bread flour, heavy and light filth, ferromagnetic parti-
cles, sand, insect, rodemt hair, and microscopical detection in, :
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AUED, §.; CARVALHO, 1.B.; TAVARES, M.; ZANELATTO, A M. & BACETTI, L.B.
- Determinagio de amido em salsichas: comparagio entre os métodos de Fehling
e de Somogyi-Nelson e avaliacio de metodologia para exiragio do amido. Rev.
Inst. Adolfo Luwz, 50 (1/2): 251-256, 19%0.

RESUMOQ: Visando comparar os métodos de Fehling (tituloméirico) ¢ de
Somogyi-Nelson (espectrofoioméirico) para determinagiio de amido em embutidos,
foram analisadas cmco amostras de salsichas comerciais e sete especialmente
elaboradas, contendo de 0 a 10% de fécula de mandioca (fonte de amido), Quando a
formulagio continha de 3 a 10% de fécula, os resultados foram similares pelos dois
métodos, porém, entre U e 1%, ndo foi %ossivel, pelo método de Fehling, a
determinagdo de amido, enquanio em tomo de 2% conscguiram-se resultados confidveis
apenas om parte das amostras analisadas. Por sua vez, o método espectrofotométrico
revelou-se reprodutivel, além de simples e ripido, para toda a faixa entre 0 e 10% de
amido e, em particular, quando se trabalhou com baixas concentragbes de amido
{menor que 3%). Foi testada metodologia para extragio de amido em salsichas, baseada
em sua fase inicial {(desengorduramenio ¢ eliminagfo de agiicares simples} no irabalho
de GLOVER e col.7 Para avaliar a eficifncia da extracfo do amido, foram realizados
testes de recuperagfo utilizando cinco formulagSes de salsichas, com guantidades
pré-estabelecidas de amido {(entre 1 e 10%), a partir de uma formulagio sem amido
adicionado. Os resuitados revelaram que, para a formula¢Bo com cerca de 9%, a
eficiéneia média de recuperagio foi de 85% e, para as demais formulagBes, superior a

90%, resuhado bastante satisfaidrio,

DESCRITORES: Salsicha, determinagio e oxiragic de amido em; amido em
salsicha, determinagiio ¢ exitragio; métodos, estudo comparativo,

INTRODUCAO

A salsicha ¢ um produto cdrnec emulsionado,
isto €, uma mistura homogénea de tecido muscu-
lar, sangue, visceras, gordura e dgua, & qual sdo
adicionados sais, condimentos e constitninies
nio-cirneos, como o amido®i048,

O emprego do amido e seus derivades objetiva
auxiliar a retengio de dgua e dar liga ao produ-

1o%101% A sua adigio em salsichas e em ouiros
embutidos é permitida pela legislagio brasileira,
desde que scjam respeitados certos limites. No
caso de salsichas, esse limite é de 2%% Entretan-
to, visando A redugiic do custo de produgho,
alguns fabricantes adicionam quantidades supe-
rieres 3 permitida’®#, Esta pritica configura um
crime conira a Sadde Piblica®. :

Por sua vez, a gordura e a proteina, devido ao

¥ Realizado na Segio de Oleos, Gorduras ¢ Condimentos do Instimte Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP. Apresentado
no 12° Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Rio de Janciro, 1989.

*x Do Institeto Adolfo Luz,
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fato de estarem presentes em grande quantidade
na salsicha, comstitnem-se em interferentes para
a extragio e dosagem do amido. Além destes in-
gredientes, outres, como & protefna de soja
texturizada (PTS) ¢ os condimentos, também cau-
sam interferéncias nas referidas operagdes,
porque apresentam, respectivamente, quantidades
considerfvels de agticares simples® ¢ de amidoe em
sua constituicio?®. Ji os métodos analfticos
oficiais para extracio e dosagem, envolvem
muitas operagBes ¢ estio sujeitas a emros por
parte do analistal?,

Em face do acima exposto, para dosar de ma-
neira correta o amido adicionado sfo necessédrias
extracBes cficientes dos interferentes (gordura,
protefna e agicares simples), bem como consi-
derar a presenga do amido proveniente dos condi-
mentos. Em muitos laboratdnios, a dosagem final
dos agticares redutores liberados, apds hidrdlise
dcida do amido, é efetuada pelo método tirulomé-
trico de Fehling’'! que, no emianto, apresenia
dificuldades téenicas nos wrabalhos rotineiros de
andlise de emburtidos, especialmente salsichas,
Isto ocorre devido aos baixos teores de amido e
outros aglicares presenles naquela classe de ali-
mento, e 4 presenga de interferentes em grande
proporgio.

Devido 3s citadas interferéneias, 18m sido
estudados .por diversos pesquisadores novos
métodos, mais eficazes, para extragio e dosagem
do amido em salsichas, entre os quais o méedo
enzimitico, bastante especifico para a
determinaciio dos agiicares e, particularmente, do
amido em embutidos®7H1234.15.1620

No presente trabalho propde-se comparar o
método titulométrico de Fehling (oficial) com o
de Somogyi-Nelson, espectrofotométrico!™?, na
dosagem de amido em amostras de salsichas,
visto ser este apropriado para dosagem de baixas
concentragtes de acticares redutores, baseado em
leitura colorimétrica de um complexo estdvel, ¢
empregar a maior parte dos reagentes utkilizados
no método de Fehling. Propde-se, ainda, avaliar
a metodologia para extragfio prévia do amido,
baseando-se, em sua etapa inicial, ne trabalho de
GLOVER e col.”.

MATERIAIS E METODOS
Materiais

Para a etapa de comparagio enire os dois mé-
todos foram uiilizadas cinco amostras de salsi-
chas obtidas no comércio e sete, especialmente
elaboradas para a pesquisa, contendo de O a 10%
de fécula de mandioca (formecendo cerca de 85%
de amido).
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Amostras dos principais ingredientes normal-
mente empregados na formulagio de salsichas,
contendo considerdvels teores de aglicares, tajs
como pimenta prets, pimenta branca, PTS e gli-
cose, foram snalisadas quanto ao percentual de
agdcares redutores totais ¢ amido. Tais ingre-
dientes foram empregados na elaboracio das for-
mulagBes para os testes de recuperagio.

Para a execucio dos testes de recuperacfo, vi-
sando & aveliaco de metodelogia para extragio
do amido, partiu-se de vma formulagio de salsi-
cha, especialmente elaborada, que n#o continha
amido adicionado, & qual foram acrescentadas
gquantidades conhecidas de amido soldvel
"Merck”. No total, foram preparadas cinco for-
mulagdes, com 1, 2, 4, 5 e 10% de amido.

Métodas

Para a comparagho enire os dois métodos, par-
tin-se de 10 g das amostras previamente homoge-
neizadas, As amostras foram desengorduradas, hi-
drolizadas e clarificadas, segundc as Normas
Analiticas do Instituto Adelfo Lutz*}, enquanto a
dosagem pelo método espectrofotométrico utili-
zou os teagentes de Somogyi e Nelson'™!f e se-
guin o procedimento ahaixo:

Método de Somogyi-Nelson

Equipamento: espectrofotdmetro UV-visivel,
marca Bausch & Lomb, feixe simples.

Reagentes:

Reative do Somogyi ou reativo ctiprico -
25 ml do reativo A + 1 mi do reativo B.

Reativo A : Dissolva 25 g de carbonato de
s6dio, 25 g de sal de Rochelli (tartarato duplo de
s6dic e potdssio), 20 g de bicarbonato de sodio
e 200 g de sulfato de sédio anidro em 800 ml de
dgua. Complete o volume para 1.000 mil, em
baldo veluméirico.

Reative B . Prepare uma solugiio a 15% de
sulfato de cobre pemta-hidratado, contendo uma
ou duas gotas de dcido sulfiirico coneentrado.

Reativo de Nelson : Dissolva 25 g de molib-
dato de aménio em 450 mi de dgua destilada.
Adicione 21 ml de 4cido sulftfirico concenirado,
agite ¢ adicione 2 g de arseniato de sddio hepta-
hidratado, dissolvido em 25 ml de dgua destilada.
Deixe em banho termostatizade a 37°C, de 24 a
48 horas.

Curva-padréo : Pipete, para tubos de Folin-Wh,
as seguintes aliquotas de uma solugio-estoque de
glicose 250 ug/ml: 0,2, 04, 0,6, 6,8 ¢ 1,0 ml
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Adicione 1 ml do reativo ciprico, deixe em banho-
maria fervente por 20 minutos. Esfrie ¢ adicione 1
mj} do reativo de Nelson. Complete o volume até a
primeira marca do tubo de Folin-Wu (12,5 ml).
Mega a transmitneia a 500 nm, usando um
“hranco” para a calibraglio do espectrofotdmetro.

Procedimento : Transfira 1 ml do hidrolisado,
segundo as Normas Analfticas do Instituto
Adolfo Lutz!!, apés adequada diluigio, para um
tubo de Folin-Wu., Adicione os reativos de
Somogyi-Nelson, procedende conforme o descri-
to para elaboragiio da curva-padrio. Determine a
concentracio de glicose em ug/ml, a partir da
curva-padrio.

Método de Extragio € Dosagem de Amido

Exiragdo de gordura e dos agiicares simples : ©
método desenvolvido nesta ctapa baseou-se no
trabalho de GLOVER e col.’, conferme o descrito
abaixo.

Equipamento : centrifuga marca "Fanen”,

modelo 205 N/R.

Reagentes : Solugo de etanol/éter de petrdlec
(1 +3)

Etanol a 80%, a 80°C.

Procedimento : Pese 1 g da amosira
homeogeneizada em tubo de centrifuga de 15 ml,
Adicione 10 ml de solugio de etanoiféter de
peirdleo {1 + 3) e centrifugue a 2.500 r.p.m. por
cince minutos. Despreze ¢ sobrenadante. Repita
o procedimento anterior. Adicione 10 ml de eta-
nol a 80%, a 80°C, ac residuo e centrifugue a
2.500 r.p.,m. por cinco minutos. Despreze o
sobrenadante, Repita a extragio alcodlica. Seque
o residuo em estufa a 70°C por 20 minutos.

Dosagem do amido : Transfira o residuo obti-
do no tubo de centrifuga para um frasco Erlen-
meyer de 500 ml, com boca esmerithada, Adi-
cione 100 mi de dgua destilada e 5 ml de 4cido
cloridrico concentrado. Hidrélise em refluxe por
uma hora e meia. Neutralize, clarifique o hidroli-
sado e dose os agficares redutores totais pelo mé-
todo de Somogyi-Nelson, conforme descrito an-
teriormente. Calcule o teor de amido mul-
tiplicando o valor obtido em glicose por 0.9,
que é o {ator de conversio de glicose para amido.

RESULTADQS E DISCUSSAD

Os resultados obtidos na determinagio do ami-
do nas amostras de salsichas, pelos métodos de
Fehling e de Somogyi-Nelsen, encontram-se na
tabela 1.

TABELA1

Porcentagem de amido em amostras de salsichas analisadas *

Méiodos
AMOSTRAS Fehling Somogyi-Nelson

w 5 ov X 5 [
A 0,00%* % 0,00 o 0,45 0,01 2
B 0,00%* 2 0,00 0 0,80 % 0,02 2
[ 0,00%* & 4,00 0 1,15 * 0,01 i
D 1,51%* ¢ 1,07 71 2,24 % 0,05 2
E 1,60 = 1,13 71 2,55 & 0,04 2
F 3,14 = 0,13 4 3,25 % 0,15 5
G 3,33 £ 0,03 1 3,33 % ,08 1
H 4,3¢ =+ 0,05 i 436 * 0,05 i
I 5,72 % 0,10 p 5.54 = 0,06 i
7 6,42 =+ 0,20 3 6,25 + 4,05 1
K 926 % 0,21 2 971 % 0,18 2
L 901 % 0,29 3 9,01 % 3,42 5

Nota: As amostras E, G, H, J, K sfo comerciais.

* Média de trs determinagBes dos valores obtidos para aglcares redutores totais, convertidos em amido, pelo faior 0.9,
** Ndo foi possivel observar o ponto de viragem na ttulagio do reativo de Fehling ou fol gasto um volume

superior a 100 mL
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TABELAZ

Teores de agicares redutores totais e amide presentes em alguns ingredienles da formulagdo de salsichas.

Ingredientes Agiicares Amido (%)**
redutores {(%)*
Pimenta branca 69,10 62,19
Pimenta preta 61,47 3532
Proteina texturizada de soja 22,67 e

* Determinados pelo método de Fehling (titolométrico).
** Valor obtido dos agdcares redutores totais, em ghicose, multiplicado pelo fator 0,5.

TABELA3

Porcentagem de recuperagdo do amido adicionado ds salsichas,
{Métodos: Extragdae, Glover medificado; dosagem, Somogyi-Nelson).

Amido Amido realmente Amido obtido Recuperagio de
adcionado adecionado® experimentalmente, P-BAre amido
% % (Pyr* %
%
x s cv
1,00 0,90 1,92 0,86 96 5 5
2,00 1,80 2,78 1,72 95 2 2
4,00 3,60 4,54 3,48 97 2 2
5,00 4,50 5,58 4,52 101 1 1
10,00 4,00 8,70 2 2

7,64 83

* O amido utilizado, marca Merck, continha 10% de vmidade.

** Média de 1183 determinagdes.
**& Teor de amido presente no “hranco” (B = 1,06%)
B = "branco".

Comparando os resultados da tabela 1,
verifica-se que os resultados obtidos pelos dois
métodos sio similares, quando as salsichas
continham de 3 a 10% de amido.

Pelo método de Fehling, para as amostras
contendo de O a 1% de amide, ndo foi possivel a
sua determinagio, cnguanto, em tomo de 2%,
conseguiram-se resultados confifveis apenas em
parte das amosiras analisadas. Neste caso, os
coeficientes de variagic (cv) foram bastonte
clevados. A titulagio do reativo de Fehling foi
prejudicada pelo aparecimento de coloragbes
anormais, isto &, arroxeadas e, em alguns casos,
marrons, © que dificultou ou até mesmo
impossibiliton a visualizagko do pento de
viragem,

Por outro lado, o método espectrofotoméirico
revelou-se preciso, além de prético, principal-
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mente guando se trabalhow com baixas concen-
tracBes do amido. Foi possivel determing-los nas
amostras contendo de zero a 2%, com resultados
reprodutiveis, ou seja, com baixos cocficientes
de variaciio {cv).

Teste de recuperagdo

Considerando gue alguns ingredientes da for-
mulacdo de salsichas, como condimentos, forne-
¢cem quantidades aprecidveis de agiicares, inclu-
sive amido, conforme iabela 2, foi necessério
fazer um “branco' antes de realizar os testes de
recuperagdo. O teor de amido determinade na
massa de salsicha com todos os ingredientes, ex-
ceto adicho de fécula de mandioca, foi de 1,06%
{valor médio de 05 determinagBdes).

Os resultados do teste de recuperagio (tabe-
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1a 3) revelaram que, & excecio da formulagio com
9% de amido adicionado, a eficiéncia de
recuperagio foi superior a 90% e os coeficientes
de variagdo foram baixos, isto &, altamente
satisfatdrios. Para a formulagio com 9% de
amide, o valor médio de recuperagiio foi de 85%,
com baixo coeficiente de variaglio, resultado que
pode ser considerado bom,

CONCLUSOES

O método de Somogyi-Nelson apresents as
segeintes vantagens em relagio ao método de
Fehling: reprodutibilidade, sensibilidade, sim-
plicidade e rapidez, tornando-o aplicdvel em
andlises de rotina para o controle de qualidade de
produtos cdrneos, especialmente aqueles
contendo teores baixos de amido (de 1 a 3%).

O método de Fehling revelou-se confidvel

apenas em amostras de salsichas contendo mais
de 3% de amido. -

A extragio do amido, baseads no trabalho de
GLOVER e col.” mostrou-se adequada para sua
avaliagio em salsichas.

O méiodo de extragiio de amido e o de Somo-
gyi-Nelson, -associados, estabelecem uma meto-
dologia rdpida e eficiente para a determinagio de
amido erm embutidos, particularmente salsichas.
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AUED, 8.; CARVALHO, LB, TAVARES, M.; ZANELATTO, AM. & BACETTL L.B.
~— Starch determination in sausages (Aot dogs): comparison between the Fehling
and Somogyi-Nelson methods and evaluation of methodology for siarch
extraction. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 30(1/2): 251-2536, 1990

ABSTRACT: In order 1o compare the Fchling (iirimeiric) snd Somogyi-Nelson
{spectrophotometric) methods for determination of starch in sausages, {ive samples of
commercially available sausages (hot dogs) were analyzed. Other seven especially
prepared samples containing manioc fecula as starch source in concentrations varying
berween D and 10% were also examined. Sausages with a starch concentration of 3 to
10% yielded similar results with both methods. With the Fehling's method it was not
possible to detect starch at concentrations below 1% while a1 concentrations of about
2% the results were doubtful. On the other hand, the spectrophotometric method
revealed itself accuraie and of simpic performance, bemg especially useful for
determination of low concentrations of starch (less than 3%). Starch extraction from
sansages based on the method of Glover and colaborators was evaluated by recovery
tesis cdrried out with five sausages with known starch content. The resulis showed
that in samples containing about 9% of starch the mean recovery efficiency was 85%

while in other ones it was up o 90%.

. DESCRIPTORS: sausages (hot degs), determination and extraction of starch; starch
in sausages, delermination and extraction; starch in sausages, methods of

determination,
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TAKAHASHI, M. Y.; INOMATA, E. k; YABIKU, H. Y. & GIANNATTASIO, C. M. P. -
fleta-caroteno, uructm ¢ circmma em massas alimenticias vitaminadas com ovos.
Rev. Inst. Adolfe Lutz, 50(1/2): 237-260, 1990.

RESUMO: Foram analisadas 53 amostras de massas alimenticias vitaminadas com
ovos, pata a pesquisa de urucum e clircuma, coranies nio permitides pela legislagio
brasileira, na presenga de beta-caroteno (pré-vitamina A). Em 22 {41,51%) amostras
foi detectadz a presenca de corantes e 22 (41,51%) amostras apresentaram teor de
beta-caroteno sbaixo de 200 UN/100g, limite minimo permitido pela legislagio. A
presenga de urucem efou cdrcoma foi verificads em 77,27% das amostras com teor de
beta-caroteno condenatdrio, o gue mostra pm allo indice de frande nesses produtos.

DESCRITORES: massas alimenticias com ovos, beta-carolene, uwracum e efirctma

em:; beta-caroteno; urucum; circuma.

INTRODUGAO

O emprego de corantes em alimentos proces-
sados tem-se constituido hibito indusirial, na
tentativa de restabelecer ou desenvolver uma
coloragio mais agraddvel ao consumidor.

Além da farinha de trigo e semolina, outros
ingredientes sdo empregados na industrializagio
de massas alimenticias, desde que permitidos pela
legislacio vigente e declarados na rotulagem do
produto final. O uso dos coranies naturais wrucum
¢ clrowma, nas massas slimenticias sem ovos
estd regulamentado pela tabela 1 do Decreto n?
55.871, de 26/3/65%,

O extrato de wrucum (Bixa orellana 1..), conhe-
¢ido também como annatto, contém vdrios co-
rantes sendo a bixina {extrato lipossoliivel) ou a
norbixina {extrato hidrossoliivel} o principal; a
tonalidade desses corantes varia do vermelho ao
castanho-avermelhado”.

A cdrcuma, coranie extraido dos rizomas da
Curcuma longa L., contém como principio ativoe
2 curcumina, de tonalidade amarelo-alaranjado.

O regulamento sanitdrio da Secretaria da Saiide
do Estado, aprovado pele Decreto n* 12.486 de’
20/10/78 (NTA 49), definiu gque massa com ovos
deve conter no minimo trés ovos por quilo em
sua composigio e niio deve ser adicionado de
qualguer corante. Entretanto, € permitido o seu
enriquecimento com vitaminas, sais minerais e
outras substincias de valor biolégico especifico.
A NTA 82, do mesmo decreto, permite a adiglio
de pré-vitamina A em produtos alimenticios, na
quantidade minima equivalente a 200 Ul de vita-
mina A/100g, quando a aparneia normal de ym
produto nio puder sofrer pronunciada alteracfio de
cor%. Nas massas alimenticias com ovos, & wili-
zado ¢ beta-caroteno, um carotenédide com ativi-
dade visaminjca.

Os carotendides, pigmenios derivades do iso-

* Realizado na Segfio de Quimica Bioldgica e na Segio de Adaivos e Pesticidas Residuais do Institute Adolfo

Luwtz, S&o Paulo, SP
** Do Institwto Adolfo Lotz
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preno, proporcionam uma gama de tonalidade de
cor do amarelo ao vermelho; sdo importantes do
ponto de vista da muirigdo humana e animal
porque alguns deles se convertem em vitamina A
na mucosa intestinal dos animais®

Os mais conhecidos precursores da vitamina A
que se enconlram na natureza sio: aifa, beta,
gama, neo-beta-caroieno ¢ criptoxantina,  mais
ativo & o beta-carotenc porgoe tem dois anéis
beta-iondnicos e é capaz de dividir-se em duas
moléculas de vitamina A, ao passo que os demais
tém apenas um anel beta-ionénico?®. A FAQ/
OMS convencionou que um micrograma de beta-
carateno equivale a 0,56 Ul de vitamina A ou
§,167 microgramas de retinol®.

A suspeits de fraude nas massas alimenticias
vitaminadas com ovos pela adicio dos corantes
naturais wrucum e ctrouma, ndo permitidos pela
legislagio vigente neste tipo de produto, nos le-
vou i pesquisa desses aditivos, na presenca de
beta-caroteno (pré-vitamina A).

MATERTAL E METOD(CS
Material

Foram analisadas 53 amostras de massas ali-
menticias vitaminadas com oves, de 33 marcas
diferentes, sendo: 25 amostras de massa longa,
18 de massa curta ¢ Jdez amosiras de massinha,
adquiridas em supermercados ¢ procedentes dos
Estados de S3o Paulo, Minas Gerais, Pernambu-
co, Ceard e Espirito Santo, para a determinacgio
de beta~caroteno e pesquisa de wrucum e circuma.

Métodos
Reagentes

a) Peterminacio de B-caroteno

Alcool (isento de aldefdos e peréxidos)
Glicerina p. a.

Etor de petrdleo p. a. (30- 60°C)

Sulfate de sodio anidro

Indicador fenol{taleina a 1% {solugfio alcodlica)

b) Pesquisa de urucum

Soluclio padriio de bixina em clore{érmio

Acido clorfdrico a 10% v/iv

Benzeno pa

Cromatofolhas de silica gel 60

Solvente para cromatografia: cloroférmio/
dcido acético (9:1)
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¢) Pesquisa de cfircuma
Acido acético glacial p.a.
Acido oxdlico/dcido bérice (1:1)

Aparelho

Espectrofotdmetro de absor¢Bo na regiio do
visivel e uluravioleta*,

Procedimento
a) Determinagdo de beta-caroteno

Pese 5,0g da amostra mofda, saponifique e ex-
traia segundo a técnica descrita nas Normas
Analiticas do Tnstiluto Adolfo Lutz? para andlise
de vitamina A. Transfira o exirato para um baldo
volumétrico de 50,0 ml ¢ complete o volume com
éter de pewrrSleo. Determine a absorglio em espec-
trofotdmetre a4 450 nm, usando éier de petrdleo
como brance e calcule a concentragio de acordo
com a formula descrita para beta-caroteno®.

b) Pesquisa de urucum

Transfira o residuo da extraghio do beta-caroteno
descrito em a) para um {unii de separagio de 250 mi
e acidifigue com dcido cloridrico a 10%. Extraia
com pequenas poredes de benzeno {3x10 mi).
Retina o3 extratos benzénicos & concentre sob ni-
trogénio {em capela). Cromatografe dez microli-
tros do extrato benzlnico ¢ dois microliros da
soluglio padriio de bixina, utilizando cloroférmio/
deido acético como. fase mével. Desenvolva o
cromatograma até a aliura de aproximadamente 12
cm e compare as manchas da amostra ¢ do padrio.

A confirmagio da presenga do urucum deverd
ser feita de acordo com o métode das Normas
Aniliticas do Instituto Adelfo Lutz?

¢} Pesquisa de circuma

Pese aproximadamente 10g da amosira em um
béquer de 150 ml. Adicione 20 ml de 4cido acético,
Agite com um bastio de vidro. Filtre para wmn tubo
de ensaio ¢ cologue em banho fervente, por alguns
minutos. Adicione 1,0 g da mistura 4cido oxslico/
acido bérico. Espere mais alguns minutos. Uma
coloragho vermelha indica a presenca de circuma.

RESULTADOS E DISCUSSAQ
A tabela mostra que 22 (41,51%) amostras

analisadas apresentaram corantes naturais (urucum
efou clircuma), niio permitidos pela legislagio vi-

*  Varian, modelo 635,
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Teor de beta-carolenc ¢ presenga de wrucum e ctircuma
em massas alimenticias vitaminadas com ovos

TABELA

fi-caroteno
: em Presenca  Presenga
Amostra Marca  vilamina  deurseom  de circuma
A, U100z
1 A 3849 - -
2 A 288.,6 - -
3 A 327.8 B -
4 B 13338 - .
3 C 316,1 - -
6 D 707,8 + -
7 B 127,1 + -
g F - 1855 - +
9 F 174,6 C . -
10 (¢] 82,3 Lt +
11 G 65,3 + +
12 H 371,1 - -
13 i 132.0 + +
i4 I 584,0 - -
15 K 494,7 - -
16 L 611,6 - -
17 L 652,8 - -
18 M 151,2 + &
19 M 68,7 + +
20 N 36,4 - -
21 N 66,0 - -
22 G 1154,5 - -
23 P 323,0 - -
24 P 573,3 - -
25 . P 432,9 - -
26 Q 119.6 + -
27 R $6,0 + +
28 R 364,2 + *
29 R 49,5 + +
30 S 1030,7 + -
k)| S 4192 + -
32 T 299,0 - -
13 U 288,6 - -
34 v §77,2 - -
35 v 426,0 - -
36 v 4192 - -
37 X 4810 - -
38 YA 178,35 - -
39 Ay 4673 . .
40 B, 56,3 + +
41 B; 41,2 + +
42 B, 59.8 + +
43 Cy 371 - -
44 C, 1354 + +
45 o 371,1 + .
46 D 89.3 + +
47 Dy 236,4 - -
43 o 59,1 + +
49 F 46,7 - -
50 G, 701.0 - -
51 G, 5498 - -
52 H, 85,2 + -
53 I 274,9 - -

Careuma §

Urucum \\‘Q
S A

Porcentagem de amostras analisadas em desacordo com
a legislagde vigente:

amostra com ctrcuma; 1,88% (1 amosira)

amostras com urucum: 13,20% {7 amostras)

amostras com urscum + clrcuma: 26,41% (14 amostras)
amostrag com beta-caroteno abaixe de 200 Ul/100g:

41,51% (22 amosiras)

50 100%

gente em massas alimenticias com ovos e vita-
minadas.

De acordo com a tabela e a figurs, verificamos
que 41,51% das amostras analisadas apresentaram
teor de beta-caroteno abaixo de 200 UI/100 g, li-
mite minimo permitido pela legislagio em massas
alimenticias vitaminadas com ovos. Destas amos-
tras, 77,27% continham corantes naturais nio per-
mitidos, o que vem confirmar nossas suspeitas
quanto i utilizacio de urucum e clfrcuma em massas
alimenticias com ovos, substituindo o beta-
caroteno, que além de corante, possui atividade vi-
tamfnica. A utilizag3o do beta-caroteno, nesse
caso, tem a¢io preponderante de corante e niio de
precursora de vitamina A, segundo SABINO e col®.

CONCLUSAQO

A pesquisa mostrou um percentual muiio ele-
vado de amostras com coranies naturais ndo per-
mitidos pela legislagiio brasileira em massas ali-
menticias vitaminadas com oves, o que vem
demonstrar a necessidade de um controle mais
rigoroso por parte da fiscalizagio,
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TAKAHASHI, M.Y,; INOMATA, EJ; YARIKU, H.Y. & GIANNATTASIO, CM.P -
Beta-carotene, annatto and tormeric in egg-added flour foods. Rev. Inst. Adolfo

Lutz, 50(1/2): 257-260, 1990,

ABSTRACT: Fifty-three samples of vitaminic egg-added flour foods were analysed
in order 1o investigate the presente of anpatto and lurmeric, These natural dyes are not
allowed in vitaminic egg-added {lour foods with beta-carotene by Brazilian law. Of a
total 53 samples tested, 41,51% presented annatto and lurmeric and beta-carotene
levels below 200 TU/100g, the minimum level permitted by Brazilian legislation.
These samples with low levels of beta-carotene, 77,27% presented annatto andfor
wurmeric; this facts show a high fraud index in this type of products.

DESCRIPTORS: flour-foods, beta-carotene, annatto, tarmeric.
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ABSTRACT: This article describes studies of two unrelated patients, aged near 2
years, with leukocyte granulation abnommalities similar to those presented in the
Chediak-Higashi Syndrome (CHS$). Both patienis showed dermatclogic mapifestations
characterized by hypopigmentation of the hair and skin, The cyiological and
cytochemical study of the peripheral bleod leukocytes demonsirated giant abnommal
granules with lisosomal comtent presented in nectrophils, eosinophils and
monocytes. The mononuclear cells displayed one large azurophil granele, The
cytochemical functional siudy of meutrophils showed nommal aitroblue-tetrazolium
reduction tesi, The immunological status of the patients were made and in patient 1
was detecied a low number of T helper lymphocytes and 2 maintenance of
lymphocytes in continuous cell culiure for five weeks withour addition of external
growih factor. These findings with clinical manifestations permited to establish the

CHS, in these cases.

DESCRIPTORS: Chediak-Higashi Syndrome (CHS), peripheral blood leukocytes;
abnomal granules; cyrological, cytochermical and immunoclogical study; lymphocyte

subsets.

INTRODUCTION

Chediak-Higashi Syndrome (CHS) is an
inherited sutosomal recessive generslized cellular
disorder characterized by partial albinism
(depigmentation of eye, hair and skin), frequent
pyogenic infections and abnormal large granules
in levkocyies and other granule-containing cells.
CHS patients frequently exhibit neutropenia, rela-
tive lymphocytosis, thrombocytopenia, nystag-
mus, peripheral neuwropathy, fever of unknown or-
igin and impairment of unatural killer cells
function. The disease evolves to an accelerated
phase with pancytopenia and a diffuse mononucle-
ar infiltrated, This rapidly proliferative phase

usually leads to death from infection or hemor-
rbage, and may be associated with a T-cell
lymphoma®,

The identification of abnormally large cyto-
plasmic inclusions in circulating white blood
cells and bone marrow iz a very important mor-
phologic marker for CHS*!L. These inclusions
are shown as multiple iregular grey to dark blue
granules in neutrophils and one large azurophil
granule in lymphocytes and monocytes, when
stained with Wright's stain. In neutrophils, cyto-
chemical studies have shown that these gramules
were positive for peroxidase, acid phosphatase
and eslerase.

* Realizado na Segfio de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, Sic Panlo, SP.
#% Da Secio de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, S50 Paulo, SP,
**% Do Departamento de Imunologia Cliniea, Instituto da Crianga "Prof. Pedro de Alcfntara”, Hospital das

Clnicag, Universidade de Sio Paulo, 8P,
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In this report, we describe two unrelated pa-
ticnis with clinical, morphelogic and cytochemi-
cal feawures of leukocytes similar to those from

patients with CHS. One of them showed also

lymphocytosis.

CASES AND METHODS
Patient 1

Patient 1 is a 2.1-yr-old mulatto male who
was a 7 pound, 8-cunce, 40-week-gestation prod-
uct of a 31-yr-old woman. Neonatal cyanosis dur-
ing the period of 24 hours and nasal obstruction
were noted. At age of 2 months the patient pre-
sented bronchopneumonia and at 5 months he
was found to have hypopigmented skin and hair,

The family medical history reporied a brother
and a cousin who died after presenting the same
cutaneous picture, He has two normal brothers
and two normal sisiers. The parenss are cousins.

The patient hag no history of other serious
infections. However, he did experience repeated
bouts of furanculosis,

The child was referred to the Institute da
Crianga "Prof. Pedro de Alclntara”, Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de SZo Paule and the Chedi-
ak-Higash} syndrome was diagnosed by the
examination of the biood and bene marrow
samples that revealed large, abnormal granules
in most granulocytes and in many lymphocytes
and monocytes.

At that time, the patient was found to have
enlarged spleen and liver, moderate anacmis and
otitis media. He was treated with ferrous suiphate,
antibiotics and ascorbic acid (1g/day). After then,
he showed a ransient period of lymphocytosis.

Patient 2

Patient 2 is a 2-yr-old mulatio girl who has
no family history since her parents were ano-
nym. She is adoptive daughier of a rich family.

The patient was reforred 0 the “Instituto da
Crianga Prof. Pedro de Alcintara, Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universi-
dade de Sfo Paulo” due 1o dermatologic prob-
lems. On admission the child presented partia
albinism with depigmentation of eye, hair and
skin, photophobia, nystagmus, intermitoni fe-
brile episodes and pyogenie infections, The
presence of abnormal large granules in the cvio-
plasm of peripheral leukocyies end bone marrow
finally led to the diagnosis of THS.

262

Nowadays, she is an a good health, with no
signs of the accelerated phase of the discase,

Laboratorial Methods

Peripheral blood and bone marrow smears
were processed by Leishman stain. The peripher-
al blood leukocytes were stained for acid phos-
phatase, alkalin phosphatase, peroxidase, muco-
polysaccharydes (PAS), neutral fat {Sudan Black),
nonspecific esterase using alpha-naphthyl buty-
rate as sobstrate!’. The nitroblue-tetrazolium
{NBT) reduction test, stimulated or not with lipo-
polysaccharide, was also performed'®. All rea-
genis used were from SIGMA Co., UL S, AL

Mononuclear cells from peripheral blood were
isolated by centrifugation on a ficoll-hypaque
gradient. The number of T and B was determined
by the rosette method using sheep red blood
cells and zymosan-compliement complex!.

Determinations of the subset lymphocytes
bearing the CD4 or CD8 marker were made by
staining cells with a fluorescein conjugated mon-
ccional antibody (Leu 3a and Leu 2a, Becton-
Dickinson, U. 5. A, wsing a direct immunoflue-
rescence assayl.

The lymphocyies of the patient 1 were stimu-
lated with phytohemmaglutinin mitogen and also
maintained in suspension culture for five weeks,
without addition of external growth factors®. The
medium was changed weekly by a fresh ome
through centrifugation of the cells in culture.
The viability was determined by frypan blue ex-
clusion technique.

RESULTS
Cytological study

The bone marrow smears showed abnormal
granules in megakariocytes, promyelocyies,
myeiocyies and Jeukocytes in both cases.

Light microscopic and cytochemical studies
from peripheral blood leukocyies showed the
characterisiic lysosomal granules, as previously
deseribed in CHS.

The newtrephil and cosinophil cells stained
by Leishman and Rosenfeld stains displayed var-
iable number, size, shape and color of the gra-
nules in both pavients (Figure 1A, B).

Patient 1 presented 90% of newtrophils with
avnormal granules, ranging from 5 to 10 per cell
and with variable clectron dense content. Ap-
proximately 30% of the lymphocytes had one
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FIGURE 1 — Morphology and cytocnemistyy of Chediak-Higashi's abnormal granules indicated by arrows: A-
eosinophilic granulocyte, B- neutrophilic granulocyte, C- lymphocyte (Leishman stain x 1000), D- positive acid
phosphatase in leukocytes, E- positive alkalin phosphatase in neutrophilic granulocyte, F- positive peroxidase re-
action in neutrophilic granulocyte, G- negative PAS in neutrophilic granulocyte, - positive PAS in lymphocyte,
I- positive Sudan-black reaction in neutrophilic granulocyte, J- positive nonspecific esterase in lymphocyte.
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TABLE1

FCytochemical characteristics of leukocytes granules from the two pafients,

acid alkalin peroxidase P.AS Sudan nonspecific
phosphatase phosphatase Black csterase
neutrophil posjneg POos pos neg pos pos
eosinophil pos/ueg pos pos neg pos pos
monocyte pos/neg neg pos pos pas pos
lymphotyte pos/neg neg neg pos neg pos
pos = positive.
neg = negative.
TABLE2
White blood cell count and Iymphocytes subsels from the two patients.
Patient 1 Patient 2
lenkocytes x 108/1 6.700 50,700 8,400 10,800
neutrophils % 32,0 3.0 29.0 36.0
ecsinophils % 0.0 3.0 .0 2.0
monocyles % 10.0 4.0 3.0 2.0
lymphocytes % 58.0 B8R0 68.0 60.0
iymphocyies x 1091 3,886 50,116 5,712 6,480
T lymphocytes x 108/1 N.D.x* 25,845 N.D 2,981
T lymphocytes % N.D. 45.0 N.B 46.0
B lymphocytes x 1051 N.D. 4,008 N.D 842
B lymphocyies % N.D. 8.0 ND 136
T helper cells % ** N.I. 22.0 N.D N.D.
T supperssor cells % *4* N.D. 7.0 N.ID N.D,
T helper / T suppressor N.D. 1.2 N.ID N.D.

*  N.D. =not done,
*% T heiper celis = CD4+ lymphocyies.
%% T suppressor cells = CD8+ lymphocytes,

tive. Alkalin phosphatase reaction was negative
in lymphocytes and monocytes and positive in

purple stained body (Figure 1C).

Patient 2 showed 81% of neuwophils with 16
to 25 abnormal granules and 100% of eosino-
phils with a median of 46 inclusion bodies per
cell. Forty percent of lymphocytes contained
one large granule were around 40,

Cytochemical Study

The results of the cytochemical reactivity of the
granules in the leukocytes are summarized in Table 1.

The reactivity of the neutrophil, eosinophil,

Iymphocyte and monecyte granules for acid
phosphatase was positive {Figure 1D) and nega-
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neutrophils (Figure 1E) Except in lymphocyles,
all abnormal granules are strongly peroxidase-
positive (Figure 1F). Abnormal granulations in
neutrophils were PAS negative, while the sur-
rounding cytoplasm stained sirongly pink (Figure
1G). The giant gramules of lymphocytes and mon-
ocytes gave positive PAS reaction (Figure 1H).
There were some variation in the intensity of the
reactivity of the granules with Sudan-Black being
strongly positive in neutrophils, eosinophils and
monocytes {Figure 11}, and negative in the lym-
phocytes. Esterase activity of the gramule was
shown as a large, reddish brown aggregate (Figure
13) resulting from & strong enzymatic activity
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and also as a weak diffuse staining in the cyto-
plasm of neutrophils and monocytes.

The NBT histochemical stimulated test, using
Hpopolysaccharide from E.coli was positive in
58% of neutrophils from patient I and 88% in
neutrophils from patient 2.

Immunological evaluation

The results of the guantitative analysis of the
bloed cells are shown in Table 2.

The CHS patients showed a low neutrophils
count.

The patient 1 exhibit leukocytosis and
lymphocytosis during a period of the discase, when
his T and B lymphocytes were diminished in
percentage and increased in tofal number. The
patient 2 displayed similar resulis of T and B
lvmphocytes in percentage but in absclute number
there were normal, The Iymphocytes subsets were
found altered with a low number of T helper cells in
patient 1 when compared with a control group.

The patient 1 was studied three times, In the
second one he showed an episode of
lymphoproliferation, returning to normal after
two months,

Normasal values obtained from twenty healthy
children aged from four months to fourteen years
eld without clinical and immunclogical disorder
were: lymphocytes 3,165 x 108/1, T lymphocy-
tes 60%, B lymphocytes 15%, T helper cells
39.5%, T suppressor cells 25%, T helper/T sup-
pressor ratipo= 1.7,

The mononuclear cells obtained from patient
1 during the lymphoproliferative phase showed
normal response to the PHA and remained alive
in continnous culture for five weeks, with a via-
bility ranging from 96 to 60%. The cells death
in the culture was due to fungal contamination.

DISCUSSION

In this study two cases of CHS are presented.
Both are muiatto children from the North East re-
gion of Brazyl where the consanguinecus marri-
ages are frequent, as referred in familial history
of patient 1.

The clinical manifestations frequently reported
in CHS were noted in these patients. They showed
skin hypopigmentation and silvery tint color of
the hair®?. Patien: 2 mentioned a susceptibility to
sanlight and had alse photophobia and rotatory
nystagmus. Both patients referred repeated febrile

episodes with recurrent infectious diseases.

An interview with the mother of patient 1 re-
vealed the death of another son and nephew with
the same cutaneous picture,

The cutaneous hypopigmentation seen in
these patients are specially related to giant mela-
nosomes present in melanocytes®.

The genetic involvement in this disorder is
determined by one recessive gene thal is lethal
in homozygous state!”, The kariotype has been
found normal in number of chromosome but with
prevalent breakages in chromatide>. The consan-
guitieous marriages are frequent in these cases®,

In both cases of this paper, the CHS was di-
agnosed by laboratorial pathognomonic finding
of abnormal granules present in peripheral blood
and bone marrow leukocytes, similar to those
previously described in morphological and cyio-
chemical tests®i113,

Variations in number, size, shape and color of
the granules were displayed in polymorphonuclear
levkoeytes, The lysosomal nature of the granules
was demonstrated by their acid phosphatase, perox-
idase and esierase content. The amount of reaction
product deposited in the abnormal granules and its
distribution were exiremely variable, even in the
same cell, and this is probably associated with the
presence of primary and secondary lysosomes. An
explanation for the discrepancy in cell levels of ly-
sosomal enzymes in CHS was previously demon-
straled and revealed that most of the giant granules
were lysosomes, icaded with substances derived
from specific granules and cytoplasmic materials®®,

Although m this study the majority of leukocy-
tes showed large abnormal granules, the respirato-
ry burst aclivity was normal, as demonsirated by a
normal stimulated NBT test. Similar results were
described in two patienis with leukocytes granula.
tion abnormalitics associated with neurologic im-
pairment, without other signs of CHS®

Abnormalitics of cyclic nucleotide metabo-
lisin, disorders of microtubule assembly, im-
paired neutrophil and monocyte chemotaxis, and
delayed phagolysosomal fusion are related to the
increased susceptibility of these patients o in-
fection and justify the classification of this enti-
ty as a "phagocyte disorder™ 418,

In order to correct the microtuhule defect and
membrane fInidity in both patients, megadoses
of ascorbic acid was used®®. A ansient reduction
in the number of abnormal granules in leukocy-
tes was observed in patent 1. On ihe other
hand, after six monihs follow-up he developed a
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marked leukocyiosis and lymphoceytosis. Despite
of the increased number of lymphocytes, CD4+
lymphocytes were diminished in percentage. In
addition to this, the mononuclear cells obtained
from patient 1 at this time were capable of re-
maining alive for five weeks in continuous ceil
culture, without additional conditioned medium.

Several reporis suggest that lymphoprolifera-
tive phase of the disease is a reaction to a viral
infection atributed to Epstein-Barr virus, Cytom-
egalovirus, Herpes simplex virus or to Varicela-
zoster virus?3TIA18 however, direct evidence for
this generally lacking. The basis for the marked
cellular proliferation is not understood, In the
present study it was not possible to demonstrale
virus-like particle in peripheral blood cells nor
to perform serological tests.

Others observations do not exclude the possi-
bility of a reactive process which coexist with a
neoplasic one. So, lymphomas Hodgkin's and
the T-cell type were described? Some patients
experience repeated lymphoproliferative phases
interrupted by periods of remission. Qur patient
1 presented fever, jaundice, hepatoesplenomega-
ly, Tymphadenophathy and pancytopenia and at a
peripheral level he presented a mixed population
of lymphoid cells and not a homogeneous popu-
lation of highly atvpical celis. This is consis-

tent with a benign reactive process.

Continuous cell lines from peripheral blood
lymphoecytes were established from one male pa-
tient with CHS (homozygous line) and from his
father (heterozygous line), aithough no fungal,
bacterial and viral material could be recovered®.
It's not known, whether viral agents are present
"in vive" in the cells obtained for culture or re-
leased from a latent stage upen being subjected
to “in vitre” conditions.

Litle is known about patient 2 since her par-
ents are anonymous. Nevertheless, both patients
have been followed, and a bone marrow trans-
plant is being evaluated as an approach to cor-
rect a serics of abnormalities that involves he-
matopoietic progenitor celis.
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RESUMO: Esie trabalho teve por ohictivo relatar os resultados obtidos do estudo
clinico e laboratorial de duas criangas ndo aparentadas com idade aproximada de deis
anos que apresenlavam leucécitos com granulaglBes anormals mo sangue periférico
semelibantes &s observadas na Sindrome de Chedisk-Iigashi (SCH). Em ambos os
casos havia manifestagio dermatolbgica carscierizada por hipopigmentagio da pele e
cabelos. O estudo citoldgico e chioguimico das células do sanpgue dessas crizncas
mostron grande nimero de grinulos gigantes que continham enzimas Hsossomais em
nentréfilos e cosindfilos. As eélulas mononucleares apresentaram um dnico grinulo
gigante azurdfile. O estudo citogquimico funcional dos neoutrdfilos mostrou capacidade
normal de redugfo do corante "nitroblug-tetrazolinm” (NBT). O cstudo fenotipice das
populagbes linfocitdrias nesses casos revelow diminuigio no mimero de linfdcitos T
auxiliadores no paciente i, durante uwma fase de linfoproliferacio. Esses linfécitos
permaneceram vidveis por cinco semanas ¢m cultura sem adigio externa de fatores de
crescimento celular. Os resultados obtidos permitiram o diagnéstico de SCH nossas

criangas.

) D‘ESCRITORES: Sindrome de Chediak-Higashi (SCH}; leucécitos do sangue
periférico; granulagfes anommais; estado citoldgico, citoguimice e imunolSgico;

subpopulagdes de linféeitos.
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OLIVEIRA, M.1; CURT], 8.P.; SAKUMA, MLE; AFONSO, AM.S,; AZEVEDO, C.V.
& ANTUNES J.L.F. — Fregiiéneia de anticorpos especificos para herpes simples
& citomegalovirus e soro e Hglildo cefalorraquidiano de pacientes com Sindrome
de Imunodeficiéncia Adguirida — AIDS. Rev. {nst. Adolfo Lusz, 50(1/2)
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RESUMO: De janeiro a dezembro de 1988, foram submetidas & exame 865
amostras de soro ¢ 475 amostras de ligiiido cefalorraquidiano — LCR de pacientes com
Sindrome de Imunodeficincia Adquirida — AIDS, para pesquisa de anticorpos
especificos para herpes simples e citomegaloviros, respeciivamente pelas téenicas de
imunofluorescéneia indireta e f{ixacgio do complemento. Dos pacientes estudados,
87,4% eram do scxo masculino e 65,7% pertenciam 2 fasixa ctdria de 20 a 39 anos;
61,5% das amostras de soro e 7,5% das amosiras de LCR apresentaram anticorpos para
herpesvirns, Para citomegalovirus, registrou-se a presenga de anticorpos especificos
em 42,6% das amostras de soro ¢ em 2,7% das amosiras de LCR, As freqiiéneias de
anticorpos especificos para ambos 08 vires nas amostras de soro estudadas foram
significativamente menores {p< 0,05) que os valores indicades pela literatura
especializada como padrbes da populagio normal. A presenga de anticorpos
especificos para herpesvims e citomegalovirus no LCR sugere uma possivel infecgiio
por esses virus no Sistema Nervoso Central dos pacientes com AIDS,

DESCRITORES: citomegalovirus, sorologia; herpes simples, sorologia; guido
cefalorraquidiane; Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirlda—»AIBS.

INTRODUCAO

A infecghio pelo vitus da imunodeficiéneia hu-
mana — HIV ocasjiona uma perturbagio na dind-
mica do sistema imune que pode, em seu grau
mais severo, predispor o individuo infectado a
patologias oportunistas, infecciosas ou
neopldsicas. Algumas dessas condicdes clinicas
constitnem critério diagndstico para a AIDS, e
suas manifestagfes indicam wm mau progndstico
para esses pacientes.

As alteragGes responsdveis pela emergéncia
dessas patologias afctam vérios aspectos da fi-
siologia do sistema imunolégico. A produciio de
anticorpos frente & invasfo ou proliferagiio de
agenies ambientais pode vir a ser deficiente, as-
sim como pode elevar-se anormalmente na ausén-
cia de um processo ativo. Embora o controle da
produgiio de anticorpos possa ser perturbado por
aglio direta do HIV sobre as células B, € provivel
que essa disfunclo seja secunddria as alieractes
em linfécitos T, especificamente em células auxi-

* Realizado no Servige de Virologia do Instituto Adolfo Luiz, Sio Paulo, SP,

*#* Do Instituto Adelfo Luiz.
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liares. S@o essas céiulas que expressam caracle-
risticamente a moléeula CD4, a qual participa das
fungGes normais dessas células, tendo papel cen-
tral na regulacio imunolégica e servindo de re-
ceptor pra o HIV313,

A maior parte das infecgbes em pacientes com
AIDS ¢ causada por reativagio de processos anie-
riores. Infecges oportunistas, tais como as cau-
sadas pelo virus do herpes simples — HSV e por
citomegalovirus — CMYV, para as quais o pa-
ciente jd apresentava evidéncia soroldgica de in-
feccio anterior, podem se manifestar de forma
aguda, o gue sugere uma reativagiio da infeccio
prévia, Anticorpos especificos para HSV ¢ CMV
sio detectados anteriormente i infecgio pelo HIV
em quase todos os casos, no enlanio, o aumento
de titulos novos raramente é detectado, devido a
dificuldade desses pacientes em produzir anticor-
pos para novas infecgdes.

Halbert et alii*, em 1988, determinaram a
freqii®ncia de anticorpos especificos para HSV e
CMV em pacientes com AIDS, num valor mais
elevade que o apresentado pele grupo controle
constituido como padrio de populagio normal.
Com o objetive de fornecer dados complemen-
tares & literatura biomédica, apresentamos os re-
sultados obtidos nos exames soroldgicos efetua-
dos pelo Instituto Adolfo Lutz relativos 2
detecciio de anticorpos especificos para HSV e
CMYV em pacientes com diagndstico confirmado
de AIDS,

MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 865 amostras de soro e
475 amostras de LCR de pacientes com AIDS, no
periodo de janeiro a dezembro de 1988, para a
pesqifisa de anticorpos especificos para HSV ¢
CMV. Todas as amostras provieram de pacientes
internados ou atendidos ambulatorialmente no
Hospital Emilic Ribas — estabelecimento espe-
cializado na assisténcia aos portadores de molés-
tias infecciosas. Desses pacientes, 87,4% eram
do sexo masculino e 65,7% pertenciam i [aixa
ctiria de 20 a 39 anos. Todos eles tiveram con-
firmado o diagndstico de AIDS e, em sua maio-
ria, atravessavam a fase terminal da doenga no
perfodo em que foram coletadas as amosliras,

A metodologia empregada na detecgfio de anti-
corpos para HSV foi a reagiio de imunofluores-
céneia indireta®, utilizando como antigeno o
virus cultivado em células de linhagem continua
de rim de macaco vervel {Vero). O controle foi
realizado com células nfio infectadas. A detecgio
de anticorpos da classe 1gG foi feita em diluigdes
seriadas separadamente do soro e do LCR, a par-
tir de 1:8 até 1:64. O titulo final da reacio foi
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tomado como a major diluigio do soro ou do
LCR que revelasse intensidade de fluorescéncia
igoal ou maior a0 padrio de duas cruzes (++).

Para a detecgio de anticorpos para CMV, foi
usada a reagio de fixagio do complemento®!, uti-
lizando como antigeno células [ibrobldsticas de
pulmfo de feto humano, linhagem CPF,, infecta-
das, apresentando 75% ou mais de efeito ci-
topético causado pelo virus. A reagfo foi realiza-
da em diluicBes seriadas separadamente do soro e
do LCR, a partir de 1:8 até 1:64. Os ritulos fi-
nais dos anticorpos foram tomados como a maior
diluigio do soro ou do LCR que exibisse 50% ou
menos de hemdlise, sendo positive (ou indicati-
vo da presenga de anticorpos para CMV) a partir
da diluigio maior ou igual a I:8. Paralelamente,
as dilnicdes foram controladas com antigeno nor-
mal, isto é, preparado da mesma maneira, porém
com células ndio inoculadas,

Para a andlise estatistica dos resultados en-
conirados, foi aplicado o método "t" de Student,
com nivel de significineia estipulado em 95%.

RESULTADOS

Das amosiras examinadas, 532 (61,50%) de
sore ¢ 35 (7,379%) de LCR apresentaram anticor-
pos especificos para HSV, come pode ser obser-
vado na tabela 1, que mostra a freqiiéncia da po-
sitividade de anticorpos para cada faixa etdria. A
taxa mais elevada de positividade nos soros e-
xaminados foi registrada para a faixa etdria de 30
a 39 anos, enquanto nas amostras de LCR
examinadas as taxas mais clevadas corresponde-
ram aes grupos de 1 a2 9 e 10 a 19 anos. Pela ta-
bela 1 pode-se também perceber que os valores
da freqiiéncia de positividade para as amostras de
LCR mantiveram-se equivalentes nas demais fai-
xas etdrias.

A tabela 2 mosira a presenga de anticerpos
especificos para CMV em 369 (42,66%) amos-
tras de soro ¢ em 13 (2,74%) amostrus de LCR.
S#o apresentadas as freglineias de positividade
de anticorpos para CMV em cada [aixa eidria.
Dentre os grupos de soros examinados, aqueles
pertencentes is faixas ctdrias de 21 2 30 e 31 a
40 anos foram os que apresentaram maior
freqiiéncia de positividade, Com relagio s amos-
tras de L.CR analisadas, destaca-se a faixa etdria
de um a dez anos, que apresentou valor acentuada-
mente elevado de positividade.

Os fdices de freqitdncia por faixa etdria da
positividade de anticorpos especificos para HSV
¢ CMV no soro da populagdo estudada, composta
por pacientes com AIDS, foram objeto de compa-
ragao com os valores andlogos das fregliéncias
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TABELA1

Fregiiéncia de positividade da reagdo de imunoftusrescéncia indireta para HSV em amostras de soro ¢ LCR de
pacientes com AIDS, por falxa etdria,

Faixa Etdna Amostras de soro Amostras de LCR
{anos)

Total Posilivas Total Positivas
menos de 1 14 6{42 86%) 2 0,00%)
G1 a 09 i8 S(27,78%) 6 1{16,67%)
10 a 19 65 41(63,08%) 17 2(11,76%)
20529 320 179(55,94%) 161 116,83 %)
30 a 39 254 181(71,26%) 143 9(6,21%)
40 ou mais 105 67(63,81%%) 63 4(6,35%)
sem infornmagio 89 53(59,55%) 81 8(9,88%)
Total 865 532(61,50%) 475 35(7,37%)

TABELA 2

Fregiiéncia de positividade da reagdo de fixagde de complemento para CMV em amostras de soro e LCR de paciendes
com AIDS, por faixa etdria.

Faixa Etdria Amostras de Soro

Amostras de LCR

{anos)
Total Positivas Tl Positivas
menos de 1 i4 3(21,42%) 2 0(0,00%)
01 a 10 19 7(36,84%) 6 1(16,67%)
11 220 76 30435,47%) 25 1(4,00%)
21 a 30 322 144(44,72%) 172 402,33%)
31240 242 107¢44,21%) 132 2(1,52%)
41 ou mais 101 42(41,58%) 57 1§,75%)
sem informagio 91 16(39,56%) g1 1(4,94%)
TFoul 865 369(42,66%) 475 1302, 74%)

descritas pela literature especializada*?? como
sendo os padres para a populagio normal da ci-
dade de Sdo Paulo. A diferenga de amplitude entre
as faixas etdrias das tabelas 1 ¢ 2 obedecen is
diferentes classificacBes estabelecidas pela litera-
tura especializada para os padrdes de referéneia
normal. Como resultado dessa andlise comparati-
va, pide-se obscrvar que a freqliéneia de ambos
os anticorpos especificos foi significativamente
menor (p < ,03) no grupo das ameostras de soro
da populacfio composta por pacientes com AIDS,

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O estudo estatistico revelou que os valores da
freqiidncia de positividade de anticorpos es-

pecificos para HSV ¢ CMV no soro dos pacientes
com AIDS foram significativamente diferentes (p
< 0,05) dos valores relativos ao soro da popu.
lacBo normal. Ao contrdrio das observaches de
Halbert et alii®, no entanto, os dados gue ora se
apresentam indicaram taxas relevaniemente me-
nores para o grupc composto por pacienics com
AIDS, o que tulvez possa ser explicado pelo fato
de a maioria desses individuos estarem atraves-
sando a fase terminal da doenga. Esse achado in-
dica que a infecciio pelo HIV interfere na pro-
dugdo ou na manutenciio desses anlicorpos oy,
ainda, contribui para sua gqueda a niveis nio de-
tectdveis ou até mesmo seu desaparecimento.

McVoy et alii® afirmam que a reativagio de
CMV cm pacientes imunocomprometidos pode
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ocorrer freqiientemente, em proporgdes crescentes
com a idade, fato gue também pode ser observado
nos resuliados da presente pesquisa.

O diagndstico clinico de encefalite ou menin-
goencefalite causada por HSV ou CMV & muitas
vezes dificil e necessita de confirmagio através
de exames laboratoriais complementares, tais
como a pesquisa de anticorpos especificos no
LCR, a detecglio de virus em material de bidpsia
ou exames andtomo-patolégices. Os resnliados
encontrados indicam a presenga de anticorpos es-

pecificos para HSV em 35 (7,37%) e para CMY
em 13 (2,74%) das amosiras de LCR analisadas.
Estes resultados so sugestivos de comprometi-
mento do Siswema Nervoso Central por esses
viras nos pacientes com AIDSS2H,
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ABSTRACT: From january to december, 1988, 865 scrum samples and 475

cerebrospinal fluid — CSF samples from patients with Acquired Immuonodeficiency
Syndrome - AIDS were evaluated for the presence of antibodies 10 Herpes simplex
viras — HSV and cytomegalovirus — CMV, using, respectively, indircct
immunofluorescence and complement fixation techniques. From the received samples,
§7.4% came from males and 65.7% came from people aged 20 to 3% years old. 61.5%
of the serum samples and 7.5% of the CSF samples showed HSV antibodies. Detection
of CMV antibodies revealed positive resulis in 42.6% serum samples and 2.7% CSF
samples. Comparative analysis between these serum data and the results obtained from
normal population {according to medical literature) showed a diminished frequency of
antibodies in the studied group {p < 0.05). The presence of specific antibodies to
herpes simplex virus or cytomegaloviras in the CSF of the patients with AIDS

suggesis a possible infection of the Central Nervous System by these viruses,

DESCRIPTORS: Herpes simplex virus, serology; cytomegaloviras, serology,
Acguired Immunodeficiency Syndrome — AIDS.
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PESTANA, C.B. & CARDOSO DE ALMEIDA, P.C. -— Expressdo antigénica ¢
diferenciagio morfolGgica de neoplasias mamdrias: um estudo comparativo. Rev.
Inst. Adolfe Lutz, 50 (1/2): 275-279, 1990,

RESUMO: Foram selecionados quatro carcinomas ductais invasivos de mama com
graus de anaplasia progressivos e testados por métodos imuno-histoquimicos para
marcadores de diferenciagio mamdria com © objetive de verificar & correlaglio entre
grau histologico e a presenga desses marcadores. Foram utilizados anticorpos contra
alfa-lactoalbumina, lacioferrina, caseina, componcnte secretor, antigenc epitelial de
membrana ¢ antigeno carcinocmbribnico. A neoplasia mais difcrenciada resultou
positiva pars todos os antigenos pesquisados, enguanto a neoplasia menos
diferenciada resulton negativa, com excecio da alfa-lactoalbumina. As ncoplasias com
diferenciagio intermedidria apresentaram coloracfio focal nas dreas mais diferenciadas
da lesio. Uma correlagio entre a expressio dos antigenos de diferenciagio celular
mamdria ¢ wma boa diferenciagdo histolSgica foi verificada para a maioria dos

marcadores utilizados.

DESCRITORES: imunoperoxidade; alfa-lactoalbumina; lactoferrina; caseina;
componenie secreior aniigeno epitelial de membrana; aniigenco carcinoembritnico.

INTRODUCAO

Os métodos imuno-histoquimicos tém sido
amplamente utilizados no sentido de investigar a
sintese de diversos marcadores biolégicos ¢ as-
socid-los 2s caracterfsticas especificas do tumor ¢
ao gran de diferenciagiio celular. No estudo das
neoplasias mamdrias, esses marcadores, além de
possibilitar um melhor entendimento da doenga,
podem ser particularmente fiteis no fornecimento
de mformagbes quanto & atividade secretéria e
grau de diferenciagic celular, assim como na
avaliagio prognéstica da lesio. Dentre esses
marcadores encontram-s¢ as proteinas do leite,
produtos de secregiio e proteinas da membrana do
glébulo de gordura do leite. As proteinas do lei-
e, casefna, lactoalbumina e lactoferrima, sfio sin-
ietizadas pelas células epiteliais mamdérias bem
diferenciadas, auvmentando seus niveis durante a
lactaciic e diminuindo a segnir e, portanto, sio
considerados bons marcadores da diferenciagiio

*  Da Divisio de Patologia do Instituto Adolfo Lutz

celular mamdria, assim como o© componente
secrefor, uma glicoproteina de secregiio presente
no epitélio mamdério normal'®. Essas protefnas
foram demonstradas em carcinomas de mama e
em cultura de células de carcinoma de mama, mas
a relagio de sua sintese ¢ uma boa diferenciagio
histoldgica do tumor é ainda muito discu-
tida*!%1%, Alguns anticorpos foram produzidos
contra a membrana do glébulo de gordura do
leite, mas seu grau de especificidade em relaghio
#0 tecido mamdrio parece ser varidvel'®,

Por outro lado, os marcadores considerados de
"desdiferenciaciio” celular, como as protefnas on-
cofetais ¢ placentdrias, parecem estar relaciona-
dos a um comportamento mais agressivo do tu-
mor, podendo trazer informagBes progndsticas
importantes!®, Algumas publicacdes sugerem
haver uma relagfio entre a imuno-reatividade do
antigeno carcinoembridnico (CEA) e um pior
progndstico®®¥, A correlagiio entre a presenga

**  Da Divisio de Anatomia Patolbgica do Hospital das Clinicas/FMUSP.
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desse antigeno e uma boa diferenciagio his-
telégica tém apresentados resuliados confli-
1antes*™ 7, Virios estudos tém sido realizados no
sentido de correlacionar os marcadores de diferen-
ciacBo e o grau histolégico. No entanto, a
andlise conjunta de vdrios marcadores utilizando
& mesma casuistica nio tem sido efetuada nesses
trabalhos,

Nosso objetivo no presente trabaiho foi estu-
dar a relaglio entre alguns marcadores bicldgicos
tidos como especificos para mama ¢ oulros con-
siderados marcadores de "desdiferenciagio” celular
e o grau de diferenciaciic morfolégica, baseando-
se na andlise de guatro casos selecionados ¢ em
dados de leitura,

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados quatro casos de carcinoma
ductal invasivo de mama de diferentes graus his-
toldgicos devido a snas caracteristicas mor-
folbgicas peculiares.

Caso I — Paciente de 72 anos com temor
no estiddio HI infilirando a pele e irés linfo-
nodos positivos em vinte ¢ oito dissecados,
O estudo histolégico revela uma neoplasia
bem diferenciada, caracterizada por elementos
epiteliais atipicos dispostos em grupamentos
sélidos ou estraturas tubulares, com
diagndstico de carcinoma ductal invasivo bem
diferenciado.

Caso Il — Paciente de 62 anos com tumor no
estidio II ¢ apenas um dos trinta e trés linfono-
dos examinados positivo, 0 estudo histoldgico
revela uma neoplasia com diagndstico de carci-
noma ductal invasivoe pouco diferenciado, menos
diferenciada que a anterior e caracterizada por
elementos epiteliais de grande tamanhe de
nticleo e citoplasma abundante, tendendo a for-
mar blocos sélidos.

Caso [l — Paciente de 44 anos com tamor no
estddio VI e dois linfonodos positives em 45
dissecados. O estude histolégico revela uama neo-
plasia menos diferenciada do que as duas ante-
riores, caracterizada por elementos epiteliais de
nticleos irregulares e citopiasma escasso, dispos-
tos em blocos sélides ou em corddes, com
diagnéstico de carcinoma ductal invasive pouco
diferenciado.

Caso IV — Paciente de 40 anos com tumor
em estidio nfo determinado, cujo estudo his-
tolégico revela uma neoplasia indiferenciada,
com 4reas anapldsicas que podem ser confundidas
com sarcoma, caracterizadas por elementos epi-
teliais pequenos e citoplasma escasso, com
diagnéstico de carcinoma indiferenciado.
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Cortes histoldgicos dos quatro espécimes
fixados em formol e incluidos em parafina fo-
ram corados pelo método da avidina-biotina-
peroxidase’, utilizando-se os seguintes anticor-
pos obtidos em coelho: anti-alfa-lactoalbumina,
antilactoferrina, anti-antigeno carcinoem-
bridnico (CEA), anticomponente secretor ¢ anti-
casefna. O anticorpe monoclonal anti-antigeno
epitelial de membrana (EMA) foi produzide em
camundongo. Todos os anticorpos foram adgui-
ridos & Dako(Santa Bérbara, CA), com exceglo
do anticorpo anticaseina, que nos foi gentil-
mente cedido pelo Prof. Gianni Bussolal, da
Universidade de Turim.

Resumidamente, os cortes histoiégicos, apés
desparafinizaciio e hidratagio progressiva, foram
submetidos ao bloqueio da peroxidase endégena
com H,0, 0,3% e das reagles inespecificas com
soro normal de cabra ou de cavalo 2% em solugio
salina tamponada com fosfatos (PBS). As laminas
foram ent3o incubadas consecutivamenie com
soro primdrio por 1 hora a 37°C, com os anticor-
pos biotinilados produzidos em cabra ou cavalo
(Vector Laboratories, Burligame, CA) por 30 mi-
nutos e finalmente com o complexo avidina-
biotina-peroxidase (Vector) por mais 30 minutos,
Entre as incubagbes, as laminas foram lavadas por
dez minutos em PBS. O substrato utilizado foi a
3-3° diaminobenzedina (DAB) (Sigma Chemical
Co. St. Louis, Mo) 0,03% com peréxido de hi-
drogénio em PBS e a contra coloragio com hema-
toxilina de Mayer. Depois de desidratadas, as
laminas foram montadas em bdlsamo do Canadd.
Como controle positivo da reaco, foi processade
um fragmento de tecido sabidamente positivo
(mama secretante) e, como controle negativo, o
angicorpo primdrio foi substituido por soro ndo
imune da cspécie em que este foi produzido, man-
tidas as demais etapas da reacfo.

RESULTADOS

Os resultados imuno-histogqoimicos dos diver-
sas marcadores nos quatro carcinomas de mama
encontram-se sumarizados na tabela 1.

TABELA

Resultados imuno-histoquimicos nos guatro
carcinomas de mama estudados.

CASOQI CASOII CASOCTI CASOIV

oiactoalbumina  + - - +
caseina + + + .
lactofersina + + + .
componente

secretor + * + -
EMA + + + -
CEA ' + + - .
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O caso I resultou positivo para todos os mar-
cadores estudados. As proteinas do leite, no en-
tanto, apresentaram-se fraca ou focalmente posi-
tivas nos blocos sélidos, sendo mais fortemente
positivas nas células neopldsicas formando duc-
tos. A lactoferrina foi fortemente positiva na luz
dessas estruturas., {J componente secretor resultou
fortemente positive na maioria das células
neopldsicas, assim como o EMA. As preparagSes
coradas com anti-EMA mostraram, na maioria das
vezes, positividade na membrana que delineia a
superficie de diversas células que revestem os
espagos luminares. CEA resuliou positivo nas cé-
lulas neoplésicas que formam ductos e fraca, fo-
calmente positivo ou negativo nas células dos
grupamentos sGlidos.

"No caso II, lactoferrina e caseina apresenia-
ram positivas nas células ncopldsicas gue for-
mam ductos esparsos em meic a neoplasia, en-
quanto alfa-lactoalbumina resulion negativa. Q
componenie secretor foi focalmente positivo nas
dreas de blocos sélidos e EMA resultou positive
na maior parte das células dessas dreas. Anti-CEA
corou poucas células em meio a neoplasia.

No caso IIH, lactoferrina e casefna resultaram
forternente posilivos nas células que formam pe-
quenos ductos ¢ cordfes em meioc a neoplasia.
Alfa-lactoalbumina resuliou negativa, EMA e o
componente secretor coraram fortemente as célu-
las neopldsicas da luz das estruturas tubulares e a
maior parte das células formando blocos ou
cordfes. Algumas estruturas neoplésicas foram
negativas, A coloragio intensa das células tanto
normais, quanto neoplisicas na luz dos tibulos, &
também observada com a utiliza¢fo de anti-CEA.

O caso IV apresentou-se negativo para lacto-
ferrina, cascina, componente secretor, EMA ¢
CEA. Alfa-lactoalbumina resultou positiva na
drea menos anapldsica do tumor.

DISCUSSAO

Estudos no sentido de determinar uma corre-
Iaciio entre antigenos de diferenciagio mamiria e
diferenciacio morfolégica (grau histoldgico) por
métodos imuno- histoquimicos tém apreseniado
resuliados controvertidos entre os diversos au-
tores. A presenga de alfa-lactoalbumina parece
nio ter correlagio com uma boa diferenciagio
histolégica. WALKER!S, analisando 100 carcino-
mas de mama, encontrou 50% dos carcinomas
bemm diferenciados produtores de alfa-
lactoalbumina, mas apenas 35% dos poucos dife-
renciados foram positivos, Esses resultados sfo
confirmados por CLAYTON et alii*. Nossos re-
sultados estdo de acordo com esses achados, uma
vez que o caso IV (carcinoma indiferenciado) re-
sultou positivo ¢ os casos II e 1L, que sio pouco

diferenciados, resultaram negativos. No entanio,
WALKER! nio observou correlagio entre as
dreas de coloragiio e estrutura do tumor e, no nos-
so estudo, as células dispostas em estruturas duc-
tais, portanto mais diferenciadas, apresentam
positividade muito mais intensa do que outras es-
truturas, ndo s6 para alfa-lactoalbumina (casc I)
como para outros marcadores {casos I, I e III).

Os resultados utilizando lactoferrina comeo
marcador sic mais variados. HURLIMANN et
alii®, examinando a sintese de lactoferrina em 43
carcinomas por imunofluorescéncia e utilizando
culturas de tecido, encontraram uma correlagio
positiva entre a sintese e a diferenciagiio dos mu-
mores. Por outro lado, WALKER®, utilizando o
método da imunoperoxidase, ndo observou essa
correlagio nos 53 carcinomas analisados. CHAR-
PIN et alii®> observaram positividade mais
fregliente em carcinomas ductais de baixo grau
histolégico, mas o mimero de casos ndo permitiu
estabelecer uma diferenga siginificante. Em nos-
so estudo, apenas o tumor indiferenciado nio
apresentou nenhuma positividade para a lactofer-
rina, 0 que concorda com dois dos rés estudos
citados,

A relagidc entre a sintese de caseina e a dife-
renciagic morfolégica dos carcinomas é muito
discutida. Dois estudos!* observaram positivi.
dade para caseina em todos og carcinomas grau I,
o bem diferenciados, enquanto os pouco diferen-
ciados, grau Iff, apresentaram-se raramente posi-
tivos. Outros tesultados, porém, foram relatados.,
FORTT at alii*, numa amostragem maior encon-
traram positividade freqliente em carcinomas pou-
¢o diferenciades. WOODS et alii®, analisando
soro de pacientes com cincer de mama, n3o en-
contraram correlaglio entre a presenca de casefna
¢ diferenciagiio tumoral. Os resultados obtidos
por diferentes autores na década passada com
relaglo a cascina devem, no entanto, ser analisa-
dos com extremo cuidado, uma vez que, em 1982,
ORMEROD et alii!!, comparando anti-soros anii-
casefna e anti-EMA, demonsiraram gue muitos
dos determinantes detectados pelos dois anti-
soros eram idénticos, e que as preparacBes de an-
ticaseina estavam f{reqlientemente associadas a
pequenas quantidades de EMA. O anti-soro utili-
zado nesse estudo foi absorvide com EMA e ain-
da assim, trés dos quatro carcinomas apresenta-
ram algumas células positivas localizadas
principalmente nas estruturas ductais dos lu-
mores, sugerindo, desse modo, a presenca de
caseina em freas mais diferenciadas e auséneia em
carcinomas indiferenciados.

HURLIMANN et alii® concluiram nie haver
correlagio entre a positividade do componente
secreior ¢ boa diferenciagio histoldgica. Essa
clagiio, no entanto, foi observada em outro estu-
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do?, no qual a incidéncia de positividade dos tu-
mores bem diferenciados ndo foi alta (58%), mas
apenas um pegueno nimero de carcinoma pouco
diferenciado corou-se. Novamente nossos resuita-
dos sugerem haver uma relaglo enlre esses
pardmetros, uma vez gue apenas o carcinoma in-
diferenciado nfo apresentou positividade,

Os anticorpos contra as protefnas da membra-
na do glébulo do leite reconhecem uma proteina
que ¢ expressa pela maioria das céiulas mesoteli-
ais e epiteliais e estd presente em muitos
carcinomas, mesmo gquando indiferenciados oun
anapla-sicos’®, Um desses anticorpos parece ter
maior especificidade pelo epitélio mamério nor-
mal e ncoplisico'?, mas nfio foi utilizado nesse
estudo. A negatividade do caso IV (carcinoma in-
diferenciado) nfio confirma essas observacdes e
sugere haver correlagio entre a positividade de
EMA ¢ uma diferenciagiio glandular do tumor.

Nossas observagles em relagfio & positividade
de CEA concordam com WALKER!Y, que encon-
trou uma correlacio eantre a presenga desse
antigeno ¢ uma boa difcrenciagio histolégica
num estudo de 100 carcinomas de mama. Isso
nflo foi confirmado num estudo posterior com 35
pacientes'®. Dos quatro tumores analisados, ape-
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nas o tumor bem diferenciado (caso I} apresen-
tou coloraglio para a maloria das c¢élulas, Os tw-
mores menos diferenciados (casos Il e HI} apre-
sentaram poucas células coradas e o tumer
indiferenciado(case IV) foi totalmente negativo,
sugerindo haver uma perda progressiva desse
antigeno & medida que a lesfo torna-se menos
diferenciada.

As principais variagbes entre os diversos es-
tudos de marcadores de diferenciagio parecem ser
devidas aoy diferentes anticorpos primérios utili-
zados!?. Outros fatores como fixagdo, uso de en-
zimas proteoliticas ¢ diferentes métodos imunoc-
histoquimicos podem também influenciar os re-
sultados finais.

Concluindo, os achados imuno-histoguimicos
desse estude sugerem haver uma correlagio entre
os aspectos morfoldgicos da diferenciacfo tumo-
ral {grau histoldgico) e a expressio pelas células
neopldsicas de antigenos préprios da diferen-
ciacio das células do epitélic mamadrio, Esses re-
sultados concordam com parte significativa dos
dados encontrados na literatura e deverdio ser cor-
roborados em um maior mimere de casos, buscan-
do-se, também, uma associagio com formas
clinicas evolutivas.
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ABSTRACTS: Four cases of human breast carcinomas were selected and 1ested for
the presence of breast cpithelial cell differentiation. Antiscra to alpha-lactalbumin,
lactoferrin, casein, secretory componcnt, epithelial membrane antigen and
carcinoembryonic antigen were employed. The well differentialed tumor was positive
for all markers tested while the less differentiated one was negative except for
slpha-lactalbumin. The intermediate tumors J)resemed focal staining in the more
diffcrentiated arcas. A relationship was found between the presence of markers of
breast differentiztion and good histological differentiation of tumors. No particular

correlation was noted when alpha-lactalbumin was employed.

DESCRIPTORS: immunoperoxidage; alpha-lactalbumin; lactoferring casein
secretory component; epithelial membrane; antigen and carcinocmbryonic.
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RESUMO: O objetive do presente trabalhe foi avaliar a infludncia da
concentracho do dcido perclérico e da temperatura de desproteinizagio, na
determinacdo das mucoproicines séricas. Como o doseamento das mucoproteinas
possui importincia clnica no acompanhamento de doengas infecciotas e de vérios
distdrbios metabdlicos, exige-se, desta forma, wm controle minucioso de fatores
extemos gtic possam interferir na sua quantificagio. :

DESCRITORES: mucoprotefnas; diluigio do deido percldrico; temperatura de

desproteinizaglo,

INTRODUCAO

Winzler, em 1958°, propds uma das melhores
classificagBes das proteinas contendo carbeidra-
108, dividindo-as em dois grandes grupos: muco-
protefnas e glicoproteinas. As mucoproteinas
foram definidas como proteinas combinadas com
mucopolissacarideos (polissacarideos contendo

hexosamina e édcido urbnico ou sulffirice) numa |,

ligagiio polar.

As mucoproteinas representam uma fragio he-

terogénes das proteinas soliveis que podem ser

separadas por eletroforese em cinco subfragdes de |

acordo com sua mobilidade?, Essa heterogenci-
dade foi demonstrada por imunoeletroforese e por
cromatografia®, :

Em 1948, WINZLER et al.” descreveram a tée-
nica de doseamento das mucoproteinas baseada
na solubilidade seletiva das protefnas em Acido
percidrico dilufdo e, na posterior precipitaciio
pelo dcido fosfotdngstico. - Devido & co-

* Pesquisadoras do Instituto Adolfo Lutz.
*% Técnica de Laboratério do JAL.

precipilagito de outras proteinas séricas com o
&cido perclérico, a recuperagdo das muco-
protefnas por este sisterna é cerca de 70%7. A ex-
tensfo da co-precipitagio depende de vérios fa-
tores .como a diluigdo do soro e do dcido
perciérico, do métode de agitagho utilizado, do
tempo e da temperatura de contato enire o so-
brenadante e as proteinas precipitadas e da con-
centracio de NaCl na diluicBo do soro

Outra possivel causa de baixa recuperagiio é a

"absorgliv das mucoproteinas ac papel de filtro®,

causa esta pouco estudada até hoje.

A temperatura de precipitagio das protefnas
também € fator importante para gque a determi-
naclic das mucoproteinas seja precisa, sendo que
a temperatura pio deve exceder a 24°C, Em tem-
peraturas superiores, deve-se utilizar banho de
gelo para efetuar a precipitagfio.

Segundo Greenspan®, os resultados obtidos com

‘plasma sfo cerca de 30% mais baixos do que os ob-
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TABELA 1

Comparagdo dos resultados da determinagdo de mucoproteinas (mgidl de tirosina}, wiilizando-se diferentes
concentragbes de doide perclirico em “pool” de SCN.

"kit" 0,67N 0,758 0,90N 1,20N
oo 4,08 + 0,43 391 + 032 3,77 + 0,30 3,43 £ 0,20% 1,48 + 0,32%
* P« 0,05 vs, "kit" especifico.
n =< 20 em cada concemtragio de dcido percidrico.
tidos com soro, variando ainda com o tipo de anti- TABELA 2

coagulante utilizado. As mucoprotefnas séricas
permanecem estdveis por dois a sete dias a 4°C.

O aumento das mucoprotefnas ocorre em
vérios processos patolégicos agudos ou crénicos,
como neoplasias, doenga do coldgeno, tubercu-
lose e doengas infecciosas, diabetes mellitus, cir-
rose hepdtica, psoriase, gota® etc. Por outro lado,
a diminui¢fio dos niveis séricos de mucoproteinas
ocorre apenas na sindrome nefrotica®.

Baseados nestas consideragBes, estudamos a
influéneia de diferenies concentragdes de dcido
perclérico, bem como da temperatura de despro-
teinizaglio na precisfio da dosagem sérica de mu-
coproteinas.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos a técnica cldssica proposta por
WINZLER et al?, com digumas modificagBes,
COmMO & seguir:

A 1 ml de soro acrescentar 9 ml de 4cido
perclérico 0,67 N e agitar. Apés exatamente dez
minutos {lemperatura inferior a 24°C) filwar em
papel de filtro Whatman n® 50 ou equivalente (as
vezes sc faz necessdrio refilirar no mesmo papel
de filiro). Em seguida, colocar 3 ml do filirado em
tubo de centrifuga, e adicionar 0,6 ml de 4cido
fosfotiingstico 5%. Misturar e esperar dez minu.
tos. Centrifagar ¢ descartar o sobrenadante, Dis-
solver o precipitade em 5 ml de carbonato de
sddio 0,57 N. Fazer um branco com 50 i de dgua
destilada e um padrio usando 50 @l de solugio
padriio de tirosina (40mg/dl). Adicionar a todos
0s iubos 0,2 ml de reativo de Folin (1;2,5). Agi-
tar, colocar em banho-maria 8 37°C ¢ esperar por
15 minutos. Esfriar os tubos e efetuar as leituras
espectrofotométricas a 680 nm, ignorando algu-
ma mrbidez (efeito Tyndall positive). (s resulta-
dos 580 expressos em mg/dl de tirosina,

Foi wilizado um “"pool” de sore controle nor-
mal (SCN} armazenado a 4°C por 24 a 48 horas.
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Comparagdo dos resultados da determinagdo de
mucaprotelnas (mgldi de tirosina} em diferentes faixas
de temperatura de desproteinizagao em "pool” de SCN.

Temperatura de desproteinizagioc
16 5 23°C 24 & 32°C

TFRICO 4,21 £ 0,35 3,15 & Q,41%

* p< 0,05
n =62 em cada faixa do temperatura,

Estudamos: 1) variagiio dos resultados com
diferentes concentracBes de fcido perclérico enire
0,67 e 1,2 N; as amostras também foram dosadas
por "kit" especifice, 2) a influéneia da tempera-
tura na precipitacdo das proteinas, efetuando-se
determinagbes simultineas em temperaturas entre
16 e 23°C e na faixa de 24 a 32°C, mantendo-se
neste caso & comceniragic do #cido percldrico
constante {"kit").

A andlise estatistica dos resultados foi efetua-
da pelo teste "1” de Student e o nivel de signi-
ficlncia estabelecide em 5%.

RESULTADOS
Na tabela 1 apresentamos os resultados da mu-
coproteina sérica obtidos em "pool” de soro con-
trole normal (SCN), com diferentes concen-
tragGes de 4cido perclérico,
Os resultados obtidos com diferentes temporatu-
ras de precipitagio estdo apresentados na tabela 2.

DISCUSSAQ & CONCLUSOES

Tem sido relatado que o método proposto por
WINZLER em 19487, apresenta certas lmitagSes
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na obtengdo de valores precisos dos niveis séri-
cos de mucoprotefnas. A despeito disso, ainda
hoje, é o método preconizado pela maioria dos
laboratérios clinicos.

Nossos resultados mostraram gue a melhor re-
cuperacio da mucoproteina ocorre em concen-
tragdes de dcido percidrico entre 0,67 e 0,75 N,
valores estes compativeis aos obtidos com "kit"
especifico (tabela 1). Concentragtes do despro-
teinizante acima destes valores mostraram menor
recuperagiic das mucoprotefnas, fornecendo resul-
tados significativamente mais baixos.

Na tabela 2 podemos observar que o controle

da temperatura deve ser rigido, pois pequenas ele-
vaches duranie ¢ processe de desproteinizagio
levam a subestimagfo dos resultados.

Cabe ressaltar que estes valores falsamente
baixos, resultantes da wutilizagio de uma concen-
tragio inadequada de 4cido perclérico e da des-
proteinizacio em temperaturas elevadas, podem
levar a um diagnostice errbneo.

Portanto, sendo a determinagio seriada de muco-
proteinas um instrumento 1til para o clinico no di-
récionamente da conduta terapéutica, € de fundamen-
tal importincia garantir a precisfio dos resuliados,
através da minimizaglio de possivels causas de erro.
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ABSTRACT: The aim of the present study was to evelute the influence of
perchloric acid concentration and temperature &t the precipitation siep on the
determination of mucoproteins, Our results showed that the increase of perchloric acid
concentration as well as of the temperature produce underestimated values of serum
mucoproteins. Duto the clinical significance of the mucoproteins dosage for the
accompaniment of patients with infoctions diseases and metabolic distusbances, it is
required a detailed control of exiernal factors which can interfere on its guaniification,

DESCRIPTORS: mucoproteins, acid perchloric dilution, precipitation temperature.
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ABSTRACT: The present study investigates the number of immunoregalatory
cells in 55 patients suspected of Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)
assoctated with cytomegalovirus {CMV) infection. Patients were divided into three
groups: RISK (13 cases), LAS/ARC (21 cases} and AIDS (21 cases} according to
epidemiological and clinical findings and wsing CDC criteria. The CMYV infection was
suggested based on clinical and serological evaluations. No significant difference in
CMYV seropositivity was observed among the groups (66.7% 1o 77.0%), although a
diminished number of cases 3 (14.3%) with CMV-IgM antibedy was detected in AIDS
group. Phenotypic analysis of leukocytes, lymphocyles and lymphocyte subsets was
realized. The results obtained were similar between CMV-scropositive and
CMV-seronegative ¥atiems in each group studied. On the other hand, the number of T
lyméahocyzes and T helper/finducer lymphocytes were markedly diminished in the
LAS/ARC and AIDS groups. The number of T suppressor/ cytotoxic lymphocytes was
increased in all groups analysed. These alterations in T lymphoceyte subsets are

responsible for the reversal mtio observed in these patients.

DESCRIPTORS: Acquired Immunodeficiency Syndrome {(AIDS): cytomegalovirug
(CMV); human immuncdeficiency virus (HIV); lym bademgmthy syndrome/AIDS-

related complex (LAS/ARC); lymphocyte subseis; CMV-Ig

antibody.

-antibody; CMV-TgM-

INTRODUCTION

Infection by the HIV virus results in damaged
of specific cells, notably the lymphocytes pop-
ulation wich display surface CD4 marker as well
as certain cells within the ceniral nervous sys-
tem?. Moreover, HIV can productively infect
macrophages and monocytes, monocyte cell
lines, CD8 + cell line and certain B-cell lines,
but little or no cytopathic effect is noted in
these cells types, probably because of the low
concentration of T4 surface protein.

The cytopathic effect of the HIV are observed
after membrane fusion in virus entry and syncy-
tia formation. These events occur via interation

of T4 cpitope cell membrane and the HIV enve-
lope glycoprotein (gp 120), that can be ex-
pressed on virus and infected cells?”.

These reactions lead to cell death by alteration
of cell surface functions and loss of membrane in-
tegrity and swelling until disruption!®?2, Because
of the tropism of the virus to the central immu-
noregulatory cell (T helper/inducer lymphocyte),
all immunological functions are altered which
predispose the appearence of opportunistic infec-
tions observed in ATDSY5%, In immunosuppressed
patients the cytomegalovirus (CMV) infections
are frequent. The usual clinical and laboratorial
manifestations observed in normal individuals are
an infections mononucleosis — like syndrome

* Realizado na Segio de imunologia do Institsto Adoifo Latz, Sio Paulo, SP, .

** Do Instituto Adoifo Lutz, S3o Paulo, SP,
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with the presence of atypical lymphocytosis in
the peripheral blood and the absence of hetero-
phils antibodies in the sera. The course of the
disease is normally beningn although the CMV
remain latent during the jife of the host. In cases
of immunosuppression, especially in account of
damage of cell-mediated immunity, the virus may
reactivate. In ATDS patients the virus reactivation
is related 1o a variety of clinical syndromes in-
cluding chorioretinitis, esophagitis, celits,
pneumenia, encephalitis and adrenalitis?.

The present work has the aim of investigates
the number of immunoregulaiory cells in AIDS
patients associated with CMV serological status.

PATIENTS AND METHODS

The study population consisted of 55 men aged
22 to 57 years (median 32) attended at Programme
for AIDS Control and Prevention - Secretary of
Health of S8o Paulo State with suspicion of AIDS
associated with clinical CMV infection.

Patients were grouped as RISK, LAS/ARC and
AIDS according o epidemiological and clinical
features, using the definitions established by the
Atlanta Center for Disease Contro'¥8. The RISK
group {13 asymptomatic male individuals) con-
sisted of 3 hetercsexual, 6 homosexual and 4 bi-
sexual AIDS contacts, while the LAS/ARC group
{21 cases) was composed of 19 homosexual and 2
bisexual men with persisient unexplained lym-
phadenopathy and others non specific clinical
manifestations ({ever, malaise, diarrhoea, weight
loss). The AIDS group (21 cases) comprised 3 het-
erosexual, 13 homosexual and 5 bisexual men with
opportunistic infections andfor Kaposi's sarcoma.

The clinical manifestations of CMV infection
observed in these patients included chorioretinitis,
esophagitis, preumonia and infectious monocucle-
osis-like syndrome without heterophil antibodies.

Blood samples were collected and refered fo the
Instituto Adolfo Lutz for immunological evalua-

tion. Tnactivaied sera were tested for IgG and IgM
specific antibodies to CMV by an indirect {luores-
cent antibody test (IgM-IFA 10 CMV, VIRGO Rea-
gents, Electro-Nucleonics Inc., Maryland, USA),
and by complement fixation test according to meth-
odology previously described? using as antigen
Herpes group reagent (BEHRING, Merburg, West
Germany). In these assays, titters equal or higher
than 8 were considered positive,

The number of leukocytes, monocytes and
lymphoeytes were determined in heparinized
blood using hemocytometer counter and Leish-
man stain smear. Monocuclear cells were separat-
ed on Ficoll-Hypaque gradiem?® and the number of
T and B iymphocytes was obtained by means of
the resette method using sheep red blood cells
and zymosan-complement complex?.

Direct immunofluorescence technigue previous-
ly described!. was employed to determine the per-
centage of lymphocyte subsets using monoclonal
antibodies conjugated with fluorescein isothiocya-
nate from Becton-Dickinson Lab, USA. (Leu-3a for
CD4 cell surface antigen — Helper/inducer T lym-
phocyte and Leu-2a for CD8 cell surface antigen —
suppressorjeytotoxic T lymphocyte). The samples
were analysed for immuncfluorescence using a
Zeiss epifluorescent microscope (Carl Zeiss Inc.,
West Germany) at 1000 x.

Statistical analysis of the data were performed
according to Mann-Whitney, Kruskal-Wallis
tests and complemented by Dunn multiple com-
parison lestihS,

RESULTS

Of the 55 male patients in this study, 38 were
homeosexual, 11 bisexual and only 6 were hetero-
sexuals. The patients' age ranged from 22 to 57
years with a medium of 32 years.

After collecting information about social and
clinical data, the population was divided in three
groups: RISK, LAS/ARC and AIDS,

TABLE 1

Number of CMV—pocsitive sera detected by complement fixation {CF) and immunofluorescence (iF} tests from
RISK, LASIARC and AIDS groups.

Group (1} CF IE CF and I Total

# (%) n n {%) n (%)
RISK (13} 3 {23.00 3 (23.8) 4 {31.00 10 {17.0)
LAS/ARC (21} 3 {14.3) 4 {(19.1) 7 (33.3) 14 66.7)
AIDS (21) 6 (28.6) 3 {14.3) 5 {23.8) 14 (66.7)
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TABLE 2

Characterization of ceils phenotypes from peripheral blood leukocytes in RISK, LASIARC, and AIDS groups
according to serological CMV results.
Resulls are reported as medium values of the counts and the compared using Mann-Whitney analysis.

RISK LAS/ARC AIDS

neg pos neg pos neg pos
Leukocytes/mm? 6900 6920 4920 5290 4460 4950
() ) (10} 9 (14) U] {14
Lymphocytes/mm3 2240 2530 1810 2080 1505 1813
(n} & {10) O (14} {7 {14)
Monocytes[mm?’ 229 332 214 237 172 189
() )] 10 O (14) (7 (14)
%7 Lymphocytes 55 63 57 63 62 55
{n} 3) (10) 9 (14) (6 {14)
T Lymphocytes/mm® 2271 1596 1034 1339 926 1025
)] (33 {10) ) {14) (6) (14)
%B Lymphocytes 14.5 17.0 16.0 14.0 18.0 16.0
(n) @ {10} o (13) ) (12}
B Lymphocytesimm® 352 396 281 288 234 303
() @ (10 o {13} G (12)
CD4 + Cells 33 26 18 21 21 15
®) 3 @ 3) (10} ) )]
CDS + Cells 25 36 42 41 38 40
{n) 3 g 153} {10) (3) 8
CD4/CD8 ratio 1.43 0.89 0.43 0.54 ¢.72 0.58
() a) 1) 3) 1o &3] &

TABLE3

Comparison of the cells phenotypes reswlts oblained from the three groups studied
Results expressed as median values of the counis.* P 0.05 as compared among the groups by
Kruskal-Wallis analysis of variance and complemented by Dunn multiple comparisons test.

RISK X LAS/ARC RISK X AIDS LAS/ARC X AIDS
Levkocytes/mm3 6910 5170+ 6910  4790* 5170 4790
Lymphocytes/mm? 2470 1990 2470 1660 1990 1660
Monoeytes/mm? 308 229 308 183 229 183
%T lymphocytes 61 61 61 57 61 57
T Lymphocytes/mm? 1752 1232 1752 996* 1237 996
%B Lymphocytes 16 5 15 17 15 17
B Lymphocytes/mm? 389 286 389 278 286 278
CD4 + Cells 28 20 28 17* 20 17
CDS + Cells ) 33 42 33 40 42 40
CD4/CDS ratio 1.05 0.52 1.035 0.63% 0.52 0.63

CMYV antibodies were present in 38 (69.1%)
from 55 patients, and there is no significan dif-
ference when analysed statistically each group,
separately (table 1)

Similar statistical results were observed when
leukocytes, lymphocytes and monocytes were de-
termined in CMV-seropositive and CMV-
seronegative patients (table 2).

On the other hand, when compared cells

phenotype in peripheral blood of AIDS and LAS/
ARC groups with the RISK one, it was possible
to demonsirate difference among them (table 3).

DISCUSSION

Several reports described a severe impairment
of cellular inumunity response in AIDS associated
with an imbalance between helper and suppressor
T lymphocytes?iLIS1617,18.19
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Others disease states have been associated with
alteration in immunoregulatory sysiem with rever-
sal ratio of CD4/CD8 lymphocytes as shown in
CMV-mononucleosis, Epstein-Barr virus monony-
cleosis, hepatitis B and autoimmune diseas-
est? B2 In such virnses during the acute phase of
the discase occurs and elevation in the number of T
suppressor/cytoloxic lymphocyteshih?,

The CMYV infection seen in AIDS patients is
usually a reactivation of a childhood infection
that was controlled, untit HIV seriously de-
stroyed the patients' immune system.

The ongoing presence of HIV overstimulates
B lymphocytes that remains in a state of chronic
sctivation®?, The antibodies produced include
some antibodies that combat current infections.

The activation of a great number of B lym-
phocytes diminishes the population of resting
cells that are capable of produce antibodies in re-
sponse to new pathogens. Consequently, the pri-
mary immune response is compromised leading
to a low production of specific IgM antibodies®2.

In this study it was possible to demonstrate
antibodies to CMV in 66.7% to 77.0% of the
patients, and no difference was observed among
the RISK, LAS/ARC and AIDS groups. These re-
sults contrast with the data previously reported,
where in male homosexusl and patients with
AIDS, the prevalence of CMV infections was
around 90%7 947,

When IgM antibody was analysed separately,
a low number or seropositivity in AIDS patients
was observed. Similar results have been con-
firmed by others investigators®1°,

On the other hand, one reason of the reduced
IgM antibodies detecied in these paticnts was due
a large quantities of inespecific antibodies
presenting in the patients’ sera, which mask the
IgM determination. In order to avoid this pitfall,
a sera adsortion using anti-IgG antibody affinity
colunm could be used 10 improve the detection of
IgM-CMYV antibody®.

Although the detection of CMV antibodies
has not been employed for diagnosis of a current
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infection, it provides a laboratory support to
confirm a clinical suspicion of the disease.

The best criterion used to diagnose CMV in-
fection requires the detection of the virus from
the suspicious materials, employing culture
methods or antigen detection techniques” #1226,
The positivity of these methods not prove the
specific clinical syndrome, since virus and anti-
genic particles may be climinated from urine,
blood and genital fluids during a long period af-
ter primary and recurrent infections,

Serological conversion is the diagnostic
means in nonimmunocompromised patients, but
in cases of AIDS this is not true, considering
that they are seropositive for CMV before con-
tract HIV infection®.

Despite the difficult, in this work was consid-
ered active infection due CMV, when taken to-
gether clinical manifestations and serclogical
positive results.

These data showed the number of immunore-
gulatory celis in AIDS patients seropositive and
seronegative for CMV. It was impossible estab-
lish a characteristic lymphocyte subsets imbal-
ance for these associaied diseases, The cellular
status of these cascs was the same that was ob-
served on the others AIDS' cases associated with
ceriains opportunistic infections®i?,
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RESUMO: Este trabalho teve como objetive detcrminer o ndmero de células
imuno-reguladoras em 55 casos suspeitos de Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) associada com infecgiio citomegélica. Usando os critérios estabelecidos pelo
CDC, os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo com dados
epidemiolégicos e clinicos: RISCO (13 cases), LAS/ARC (sindrome da
linfoadenopatia / complexo relacionado & AIDS) (21 casos) e AIDS (21 casos). A
infeeglio pelo Citomegalovirus foi sugerida com base nas avalingSes clinicas ¢
Iaboratoriais, Nenhuma diferenga significativa foi observads na soropositividade para
o CMV entre os gropos analisados (66,7% a 77,0%) , epesar do grupo AIDS
apresentar um pequeno ndmero de casos 3 (14,3%) com anticorpo positivo para o
CMY de classe IgM. A anidlise fenotpica dos linfécitos desses pacientes mostrou
resultados semelhantes entre os grupos com sorologia positiva ¢ negativa para o
CMV. Por outro lado, o nimere de hinfécitos T auxaliadoresfindutores mostraram-se
marcadamente diminvidos nos grupos LAS/ARC e AIDS. O ndmero de linfécitos T
supressores/citotéxicos encontravam-se aumentados em todos os grupos analisados.
Essas altersgles nas subpopulagGes Hnfocitinias foram responsdveis pela inversdo da
relaglo linfécitos T auxiliadoresflinfoeitos T supressores observada nesses pacientes |

DESCRITORES: Sindrome de Imunodeficiéncia Adguirida (AIDS),
Citomegalovirus (CMV), Virus de Imunodeficiéneia Humana ai}V), sindrome da
linfoadenopatia / complexo relacionade & AIDS (LAS/ARC), subpopulages de
linfécites, aniicorpo para CMV de classe IgG, anticorpo para o CMV de classe IgM.
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RESUMO: Foram analisadas, por espectrofotometria de absorgio atdmica com
chama e eventualmente por polarografia, 205 amostras de artigos escolares
compreendendo:: borrachas para apagar, lpis pretos, canetas hidrogréficas, tintas para
coloriz, massas pars modelar, gizes de cera, "crayons” e colas coloridas, quanto &
contaminagio por chumbo e cadmio. Constatou-se que o metal presente em maior
nimero de amostras é o chumbo, Sugere-sc neste trabalho que seja elaborada, pelos

Orgios competenies do Ministério da Satdde, uma noma cspecifica para estes anigos.

DESCRITORES: chumbo e cddmio, material escolar, determinagiio;

espectrofolometria de absorgio atGmica; polarografia,

INTRODUCAD

Chumbe ¢ cddmio sfio metais pesados que
constittem um sério risco & satde, mesmo em pe-
quenas quantidades, devido a seu actimulo pro-
gressivo no organismots,

O chumbo, uma vez absorvido pelo organis-
mo, é distribuido enire o sangue, os tecidos
moles ¢ o sistema esquelético, que consiitui o
compartimento de alta retengfio, sendo a meia-
vida bioldgica no osso humano ao redor de dez
anos!?’. O cddmio, entretanto, concentra-se prefe-
rencialmente nos rins e no figado, sendo que
estes Orglos desempenham uma funglo impor-
tante no actmulio do metal por periodos prolon-
gados. A meia-vida bioldgica deste elemento em
rins de humanos & acima de dez anos™.

Uma atengdo especial tem sido dada recente-

mernte s criangas, em face do grande risco que pro-
vém da maior suscetibilidade destas aos metais pe-
sados, devido i imaturidade de sen sistemna nervoso
central.® Estudos comprovam que elas excretam,
pela via renal, proporcionalmente gquantidades me-
nores de chumbo ¢ cddmio que os adultositis,

Por esta razlo, é cssencial gue as criangas nio
sejam oxpostas 2 materiais contendo quantidades
significativas destes metais.

Em muitos casos, como no do ambiente e no
dos alimentos, é praticamenic impossivel evitar
a contaminaclio por metais pesados, sendo, por-
tanto, importanie procurar eliminar outras fontes
de contaminac@ic de mais fdcil coftrole, como
nas embalagens para alimentos, nos objetos de
uso infantil e nos artigos escolares.

Em 1983, GARRIDO e col!® analisaram a

* Realizado na Seclo de Plisticos, Vemizes e Outros Materials de Embalugem e na Seglio de Equipamentos Es-

pecializados do Instimnto Adolfo Lutz, Sio Paslo, SP.

** Do Instituto Adoifo Lutz,
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gualidade de chupetas, mordedores e outros arti-
gos de wso infaniil e verificaram que, pela ausén-
ciz de uma norma para seu controle, uma grande
porcentagem apresentava metais pesados em
quantidades elevadas. Como conseqiléncia deste
wabalho, foi instituida uma ComissBo da Asso-
ciaco Brasileira de Normas Técnicas para a dis-
cussto deste assunto, que resuliou, em 1988, na
publicacio de uma norma definitiva sob a deno-
minacio NBR 10.334 — Chupetas®.

A comercializagio de artigos escolares, prin-
cipalmente borrachas fabricadas com policloreto
de vinila, com aromas e formatos de alimentos,
incentivando a crianga a colocd-los na boca, fez
com que surgisse o interesse em analisar esses
artigos, dando prosseguimento ao trabatho ji de-
senvolvidoi0. A verificaglo dos niveis de chum-
bo e cddmioc nesses produtos se justifica, uma
Vez que 05 coranies ¢ pigmentos i base de sais
de chumbo e cddmio sfio muito usados devido a
seu alto grau de recobrimento, estabilidade & luz
e 2 altas temperaturas ¢ a scu baixo custol?,

Neste caso, ndo existe também uma legislagio
que regulamente o uso desses produtos, nem do
ponto de vista analitico mem tampouco guanio
aos limites méximos permitidos desses metais
pesados.

Em 1987 foi aprovada pela Associagfio Brasi-
leira dos Fabricantes de Brinquedos — ABRINQ
uma Norma Brasileira Voluntdria de Seguranca
para Fabricagio de Brinquedos?; entretanto, esta
norma nio tem valor legal e o5 limites permiti-
dos por ela para metsis pesados, do ponio de
vista toxicoldgico, sfic muito elevados, uma vez
que nem sempre a crianga wiiliza um artigo esco-
lar de maneira correta, Ela pode pintar sua pele
com a linta das canetas, ingerir partes de ldpis,
massa de modelar e giz de cera. Isto é uma fonte
potencial de contaminagio que pode ser evitada
pelo controle destes materiais, nic somente
quanto aos metais pesados presentes, mas tam-
bém quanto & migracBo de componentes
orginicos destes artigos.

O objetivo deste trabalho é fazer um levanta-
mento dos niveis de chumbo e cddmio em artigos
escolares utilizados normalmente por criangas e
sugerir que sejam normatizados tanto os produtos
quanio as matérias-primas utilizadas para sua
elaboracio.

MATERIAL E METODOS

As amosiras analisadas foram as adquiridas no
comércio da cidade de S3o Paulo e as cnviadss ao
Instituto Adolfo Lutz para andlise, perfazendo uvm
total de 205 amostras, das 29 marcas distintas

292

disponiveis no mercado, assim discriminadas:

borrachas para apPagal.......ceeees 37
lipis pretos..aiin. ceravarenne 04
canetas hidrograficas.....ceerrinnnn. 39

tintas para coloritiinanna 17
massas para modelar

gizes de Corfmmariirenmcroies 36
PeTAYONS " irrrannecaiae s s ranananens 23
colas coloridas...cicvciiineriianenanan 11

Para efeito de andlise, foram consideradas se-
paradamente as diversas cores de um mesmo pro-
duto como amostras diferentes, No caso das bor-
rachas para apagar, massas para modelar, gizes
de cera € “crayons”, as amostras foram previa-
mente reduzidas a fragmentos pequenos e homo-
geneizadas; para os ldpis, fol considerado apenas
O verniz externo e para as canetas hidrogrificas,
somente a carga.

Aparelhagem

Espectrofotdmetro de absorgiio atdmica (Per-
kin-Elmer, mod, 460); ldmpadas EDL de chumbo
¢ de ciddmio e correior de deutério.

Polardgrafo (Mewohm, mod. Polarecord 626)
acoplado ao Stand mod. VA 663, com eletrodo de
gota pendente de mercdrio, eletrodo de prata/
cloreto de prata e eletrodo de platina.

As condigbes polarograficas foram:

Potencial injcial 0,80 V
Potencial final ~0,20 ¥V
Sensibilidade 1 ou2nA/mm
Amplitude de pulso 50 mV
Tempo de pré-eletrdlise :2 minutos
Tempo de espera :30 segundos
Velocidade de varredura :3 mV/s
Velocidade do papel :100 mViem

Potencial de pico para ¢ cddmio 0,60 V
Potencial de pico para o chumbo:-0,40 V

Reagentes

Cidmio metilico (99,9% de pureza)

Nitrato de chumbo p.a.

Solugdo de pirrolidinaditiocarbamato de
ambnio a 2 %

Metil isobutil cetona

Acido cloridrico {com baixo teor de metais
pesados)

Solucio de 4cido cloridrico 0,1 M

Solugo de 4dcido cloridrico 2,5 M

Solughio de dcido nftrico a 1%

Solugio de dcido citrico a 10%

Solugio alcodlica de verde de bromocresol a
0.1 %

Solugfio de amdnia 2 50 %
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Soluglo-padriio de cddmic

Solugio estoque, 1.000 mg/l - Dissolver
1,000 g de cddmic metdlico em volume
minimo de 4cido cloridrico concentrado em
baldo volumétrico de 1 litro, Diluir até esse
volume com soluglio de 4cido cloridrico & 1 %.

Solugio-padrio de chumbo

Solucdo estoque, 1.000 mg /1 — Dissolver
1,598 g de nitrato de chumbo em solugiio de
dcido nitrico a 1 % em baldo volumétrico de 1
litfro ¢ completar o volume com a mesma
solugio,

Procedimento

Foram pesados, com exatidio, cerca de 10 g
de amostra e submetidos inicialmente & des-
truigio da matéria orgénica por via seca, como
descrito nas Normas Analfticas do Instituto Adol-
fo Lutz!*. O residuo foi dissolvido com solugio
de dcido cloridrico 0,1 M e transferido para um
balio voluméirico de 25 ml, sendo o volume
completado com a mesma solugio.

Foi transferida uma aliquota de 10 ml para vm
baldo volumétrico de 50 ml e adicionados 5 mi de
fcido citrico a 10%, duas gotas de solugiio
sleodlica de verde de bromocresol & 0,1 % ¢ so-
Inglio de amdnia a 50 % até viragem do indicador,
de amarelo para azul e obtengfio de um pH final 5.4,

Os metais foram complexados com 2 mi de
pirrolidinaditiocarbamato de amdnioc a 2 %, com
posterior agitaclo durante um minuio e extraidos
com 2 mi de metil isobutil cetona, com agitaclio
por um minuto.

Foi adicionada dgua destilada até que a fase
orgnica ficasse na parte estreita do baldo.

As determinaces de chumbo e cddmio foram
efetuadas por espectrofotometriz de absorgio
atdmica com chama. Os padrdes de trabatho e os
brancos foram preparados de modo semelhante.
As leituras foram efetiadas na fase orginica ¢ o
aparelho zerado com solugio de metil isobutil ce-
tona saturada com 4dgua.

Considerando-se que o limite de detecgio para
chumbo e cddmio do método utilizade &, respec-
tivamente, de 8,1 ¢ 0,01 mg/kg, guendo a con-
centracfio destes clementos na amosira estava
abaixo destes limites, as determinagbes foram
efetuadas por polarografia inversa ("stripping™),
cujo limite de detecgic para ambos os metais é
de 0,01 mg/kg.

Foram entio repesados, com exatiddo, cerca

de 10 g da amostra. Apés a destruiglo por via
seca, o tesiduo foi dissolvide em 5 ml de solugdo
de dcido cloridrico 2,5 M e transferido quantita-
tivamente para um balfio volumémico de 25 ml,
sendo o volume completado com dgua destilada e
desmineralizada. Uma aliquota de 10 ml foi trans-
ferida para a cela polarogrifica. A solugio foi de-
saerizada borbulhando niwrogénio durante dois
minutos.

A determinac@io das concentraghes dos metais
foi calculada pelo método de adigio de padrio.

RESULTADOS

Qs valores minimo ¢ méximo de chumbo e
cddmio encontrados nas amostras analisadas
estio expressos na tabela.

As figuras 1 e 2 mostram a relagiio da porcen-
tagem de amostras distribuidas em 4 faixas de
concentracio estipuladas: de 0 a 5;de 5 2 10; de
10 a 20; e acima de 20 mp/kg, respectivamente
para chumbeo ¢ cédmio.

DISCUSSAC E CONCLUSOES

Dos resultados obtidos, pode-se verificar que
niveis significativos de chumbo e cddmio foram
evidenciados em algemas amostras, sendo que o
chumbo é o contaminante presente em maior
conceriragio, quando comparado com o cédmio.

Uma amostra de giz de cera apresentou nivel
de chumbo muito elevado (5.000 mg/kg), o que
sugere que o pigmento utilizado era & base de
sais de chumbo.

Com relagio aocs niveis de cidmio, apenas as
borrachas para apagar apresentaram coniami-
naclo por este ciemento.

Considerando que os artigos analisados sfo
usados principalmente por criancas de dois a dez
anos, faixa etdria em que possucm o hébito de co-
locar na boca objetos niio comestiveis!3, foi to-
mada por base a legislagio brasileira onde o li-
mite de chumbo® em alimentos varia de 0,05 a
2,00 mg/kg e o de cddmio® de 0,20 a 1,00 mg/kg.

Adotando o Hmite superior de cada faixa, ve-
rificou-se que 45% das amostras analisadas apre-
sentaram teor de chumbo ¢ 9% teor de cadmio
acima destes limites.

No caso especifico de massas para modelar, a
legislagio australianalé estabelece um limite de
1,5 mg de chumbo e 0,005 mg de cédmio por
quilograma do malerial, Tomando por base esses
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Figura 1 - Distribuigio dos niveis de chumbo nas amostras analisadas.
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Figura 2 - Distribui¢gfo dos niveis de cddmio nas amostras analisadas,
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TABELA

Niveis de chumbo e cddmic em artigos escolares

Chumbo {mg/kg)

Cadmio (mg/Kg)

Tipo N#

Borracha 37 0.06 249 0.01 43
Giz de cera 36 010 5000 0.02 G.99
Tinta 17 0.07 46 0.01 6.33
Caneta Hidrogrifica 39 0.08 i3 .06 1.60
“Crayon" 23 1.88 14 0.09 1.25
Massa de Modelar 38 0.50 12 0.02 0.83
Lépis 4 0.08 25 0.10 3.04
Cola Colorida i1 0.09 1.40 0.02 0.11

limites, verificou-se que 79% das amostras anali-
sadas continham chumbo e 82% continham
cddmio acima destes valores.

Enfatiza-se que neste trabalho foram considera-
dos apenas os teores de chumbo e cddmio na veri-
ficagio da qualidade destes materials, sendo que
estdo presentes em suas formulagBes outros com-
ponentes que também podem ocasionar riscos is
criangas, como os plasiificantes e aceleradores de
vulcanizagiio utilizados como componentes de
plisticos & borrachas, respectivamente, ¢ os sol-
ventes das tintas, colas e canetas hidrogrificas e
que devem, portanto, ser controlados.

Pelo exposto, torna-se necessdria a elabo-
ragio de dispositivos legais que regulamentem e

controlem estes artigos.

Recomenda-se que esta norma forneca uma lis-
ta positiva de matérias-primas para o fabrico
destes artigos, limites de migragio de compo-
nentes que apresentem toxicidade, métodos gerais
¢ especificos para seu controle, como previsto
na legislacio de embalagens para slimentos’ e
também inclua dispositivos restritivos quanto i
ulilizagGo de aromas de alimentos em suas formu-
Tagfies, como consta na Lei Belgad® e na Austra-
liana's.

Baseado neste estudo proliminar, sugere-se gue
seja feito um controle, através da fiscalizacio, ve-
rificando-se inciusive a qualidade de outros tipos
de materiais escolares que nio foram examinados.
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ABSTRACT: 205 samples of school materials including: erasers, black pencils,
hydrografic peams, printing-inks, modeling materials, wax crayons, crayons and
coloured glues, were analyzed in order to determine their lead and cadmivm contents
by flame atomic absorption spectrophotometry and polarography. It is also suggested
that the qualified official agency issue a norm related to this matter,

DESCRIPTORS: lead and cadmium, school materials, determination; flame atomic
absorpiion specirophotometry; polarography.
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ENSAIO DA DNA POLIMERASE DO VIRUS DA HEPATITE B (*)
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MIYAMOTO, Y. & PINHO, JRR. — Anilise de alguns parimetros envolvidos com
o enszio de DNA polimerase do virus da hepatite B, Rev. fnst. Adolfo Lutz,
506(1/2): 297-299, 1990,

RESUMO: O micrométodo para detecgdio da atividade da DNA polimerase do virus
da hepatite B descrito por LII‘? el ali® foi modificado, e realizou-se wm estudo
comparativo entre as duas técnicas. Além disso, foram comparados dols tipos
diferentes de papel de filtro, o GF/C ¢ o AP20. Todos os iesies apresentaram
resultados vidvels; ademais, pudemos verificar que a téenica de Lin modificada e o
filtro AP20 mostraram maiores diferenciais, sendo recomendados para este tipo de

trabalho.

DESCRITORES: DNA polimerase; viras da hepatite B; hibridiza¢iio molecular;

papel de filtro com fibra de vidro.

INTRODUGAQ

A atividade da DNA polimerase (DNAp} do
virus da hepatite B (HBY) no soro ¢ um dos mar-
cadores que permitem detectar a replicaglio viral,
através da monitoragio da incorporagio de nucle-
otideos radioativos no genoma viral, Imicial-
mente, o método fol descrito por KAPLAN et
alitt, que uiilizavam uma etapa de nltracentrifu-
gagdo no preparo das amostras, Em 1984, LIN et
alii? desenvolveram um micrométodo dispensan-
do essa etapa, e utilizando 4cide fosfonoférmico
{PFA) como inibidor da DNAp viral.

Em nosso laboratério, uiilizamos a iécnica. de
Lin, porém com algumas modilicacBes, ¢ desen-
volvemos wma andlise comparativa entre o nosso
método e o originalmente proposto pelo autor,

Além disso, realizamos um estudo com dois
tipos diferentes de papéis de filtro com fibra de
vidro, o GF/C, normalmente utilizado em nossas
reagSes, ¢ o AP20, para teste.

Algumas das amostras haviam sido anterior-
mente analisadas por hibridizagio molecular
(HBV-DNA), conforme PINHO et alii?, e também
por DNAp.

MATERIAL E METODOS

Neo estudo das duas técnicas, utilizamos oito
soros anteriormente testados por HBV-DNA, dos
quais seis haviam também sido analisados por
DNAp, sendo um soro positive & um negative
para essas duas téenicas, trés soros com resulta-
dos discordantes (um positivo para HEV-DNA ¢
negativo para DNAp, e dois positivos para
DNAp, mas negativos para HBV-DNA), um soro
duvidoso com a hibridizagio e negativo para
DNAp, e, finalmente, um positivo & um negativo
testados ‘apenas para HBV-DNA (Tabela 2).

Os soros foram incubados a 37°C por 16 ho-
735, em solugio de reagentes, de acordo com a fa-
bela 1.

* Realizado pelo Laboratério de Biologia Molecelar do Instituto Adolfo Lusz.
** Instiuto de Medicina Social e de Cuminologia do Estado de Sie Paulo.
*#* L aboratdrio de Biologia Molecular do Instituto Adolfo Luiz.
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Cada amostra foi incubada em duplicata, um
wbo contendo PFA e outro sem PFA. Em segui-
da, foram adicionados 25ul de Pronase E, para
parar a reagiio, incubando-se 40°C por uma hora.

As amostras foram entdo transferidas para pa-
péis de filro GF/C, recortados em circulos de 25
mm de difimenro e secos em estufa a 70°C. A se-
guir, os filiros foram lavados cinco vezes em
TCA 3% + Pirofosfato de Sédio 50 mM por dez
mintos & uma vez em etanol por quinze minu-
tos, sob agitagio. Foram novamente seécos a
70°C, e colocados em § ml de liguido de cinti-
lagdo, para contagem da radioatividade por um
minuto, em contador beta. O soro & considerado
positive se apresentar uma diferenca significati-
va enire os dois tubos.

O intervalo entre a dosagem prévia de DNAp e
este ensaio foi de cerca de seis meses.

Para a comparacio dos dois tipos de filtros,
foram utilizados um soro positivo e oulro negati-
vo, e papéis de filtro com fibra de vidro GF/C
(Whatman) ¢ AP20 (Millipore), analisados pelo
método de Lin modificado.

RESULTADOS

Em todas as amostras, obtivemos resultados
concordantes nas duas técnicas de DNAp, e tam-
bém com a DNAp anterior. Das duas amosiras que
haviam sido testadas anleriormente somente por
hibridizagio, uma foi igualmente negativa para
DNAp, e a outra discordante (negativa para
DNAp, e positiva para HBV-DNA), como mostra
a tabela 2.

Os dois tipos de papéis de filtro apresentaram o
resultados esperados, de acordo com a tabela 3.

TABELA 1

Solugdo de Reagentes

REAGENTIS MITTODO DELIN
Modificado Origmal
Tris HCI pH 7,6 - TTmM
Tris HCi pH 74 1006mM -
Kt 154mM 400mM
MgCl, 38mM -
Mg (CH; COO), - 2.5mM
NH,G ' 5TmM -
2-Mereaptoetanol 0,14% 0,1%
Nonidet P-40 0,89% 1.0%
ANTPs (A+C+C) cada 0, 1mM 0,3mM
‘HTTR 1,5uCi 2,0uli
PFA 2,5mM 1,0mM
Soro 50ul 25ul
Sclugio de reagentes 25ui 50ul

298

TABELAZ
Resultgdos dos Testes de DNAp ¢ HBV-DNA

DNAp HBV-DNA
Soro i 2 3 i 2
1 +{532) +(286) +(346) “ +
2 N.R. {22y - {28) + +4+
3 <0y -(21) - (36) + -
4 <0y - (48) - {19+ .
5 +(846) +(862) +(399) B e
6 NR. - {0} - (<0} - N.R.
T+ (646) +(564) + (283} b N.R.
8 -(n - (2) - (<0} - -
DNAp: 1- DNAp prévia; 2. Método de Lin modifi-

cado; 3- Métode de Lin original. Os
niimeros entre parénteses indicam o dife-
rencial: até 100 = negativo; de 100 a
200 = incorporagdo baixa; de 200 a 300
= incorporacio meoderada; acima de 300
= incorporagic elevada.

HBV.DNA: I~ Hibridizagdo anterior; 2- hibridizacio re-
alizada posteriormente. O nimero de
cruzes indica somi-quantificagio da posi-
tividade {+ a ++++).

MN.R: Nao realizado

TABELA 3

Comparagdo dos Papéis de Filtro

Soro GFIC AP0

+ + (4210} + (5585)

- - (<0} - {14)
DISCUSSAD

Os resultados mostram que tanto a técnics de
Lin modificada como a original sio vidveis, em-
bora a DNAp prévia talvez apresente maior sen-
sibilidade, como se nota pelos diferenciais obti-
dos {Tabela 1).

A discordincia entre a amosira positiva para
HEV-DNA e negativa para DNAp deve-se talvez &
mator sensibilidade da téenica. Quanto as duas
amostras negativas para hibridizago, ¢ que fo-
ram positivas para DNAp, um novo teste de
HBV-DNA foi realizedo, cujo resuhtado compro-
vou a positividade de ambos. A amostra duvidosa
& a positiva{+) para HBY-DNA, que era negativa
para DNAp, numa segunda hibridizagiio, foi tam-
bém negativa (Tabela 2).

Pudemos observar também que, ap6s seis me-
ses de armazenamento a -20°C, os resultados ob-
tidos por DNAp foram praticamente os mesmos,

No teste dos dois papéis de filtro, ambos
apresentaram os resultados esperados, sendo que
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o filtro AP20 mostrou um diferencial maior que 0 HBV-DNA, para a monitoragiio da replicagio do

GF/C. HBY, pois a delecglio da atividade da DNA poli-
merase funciona como um eficiente controle de
Nossos resultados demonstram também a utili- qualidade da técnica de hibridizaglo, ao menos

dade da realizaclo das duas téenicas, a DNAp e o durante a padronizagio desta.
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MIYAMOTO, Y. & PINHO, IRR. - Some parameiers for the assay of the DNA
polymerase of the hepatitis B virus. Rev. [nst. Adolfo Luwz 50 (12): 297-299,
1994,

ABSTRACT: The micromethod for detection of the hepatitis B virus DNA
Eolymerasc activity described by LIN et alii was modified, and a comparative study
etween this two techniques was performed. Besides, two different kinds of filter
paper utilized in the reaction, the GF/C and the AP20, were compared. All the tests
showd viable results, although the modified Lin's technique and the filter AP20
showed larger differentials.

DESCRIPTORS: DNA polymerase; hepatitis B virus; motecular hybridization;
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ZAMBONI, C. Q.; ALVES, H. I; ATUIL M. B. — *Métodos para detecglio de sujidades
leves em sopas desidratadas. Rev. Tnst. Adolfe Lwz, 56 (1/2): 301-305, 1950,

RESUMO: Foram apalisadas 56 amostras de sopas desidratadas de Merenda
Escolar, de dezembro de 1988 a setembro de 1989, enviadas pelas Prefeituras
Municipais do Estado de Sdo Paulo ou pelas indistrias alimenticias, com finalidade de
se verig'car a sanidade desses produtos, ¢ que motivou o desenvolvimenio e adapiagio
de métodos as condigbes de trabalho do laboratério. Dasg 56 amostras, 18 eram
constituidas somente por ingredientes mofdos e 38 continham macarrdo além dos
ingredientes bdsicos, gara a separagio dos ingredientes das sopas foi idealizado ¢
desenvolvido um método (na Segio de Microscopia Alimentar do Instituto "Adolfo
“Lutz™y ¢ para 2 determinagio de sujidades leves foram wtilizados o¢ métedos descritos
no Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists ¢
no Approved Methods of the American Association of Cereal Chemists. Os resultados
mostraram que das 38 amostras que continham macarrdo, 18 (47,37%) estavam em
condigdes hipidnicas insatisfatbérias devido ao macarrio ¢ 11 (28,95%) foram
condenadas devido aos ingredientes mofdos. Das 18 amostras contendo somente
ingredientes bésicos, oito (44,44%) estavam em desacordo com =z legislagio. As
condenagbes foram ocasionadas pela presenga de fragmentos de insetos acima do
limite tolerado, presenga de larvas, pélos de roedor e dcarps. Das 56 amostras
analisadas, nove continham proteina texturizada de soja, cuja anédlise demonstrou estar
em boas condigbes de higtene. Conclui-se que os métodos aplicados deram bons
resultados e que o macarrfo conuribuit para a condenagio das sopas desidratadas que
continham esse ingrediente, principalmente com relagio ao némero de fragmentos de
insetos.

DESCRITORES: sopas desidratadas; sujidades leves em andlise microscdpica.

INTRODUGAO

Sopa desidratada é o produto obtide pela mis-
tura de ingredientes lais como cereais ¢ vegetais
desidratados, farinhas de cereais e de legumino-
sas, leite em pd, icondimentos, massas ali-
menticias, protefna texturizada de soja, extrato
de carne e outros ¢ devem ser preparadas com
substdncias limpas e sis®is,

() consumo de sopas desidratadas aumentou
consideravelmente nos ltimos anos devido 2 uti-
lizagio desse tipe de produto pela Fundaglio de
Assisténcia a0 Estudante (FAE), pois, sendo um
preduto formulado, favorece a obtenglic de um
slimento balanceado para ser oferecido aos esco-

lares; além disso, ¢ ficil de ser preparado pe-
las merendeiras.

A verificacBio das condigbes higiBnicas desse
tipo de produto é de grande importincia, pois a
finalidade da distribuiclio da merenda & atingir a
populago escolar carente; desse modo, os ali-
mentos devem estar higidos, pois vEo ser consu-
mides por individuos em condigdes de subnu-
irigio e, acreditamos, mais susceptiveis a
doengas.

Os métodos descritos para a deteclio de suji-
dades leves (insetos, fragmentos de insetos,
dcaros e pélos de rocdor) so especificos para de-
terminados tipos de produtos como farinhas de

* Realizado na Segilo de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Luiz, S3o Paulo-SP. Apresentado no 5¢
Encontro Nacional de Analistas de Alimentos em Salvador, BA. 1989

** Do Institute Adolfo Luiz.
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cereais e de leguminosas, massas alimentfcias,
condimentos, proteina texturizada de soja*?# nfio
tendo sido deserito um método para sopa desidrata-
da, produto composto de vérios ingredientes.

Foi constatade em pesguisas anteriores, que as
matérias-primas ingredientes das sopas, como
macarrde e farinhas de cereais, principalmente,
apresentavam-se em condigbes higiénicas insa-
tisfatériss ou imprdprias para o consumo'’%, o
que nos levou a idealizar este trabalho, tendo
como objetives a verificagio da presenga de suji-
dades leves em sopas desidratadas, através do de-
senvolvimento de métodos adaptados a esse lipo
de produte, baseado em técnicas descritas para os
diversos componentes.

MATERTAL E METODOS

Foram analisadas 56 amostras de sopas desi-
dratadas de Merenda Escolar enviadas pelas Pre-
feiiuras Municipais do Estado de S#o Paulo ou
pelas inddstrias alimenticias produtoras, de de-
zembro de 1988 a setembro de 1989,

Antes da pesquisa de sujidades foi feito um
tratamento prévio para a separagdo dos compo-
nentes da sopa, cuja téenica foi desenvolvida na
Secio de Microscopia Alimentar do Instituto
Adolfo Luiz. Para a pesquisa de sujidades leves
foram empregados trés métodos de extragio apli-
cados ac macarrdo, ingredientes mofdos (farinha
de miltho, farinha de ervilha, farinha de feijio e
outras) ¢ proteina texturizada de soja, separada-
mente, descritos no Official Methods of Analysis
of the Association of Official Analytical Chem-
ists>*5 ¢ no Approved Methods of the American
Association of Cereal Chemists®,

Procedimento - Pesar aproximadamente 400 g
de sopa.

Esta tomada de ensaio vai depender da guanti-
dade de macarro, dos ingredientes mofdos e da
soja contidos na sopa; para a determinaciio de su-
jidades sfo necessdrios100g de macarrio, 100g
dos ingredientes mofdos e 50g de protefna textu-
rizada de sojs. Desidratar com édlcool etilico e de-
sengordurar com éter etflico misturados na pro-
porgio de 1:1 (v/v). Filtrar a vécuo sobre papdis
de filtro e transferir os papéis para uma bandeja
de aluminio espalhendo o material. Tamisar a
amosira desengordurada, passando pelos tamises
n* 10 para separar a proteina texturizada de soja
dos vegetais desidratados e do macarrdo; e n? 20
e 30 para separar os ingredientes moidos (fari-
nhas ¢ condimentos) da seoja. Lavar a soja que fi-
cou retida no tamis, para retirar o restante dos
ingredientes moidos; transferir para uma bandeja
e secar em estufa 100°C.
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Apbs a tamisaciio das sopas que nfo contive-
rem condimentos, pesar 100g dos ingredientes
moidos e proceder 3 anélise de sujidades leves
pele método da digestBo com pancreatina
{peneira) segundo o Official Methods of Analysis
of the Association of Official Analytical
Chemists?.

Nas sopas em que os ingredientes moidos sfo
constituidos por farinhas e contiverem condi-
mentos bastante triturados (salsa), é necessdrio
scparar os condimentos ¢ desprezd-los, 2 fim de
gque estes nio atrapalhem a extracdo. Passar por
tamis de n? maior que 30; pesar 100g do material
que passou pelo tamis e proceder & andlise de su-
fidades leves pelo método da digestdo com pan-
creatinag segundo o Official Methods of Analysis
of the Association of Official Analytical Chem-
ists*, utilizando como Yemido extrator dleool a
80° e néo a 60° como descrito na técnica.

Pesar 50g da proteina texturizada de soja lava-
da e proceder & andlise de sujidades leves aplicada
em farinha de soja segundo o Official Methods of
Analysis of the Association of Official Analyti-
cal Chemists®.

No tamis n® 10 ficam retidos macario e vege-
tais desidratrados que devem ser separados. Colocar
o macarriio num béquer e lavar com 4dgua; como os
vegetais desidratados sfio mais leves que o ma-
camrdo, eies flutuam e o macarrio sedimenta; decan-
tar o sobrenadante ¢ repetir esta operagio até a reti-
rada total dos vegetais, que serdo desprezados,

Filtrar o macarric gue ficou no béguer, a
vécuo, sobre papel de filtro e transferir para uma
bandeja de aluminio. Espathar o material e deixar
secar em estufa {(100°C); se ainda houver residuo
de vegetais, proceder & catagiio manual.

Pesar 100g do macarrdo ji seco ¢ analisar
pelo método da digesifio dcida, segundo o Offi-
cial Methods of Analysis of the Asscciation Of-
ficial Analytical Chemists (A. Q. A, CF ¢
Approved Methods of the American Association
of Cereal Chemists (A. A. C. O)L.

RESULTADOS
Os resultados estlo apresentados nas tabelas 1
e 2.
DISCUSSAD
0Os métodos utilizados foram adequados para a
determinagiio de sujidades leves tanto no ma-

carrdo como nos ingredientes moidos (farinha) e
na proteina texturizada de soja.
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TABELAL
Sujidades em sopas desidratadas contendo macarrdo

Componentes das sopas analisadas

Amostras Ingredientes moidos Macamrio
Sujidades ng -4 ng a4

Fragmentos 0230 34 89,50 24 63,13

de insetos +de 30 4 10,50 14 36,27
TOTAL s 100,00 38 100,00
Pélos 0 34 £9,50 34 89,50
de roedor + de 1 4 10,50 4 10,50
TOTAL 38 100,00 38 100,00
Insetos 0 34 89,50 38 100,00

mortos +del 4 10,50 0 0,00
TOTAL 38 100,00 38 100,00
Larvas de i) 37 97,30 38 100,00

insetos mortas +de i 1. 2,70 [t 0,00
TOTAL 38 100,00 38 160,00
Acaros 0 37 97.30 38 100,00

mortes +del 1 2,70 0 0,00
TOTAL 38 100,00 18 100,00

TABELA?Z

Sujidades em sopas desidratadas que ndo
conlinham macarrdo

Amostras
n® %
Sujidades

Fragmentos 0a30 14 77,86
de

nsetos + de 30 4 22,20
Total 18 100,00
Insetos 0 14 77,80
mortos +del 4 22,20
Total i8 104,00
Larvas de 4] i8 100,00
nsetos

mortas +del 0 0.60
‘Fotat 18 100,00
Acaros ¢ i8 100,00
moitos + del 4] 0,60
Total i8 100,00

Em algumas amostras houve dificuldade na se-
paragio dos componentes. Como existem sopas
em que os ingredientes moidos contém condi-
mentos bastante iriturados, é necessfrio separd-
los, a fim de gque estes nfio interfliram durante a
extragio das sujidades. A separagiio é feita por
tamisagdo dos ingredientes pulverizados, wutili-
zando-se tamises com malhas de ndmeros supe-
riores a 30, de modo que os ingredientes moidos
passem ¢ figuem retidos somente 0s condimentos
(salsa, etc.), o que foi conseguido por tentativas.
Houve casos em que a tamisagio niio foi efi-
ciente, Foi, entlio, idealizado um teste, utilizando
trés amostras de farinha de wigo em que foram
adicionadas quantidades conhecidas e iguais de
salsa. As tr8s amostras assim preparadas foram
aplicados os métodos: Tween 80 - Versene,216
méodo da peneira® utilizando 4lcool a 60° ¢ mé-
todo da peneira em que o dlcool a 60° foi substi-
mido por dleool a 80° Dos trés métodos o que
recuperou menos salsa foi o do Tween 80 ~ Ver-
sene; perém, sobrou muita farinha no Hquide
extrator. O método da peneira utilizando 4lcool a
80° recuperou menos salsa do que quando foi usa-
do dlcool a 60°, sendo, entdo, escolhido o dlcool
a 80° na andlise das sopas gque contenham salsa
ou outro condimento constituido por folhas e que
esteja muito triturado, porque hd menos recupe-
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para detecglo de snjidades leves en sopas desidratadas,

racio do condimento e nio sobra muita farinha
apés a extrag@o, o que facilita a identificaclio e
contagem das sujidades leves.

Outra dificuldade encontrada foi na anélise do
macarrfio porque aquele continha vegetais aderi-
dog, Tentamos analisar 0 macarrdo sem separar
mecanicamente os vegetais, Realizamos um teste
em algumas amostras de macarro com os vege-
tais aderidos utilizando o método da peneira®; em
alfquotas das mesmas amostras separamos 08
vegetais ¢ analisamos o macarrfio, apds ter sido
lavado e seco, pelo método da hidrélise 4cidals.
Verificamos que, embora o méiodo da peneira
fosse mais ficil, porque, é eliminada a etapa de
separagiio mecinica, era menos cficiente, porque
comparando os resultados obtidos nos dois
processos, verificamos que a recuperagio das
sujidades leves foi maior quando empregamos o
método da hidrélise dcida.

Das 56 amostras de sopas desidratadas anali-
sadas, 38 continham macarrio e 18 continham
somente os ingredientes bdsicos. Com relagfio s
38 sopas que continham macarrio, 18 foram con-
denadas devido ao macarrBo e 11 devido aos in-
gredientes moidos. Das 18 sopas condenadas de-
vido ao macarrio, 14 (37,009%) continham ndme-
ro de fragmentos de insetos superior ao Limite
tolerado pela legislagio vigente!?: 4 (10,50%)
continham pélos de roador, 1 (2,70%) continha
dcaros ¢ 1(2,70%) continha larvas de insetos.
Das 11 condenadas devido aos ingredientes

moidos, 4(10,50%) continham nimero de frag-
mentos de insetos acima do Hmite tolerado pela
legislagio vigente; 4 (10,50%) continham pélos
de roedor; 4 (10,50%) continham insetos mor-
tos; 1(2,70%) continha larvas de insetos mortas,
1 (2,70%) continha 4caros mortos® 7+ 141213

Das 18 sopas gue ndo continham macarrdo,
oito foram condenadas, quatre (22,20%) por
conter nimero de fragmentos de insetos acima do
limite tolerado pela legislagio vigente'? e quaro
{22,20%) por conter pélos de roedor®7i11213
Das 56 amostras, nove continham proteina tex-
turizada de soja, sendo que 100% das amostras
estavam em condigbes higiénicas satisfatdrias,
com relagio Aquele ingrediente®!4,

CONCLUSOES

A vista dos resuliades oblidos pode-se concluir
que os métodos utilizados deram bons resultados.

Pode-se também verificar que estio sendo em-

pregadas matérias-primas em condigSes higiéni-

cas insatisfatdrias ou impréprias para o consumo
na confecglio de sopas, devendo ser continua a
inspegdo nesse tipo de produto,

Conclui-se também, que o macarrfio contribuiu
para & condenagio das sopas que continham esse
ingrediente, principaimente com relaglio ao
nimerce de fragmentos de insetos.
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ZAMBONI, C. Q.; ALVES, H. L; ATUL, M. B. — Development of methods for light
[ikth detection in powdered dehidrated soups, Rev. Inst. Adolfo Luiz, 30 (1/2):

301-3035, 1990,

ABSTRACT: Filth was detected in 56 sam

les of powdered dehidrated soups of

the School Lunch Meal Program; 38 sample:s contained macaroni, dehidrated

vegetables and ground ingredients such as maize flour, wheat flowr, pea flour, bean
flour, texturized soy protein, spices, milk powder and other ingrodients; 18 samples
did not contain macaroni, but only the basic ingredients, B was developed a method
for scparation of the soup ingredients before light fikth exiraction. The methods
employed for light {ikh extraction were the AQACSs and AACC's methods. The results
showed that from the 38 samples with macaroni, 18were in unsanitary conditions due
t¢ macaroni, and 11 were disapproved because the ground ingredients. From the 18
samples conmiaining only basic ingredicnts, 8 were disapproved; 4 (22,20%) because
the number of insect fragments exceeds’ tolerated level and 4 (22,20%) because had
rodent hairs. Nine of the 56 semples comtained texturized soy prowein.The analysis
showed that the soy ingredient was in good sanitary condition. The conclusions were
that the method developed gave good results and that the macaroni contributed to the
soup unsanitary conditions more than the others ingredients.

DESCRIPTORS: dehidrated soups; light fith in, microscopical analysis.
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RESUMO: Com o objetivo de caracterizar, fisica ¢ gquimicamente, o Glec de
almiste brasileiro, foram analisadas 11 amosiras de Oleo brutoe, produzidas nos
stados da Bahia ¢ do Pard. Os indices de iodo, refragiio e saponificagfio, o ponto de

fusdo ¢ o teor de matéria insaponificdvel se enquadraram, dec modo geral, dentro dos
vatores nonnalmente encontrados na literatura, enquanto & baixa acidez em 81,8% das
amostras estudadas indicou que eram de boa qualidade, similares aos dleos da Maldsia,
o maior prodstor mundial. A composigio em cidos graxos revelow que os Sleos de
palmiste nacional sdo allamente saturados, como os maldsios, devido principalmente
ao elevado contetdo de dcide livrico. Com base nos dados experimentais,
recomenda-se 2 inclusdo do Oleo de palmiste nas normas brasileiras relativas &
jdentidade ¢ qualidade de Gleos e gorduras comestiveis.

DESCRITORES: 6leo de palmisie, caracterisiicas fisicas ¢ quimicas; 4cidos

graxos: Flaeis guineensis Jacg,

INTRODUCAO

A constatagio de gue o Brasil possui os
maiores recurscs em frutos oleaginosos nativos
de todo o mundo remonta hd muitos anos, quando
se previa até gue, da Regilo Amazbnica, surgiriam
os 6leos vegetais que iriam abastecer o Hemis-
fério QOcidental®®, Apesar dessa potencialidade,
poucos trabathos t8m sido publicados, ¢ de modo
esparso, com ¢ objetivo de caracterizar, quinica e
fisicamente, os dleos ormmdos daqueles frutos, no
contexto da busca de novas fontes oleaginosas
com viabilidade econdmica’#4 7813172531

Dentro do aspecto acima, mereceria ser estada-
do, em nosso pals, o Sleo de palmisie que, em-
bora ndo seja obtido de espécie genuinamente
brasileira, o dendé, tem nesta cleaginosa ¢ maior
potencial de expansio no comércio mundial, su-

perando inclusive 2 soja ¢ apresentando a
Amazdnia e o Sul da Bahia condigSes ideais para
o seu culliveil?0, A propdsito, a produglio brasi-
leira daquele Sleo tem sido insignificante, restri-
ta aos Estados da Bahia e do Pard, em face da au-
séncia de uma polftica oficial agressiva de
exploragiio do dendé?o,

Comercialmente, o Sleo de palmiste é ex-
raido da améndoz do fruto da palmeira dendé
(Elgies guineensis Jacq), de origem africana, en-
quanto que da sua polpa exirai-se o 6leo de pal-
mabi%2L2 mais conhecido no Brasil como azeite
de dendé?, Tanto a améndoa como a polpa do
dendé conim cerca de 50% de dleo, na base
secat* 23, guando se emprega a variedade fenera,
a mais produtiva®?, Eniretanto, o rendimento in-
dustrial em Gleo & bem diferente, ou seja, 3,5% e
22%, respectivarnente!.22.23.28,

* Realizado na Secdo de Oleos, Gorduras ¢ Condimentos e no Laboratério da Divisio de Bromatologia ¢
Quimica do Institnto Adolfo Lz, S50 Paulo, SP. Apresentade no 6% Lncontro Nacional de Analistas de Ali-

mentos, Curitiba, 1990,
** Do Instinno Adolfo Lute.
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A despeito do baixo rendimento industrial, o
dleo de palmiste tem uma destacada importdncia
no cendrio mundial pelo seu prego de venda rela-
tivamente baixo®%, largo consumo??, admirdvel
produgio mundial!*?7, e multiplicidade de usos
{formulagdo de margarinas e produtos de confei-
taris, fabricagio de sables e detergentes, manufa-
tura-de oleoquimicos)!1303237, Ademais, estima-se
que, para o ano 2000, os Sleos de palma e de
palmiste atinjam, somados, 44% da produgfio de
éleos e gorduras de todo o mundo®,

Quanto as caracteristicas fisicas e quimicas do
Sleo de palmiste, a major parte da literatura dis-
ponive] diz respeito ao preduto da Maldsia, o
maior produtor mundial!®, e, esporadicamente, de
paises da Africa Ocidental ¢ da América do
SulP18.2L,26,30323334 () gleo maldsio é altamente
sélido, tem cor variando de amarelo-claro a ama-
relo-pardacenta’ e composigio bem similar 3 do
éleo de coco. Apresenta, entre os dcidos graxos,
o #cido ldurico como o maior componente de 46
a 51930323437 ao conrdrio do éleo de palma cu-
jos componentes majoritarios sfo os 4cidos
palmitico e oléicol%i6.18.21.20313536 Por jggo,
agueles Sleos sfo considerados os mais impor-
tantes, do ponto de vista comercial, dentro do
grupo de dcido ldurico®. Para o Sleo de palmiste
s80 mencionadas algumas caracterfsticas
qufmicas, como os indices de iodo entre 16,2 ¢
18,2, e de sapeonificagio, de 243 a 249, e o teor
de matéria insaponificdvel de 0,1 a 0.8%, e
fisicas, como ponto de fusio entre 259 ¢
28,0°C, e indice de refragfio a 40°C na fajxa de
1.4500 a 1,45182632.34,

Em termos de qualidade, para fins comerciais,
o teor de 4cidos graxos livres (AGL) do 6leo de
palmisie &€ considerado fator decisivo®!%, A
maior causa da perda de sua qualidade é &
contaminagio por funges, tendo como
conseqgiifneia um significative aumento dos
AGLZ O 6leo refinade, de boa qualidade, é
comercializade 2 base de 0,1% de AGL?,
expresso em 4cido ldurico, enquanto gue, para o
6lec bruto, com fins de exportagio, é tolerdvel
um teor miximo de 5,0%, que estd acima dos
padrBes apresentados pelos Sleos da Maldsia,
situados entre 2,0 ¢ 3,5%%,

Considerando que a legislagfo brasileira
vigente? ndo inclui o palmiste entre os Gleos e
gorduras comestiveis, para os quais estabeleceu
padrBes de identidade e qualidade, e & escassez de
trabalthos publicados sobre a caracterizagdo fisica
e guimica do dlec de palmiste brasileiro, o
presente trabalho tem por objetive determinar
" um perfil de sua composiglo em dcidos graxos ¢
algumas caracteristicas de identidade ¢ qualidade,
com vistas a futura revisfo dos referidos
padries,
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 11 amostras de éleo bruto
de palmiste, fornecidas pelos prdprios fabri-
cantes, sendo 8 produzidas no Estado do Pard,
codificadas como D-1, P-1, P2, DP-1, DP-2, DP-
3, DP-4 ¢ DP-5, e 3 no Estado da Bahia, tendo
os cédigos OD-1, OP-1 e OP-2.

Segundo informagdes dos produtores, as
amosiras paraenses foram processadas a parlir de
frutos do dend@ da variedade fenera, enquanto as
baianas empregaram, intercaladamente, as varie-
dades dura e lenera.

A andlise dos dcidos graxos foi efetuada por
cromotografia em fase gasosa dos &steres
metilicos, conforme o processo indicado nas
Normas Analfticas do Instimto Adolfo LutzM, Foi
usado um cromatdgrafo a gds, com detector de
ionizagdo de chama marca CG, modelo CG-500,
acoplado a um integrador.

Os componentes foram separados em coluna
capilar Carbowax 20 M, de 25 metros. Foram
observadas, enire ouiras, as seguintes condigdes
de operagio: temperatura do injetor, 230°C; tem-
peratura do detector, 240°C; temperatura da colu-
na, programada de 100 a 220°C. A quantificagiio
dos 4cidos graxos foi efctuada por normalizagio
interna de drea,

Em todas as amostras, foram determinados og
indices de saponificagiio e de refracio a 40°C, a
acidez ¢ o ponto de fusfio, de acordo com a me-
todologia descrita na Normas Analiticas do Insti-
tuto Adolfe Lutz'*. O teor de matéria insaponi-
ficdvel foi obtido pelo método preconizado pela
AOCS3, e o fndice de jodo com base na compo-
sicio em deidos graxos pre-determinada®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A twabela 1 mostra a composigio em dcidos
graxos dos 6leos de améndoa de palma brasileiro
estudados. .

Pelos resultados obtidos, observou-se que a
composigio em deidos graxes do dleo de pal-
miste brasileiro ficou compreendida dentro dos
limites estabelecidos pelo Codex Alimentarinst®,
A excegdo dos 4cidos caprilico (C8:0) e estedrico
(C18:0).

Se a composiclo em dcidos graxos do Sleo de
palmiste paracnse obtida for comparada com
aquela verificada por SERRUYA et alii¥, deduz-se
que niio houve diferenga significativa. O mesmo
se pode afirmar da comparagiio, entre si, dos
Sleos procedentes da Bahia e do Pard, envolvidos
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TABELA 1

Composigdo em deidos graxos de dleos de amdndoa de palma brasileiro.

Acidos graxos (%)

Amostras  CB:0 Cig:0 <Cl12:0 <Ci4:0 C16:0  Cl8:0 Sawrados Ci8:1 C18:2 Insswarados
D-1 2.2 2,8 51,6 11,5 8,0 1.8 83,9 13,6 2.4 16,0
P-1 ,0 3,1 45,0 16,2 10,3 2.3 78,9 18,1 2.0 201
P2 57 3.3 44,7 16,2 10,0 3.4 85,3 12,6 2,0 14,6

DP-1 3,7 3,6 52,4 17,2 7.4 1,7 86,0 12,1 1,9 14,0

Dp2 4,0 3,7 52,2 17,0 7.4 1.8 86,1 11,1 2.8 13,9

DP3 38 3,5 51,6 17,3 1,7 1.9 85.8 12,1 2,1 14,2

Dp-4 3.7 3,5 52,8 17,9 7.8 HY 86,8 10,9 2,3 13,2

bP-5 3.3 3,2 49,4 17,1 82 20 83,2 14,4 2.3 16,7

OD-} 3.3 32 48,2 17,0 8.4 2.1 82,2 14,9 29 17,8

OP-1 3,7 3,6 49.9 17,3 8.2 2.3 85,0 12,8 2.1 15,0

op-2 4,2 3,8 51,6 i7.6 7,7 2,1 87,0 i1,2 .8 13,0

TABELA2
Caracteristicas fivicas e quimicas de Sleos de améndoa de palma brasileiro.
Acidez, em Indice fndice de ndice de Ponte  Matéria insapo-
Amostras dcido ldurico de Iodo* refraciio saponificagio de fusio nificivel (%)
(%) a 40°C - ©C)

D-1 1,0 15,8 1,4515 2492 28,8 0,7
P-1 6,8 18,9 1,4514 2478 27,0 1,0
p-2 3,2 14,3 1,4503 2520 25,0 06
DP-1 1,5 13,7 1,4514 247.8 31,4 0.6
Dp2 1,5 14,3 1,4514 247.8 31,4 0.6
DP-3 | 13,9 1,4513 249.2 31,2 0.6
DP-4 1,5 13,2 1,4513 247.8 31,2 0,6
Dp5 1.5 16,3 1,4513 2492 31,2 0,6
OD-1 6,5 17,7 1,4505 2520 27,0 0,9
Op-1 0,9 14.6 1,4509 250,6 29,0 0.8
op-2 a9 12,6 1,4509 252,06 29,0 0,7

* Calculado com base na composigio em dcidos graxos.

no presente estudo, ou com o élec da Maldsia.
Enretanto, este dltimo apresenta faixas de va-
riaglio mais esireitas do que o brasilefro, gracas a
maior uniformidade do fruto de dendd, cultivado
no citado pais!’. Pode-se, portanto, dizer que,
com base na composigho em dcidos graxos, os
6leos do Brasil & da Maldsia sfo altamente satu-
rados, devido principalmente ac elevado teor da
dcido ldurico, o que lhes confere excelenie esta-
bilidade contra a rancidez oxidativa®®7,

Os resuliados encontrades neste trabalho
acrescentam ao referido na literatura®%3233.3¢ go
gque o dGleo de palmiste brasileiro em compo-
sicho c¢m 4deidos graxos semclthante & dos dleos
de coco, de babagu?™®32® ¢ de améndoa de inajd®!,

O fato de ter sido empregada a variedade fene-
ra do fruto de dend?, a mais produtivs em éleo??,
na extragio de todos os Sleos de palmiste para-
ense e, allernadamente, as variedades fenera e

dura no processamento dos dleos baianos, parece
ndo ter influenciado na composigiio em dcidos
graxos das amosiras analisadas.

A tabela 2 apresenta as caracterfsticas fisicas
e quimicas dos dleos de améndoa de palma brasi-
leira analisados,

Relativamente & acidez, expressa em #cido
laurico, observou-se que duas amostras (P-1 ¢
0OD-1) apresentaram valores acima do teor
miéximo de 5,0%, tolerdvel para fins de expor-
tagho do dleo em brute®™. Isso indica, principal-
mente, que os frutos de dend? niio foram rapida-
mente processados, permitindo, entfio, a agio de
enzimas lipolfticas e o consegiiente sumento da
acidez da améndoa, matéria-prima para a extracfio
do 6leo de palmiste, e da polpa'®®®, As demais
amosiras analisadas, por sua vez, se enguadraram
nos padries dos dleos maldsios, cuja acidez varia
de 2,0 2 3,5%%, revelando boa gualidade.
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Ji com respeito aos indices de iode o de re-
fragio, as dedugdes podem ser feitas na mesma
linha das utilizadas para a composi¢io em icidos
graxos, visto que essas trés caracteristicas
quimicas estio diretamente relacionadas ao graun
de insaturago dos dleos e gorduras,

Os valores encontrados para estes indices
também ficaram compreendidos na faixa de va-
riaglio adotada pelo Codex Alimeniarius®®, exceto
no caso da amostra OP.2, cujo indice de iodo
{12,6) se afastou do limite minimo, que é de 13,
A comparacio dos resultados obtidos neste tra-
balho com os de SERRUYA et alii®l, para éleo de
palmiste paraense, ou com o dleo malisio, de.
monstra uma similaridade, permitindo confirmar
que tanto 0 Gleo de palmiste do Brasil como o da
Maldsia sBo altamente saturados.

Quanto ao fndice de saponifica¢iio, observou-
se que o Oleo de palmiste brasileiro se colocou
dentro dos limites dados pelo Codex Alimenta-
rius'®, mas com valores superiores ao éleo para-
ense, segundo SERRUYA et alit®. Sete (63,64%)
das amostras analisadas apresentaram valores aci-
ma do limite méximo referido na lijeratura®®3234
para o Gleo maldsio, sugerindo que o 6lec de pal-
miste brasileiro contém niveis mais elevados de
deidos  graxos de baixe peso molecular.

No que concerne ao ponto de fusfo (PF), oire
amostras de Oleo de palmisie nacional apresenta-
ram valores acima do limite mdxirno relatado
para o 6leo malésio, que ¢ de 28°C, e apenas uma
{(amosira P-2)} apresentou valor abaixo do
minimo?®3%%, Uma possivel explicagiio para os
valores relativamente baixos do ponto de fusdo
determinados nas amostras P-2, P-1 e OD-1 estd
baseada na elevada acidez que, conjuntamente
com produtos de oxidagdo, contribuiria para
abaixar sua temperatura de fusio®. Devemos des-
tacar que nem o Codex Alimentarius'®, nem o tra-
balho de SERRUYA et alii®l, fazem mengio ao
ponte de fusio do Gleo de palmiste, impossibili-
tando, portanto, qualquer discussdo.

Com relagho & matéria insaponificdvel, o dleo
de palmiste do Brasil apresentou teores enquadra-
dos na faixa recomendada pelo Codex Alimen-
. tarius'd, sendo que uma amosira (P-1) supercu li-
geiramente o lmite miximo, Todos os valores
foram superiores aos do 6leo paracpse, pesquisa-
do por SERRUYA et alii*, e duas amostras (P-1 e
OD-1) ultrapassaram o teor maximo de 0,8% dos
éleos da Maldsia2632.34, Entjo, seria interessante
o estudo desse componente minoritdrio, guanto
a0s constituintes polares, dlcoois triterpénicos,
metilesterdis e esterdis, j& identificados em
dleos brutos da Indonésia®®, e aié carotenos,
determinados em dleo da Maldsia’®™,
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E importante ressaltar que todas as carac-
terfsticas ffsicas ¢ qufmicas do dleo de palmiste
brasileiro pederfio ser significativamente diver-
sificadas, caso passe a ser processada também,
comercialmente, a améndoa dos frutos do dendé
da palmeira Flaeis oleifera, nativa da Amazlnia,
conhecide como “caiaué"™. O projeto desenvol-
vido dentro do Programa Nacional de Pesquisa de
Dendé (PNP-Dendé ), criado em 1980 pelo
governo brasileiro!’.20, concluiu que o dleo de
palmiste, dela obtido, € menos saturado do que
aguele extraido do dendezeiro Elaeis guineensis
Jacq., possibilitando a ampliagio dos usos  des-
s¢ Oleot. Ressalte-se ainda qoe tais caracteristicas
podem ser aiteradas, de maneira acidental, se
parte da polpa for prensada junto com a amén-
doa, i4 gue o dleo de palma, exwaldo da primeira,
misturar-se-ia ao de palmiste?s,

CONCLUSAD

As  caracteristicas fisicas ¢ quimicas dos
Sleos de palmiste brasileiro analisados enquadra-
ram-se, de modo geral, dentro dos valores nor-
malmentic encontrados na literatura.

Os dleos de palmiste nacional estudados nic
apresentaram diferenga significativa entre si e sc
revelaramn altamente saturados, como os da
Maldsia, devido principalmente ao elevado
contetido de dcido laurico,

A maioria dos dlecos de palmiste apresentou
acidez similar aos 6leos maldsios, podendo ser
considerados de boa gualidade. J4 as duas amos-
tras que mostraram elevada acidez indicam a ne-
cessidade de melhoria nas condigbes de colheita e
extragdo do dleo.

Recomenda-se, com base nos dados experi-
mentais, a incluso do 6leo de palmiste nas nor-
mas brasileiras relativas i identidade e qualidade
de éleos e gorduras comestiveis, em face das
miitiplas aplicagBes, inclusive como subsiituto
do 6leo de coco, e promissoras perspectivas no
cendrio mundial.
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ABSTRACT: Eleven sampies of crude Brazilian palm kemel oil, from Bahiz and
Pari States, were analysed by physical and chemical indexes. The jodine, refraction
and saponification indexes, the meliing point and the unsaponifiable matter content
were, in general, within the range considered to be normal. The low contemt of free
fatty acids of 81,8% among the samples analysed, indicated good quality of the oil.
It was similar to that of oil from Malaysia, the biggest world producer. The faity acid
composition revealed higher saturation of Brazilian palm kemel oils, due mainly to
the high content of lauric acid, Considering the experimental data obtained, it was

recommended that the
with respect to edible oils and fats.

palm kernel oil be included in the Brazilian legal standards,

DESCRIPTORS: palm kemel oil, physical and chemical characteristics; fauty

acids; Elaeis guinzensis Jacq.
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RESUMO: Estudamos a folha e & casca de Erythrina speciosa Andr., destacando os
elementos histolégicos do importdncia na diagnose ¢ na diferencia¢io dessa espécie
em relacio a outras do mesmo género, conhecidas como mulungu.

DESCRITORES: Erythrina speciosa Andr; mulungu; suind; curticcira; sananduva,

INTRODUCAO

A acdo curarizante das Erythrinas e seu
contetido em alealdides t8m sido estudados por
MANSKE & HOLMES, afirmava TOLEDOS. Na
verdade, esses alcalides continuam a ser inten-
samente estwdados em relagio & sua estrutura
quimnics até os dias de hoje. E este avango con-
trasta com a caréneia de estudos [armacolégicos e
toxicolégicos, Sendo assim, permanecem as in-
certezas guanto & espécie mais apropriada para
emprego medicinal, bem como seus cfeilos cola-
terais e toXxicos.

TOLEDOS afirma que a droga oficinal & Eryth-
rina verna Vell,, entretanto, a descrigio que apre-
senta das cascas de Erythrina verna Vell. nio
corresponde aquela encontrada na Farmacopéia
Brasileira 1% edigio?,

TOLEDO® também, j4 em sua épocs, alertava
para os efeitos téxicos de uma dosagem excessi-
va da droga: "C uso empirico da casca de Erythri-
na verna Vell., assim como da folha ¢ da se-
mente, em forma de infusio ou Xxaropc caseiro
pelo povo, nfio costd isento de perigos, se con-
siderarmos a atividade fisioldgica dessa espécic”.

A espécie Erythring speciosa Andr. € muilo

abundante no bairro de Pinheiros, sendo empre-

gado na arborizagio das ruas. PIO CORREA* re-

fere-se a essa espécie como Erythrina mulungu
Mart., sedativa, Gtil nas moldstias do figado. Sua
madeira, rica em fibras, presta-se i produgio de

papel, PIO CORREA® afirma que Erythrina verna

Vell. apresenta folfolos muito parecidos com os

de Erythrina speciosa Andr., porém mais énues,

cOm HeTVRIas menos proeminenies, sem espi-
nhos sobre o peciolo comum. Erythrina verna
Vell. ¢ Erythrina speciosa Andr. tém porte ¢ ha-
bitat diferentes, Erythring speciosa Andr, & arvore
baixa, cerca de trds melros de ahura, ocorrendo
em Minas Gerais e em Sio Paulo. Erythrina verna
Vell., origindria da Bahia, & #rvore grande,
podendo atingir até 15 metros de altura®®,

O objetivo deste trabatho é fornecer dados es-
truturais que facilitem a distinglio entre ambas as
cspéeies, Erythrina verna Yell. ¢ Erythrina spe-
ciosa Andr.,, uma vez que eslas parccem ser as es-
pécies mais empregadas medicinalmente.

MATERIAL E METODRO

Erythrina speciosa Andr. foi coletada nas ruas

do bairro de Pinheiros, onde ¢ muito abundante
como planta omamental.

* Realizado na Secdo de Microseopia Alimentar do Instiiuto Adolfo Lutz, $do Paulo, SP.

* Do Instimto Adolfo Lutz.
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Erythrina verna Vell, foi adquirida no comér-
¢io da cidade de Sio Paule.

Foram estudadas as folhas e as cascas. Foram
empregados cortes a mio livre, microprojegic ¢
corantes hiswlégicos.

RESULTADOS
Caracteristicas macroscdpicas

Erythring speciosa Andr, & drvore de aspecto
geral “atarracado”, copa ampla, porte médio (cerca
de 3 metros de altura), casca avermelhada, grossa,
enrugada transversalmente, sulcada longitudinal-
mente, com protuberincias puntiformes de stiber e
ritidoma, que se descama. Internamente, a casca é
clara, quase branca; camadas de fibras, slternadas
com camadas de células parenquimdticas, percor-
rem o caule longitudinalmente, propiciando a fra-
tura neste sentido. O sabor € amargo, devido aos
alcaléides. Espinhos triangulares ocorrem no
caule, nos ramos € nas nervuras foliares, As folhas
sdio longamente pecioladas, trifolioladas; foliolos
largos, romboideos. As flores sio vermethas, mui-
to vistosas, ocorrendo em junho, julho e agosto,
quando o vegetal perde as folhas inteiramente.

Caracteristicas anatbmicas
Folhas

Erythrina speciosa Andr. apresenta nervuras
foliares salientes em ambas as faces, porém mais
proeminentes na face inferior.

Ambas as espécies sfo estomatiferas, com H-
geira predomindncia quantitativa na epiderme in-
ferior, S8o estdmatos paraciticos em sua maioria.
Observadas em corte paradérmico, as células epi-
dérmicas apresentam paredes delgadas, de contor-
no arredondado ou ligeiramente sinnoso (Fig. 2-
A e Fig. 2-B). A cuticula é bastante lipofilica,
corande-se intensamente pelo” Sudam I (xerofi-
tismo).

FIGURA 1 - Erythrina speciosa Andr. — folhag
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FIGURA 2 ~— Erythrina speciosa Andr. — 2A— Epi-
derme superior em corte paradémmico. 28— Epiderme
inferior em cone paradémico. :

FIGURA 3 — Erythrina speciosa Andt. - Tricomas
tectores.

Ocorrem tricomas tectores em ambas as epi-
dermes, sobre as nervuras, Sfio tricomas mauito
grandes, aproximadamente um milimetro de com-
primento. Assumem o aspecto de uma "rede” de
filamentos esbranquigados ao estereomicroscéd-
pio. Observados ao microscépio 6ptico apresen-
tam-se como tricomas de um ou dois bragos,
constituidos de uma célula distal, ¢ uma bhase
constituida de duas ou tr8s células peqguenas,
achatadas (Fig. 3). Os poros estomdticos sfo
alongados. O meséfilo ¢ dorsiventral, apresen-
tando parénquima paligddico discrete, grandes e
abundantes cloroplastos.
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FIGURA 4 — Erythrina speciose Andr. — Desenho es--

quemitico da nervora central: col: colémquima; par.
cort.: paréaquima cortical; b. escl.: bainha escleren-
quimdtica; xila xilema; fl.: floema; par. med.: parén-
quinia medular.

FIGURA 5§ — Erythrina speciosa Andr. — 5A— [ese-
nho esquemitico do pecidlulo: cor.: cristais; h. amil.:
bainha amilifera; fl.: floema; xil.: xilema. 5B— De-
senho esquemdlico do peciolo: b, escl.: bainha escle-
renguimidties; fl: floema; xil: xilema.

As células epidérmicas sfo retangulares,
alongadas no sentido tangencial quando observa-
das em corle Iransversal.

A regiio da nervura central apresenta aspecto
muito peculiar, duplamente proeminente, mais
proeminente na face inferior do que na face su-
perior (Fig. 4). H4 uma regifo de células paren-
quimdticas medulares, circundada por uwm "anel”
de feixes colaterais, em disposicio continua de-
vido ao crescimento secunddrio. Todo o conjunto
€ envolto por uma bainha esclerenquimdtica. Co-
Iénquima de lecalizaclio sub-epidénmica ocorre em
ambas as faces.

O peciélulo apresenta cuticula espessa, podendo
ou ndo ocorrer colénquima em algumas porgdes.
Ocorrem cristais em forma de estilete no parénguima
cortical. Os cristais aciculares grandes representa-
dos na casca (Fig. 6) sio procedentes da soluglo de
fugol e ndo do vegetal. No pecidlulo, a bainha es-
clerengquimdtica & substituida por uma bainha
amilifera, contigua ao floema.

O pecfolo é fistuloso. Abaixe da epiderme
ocorrem rés ou quatro camadas de colénquima. O
feixe vascular é envolto por uma bainha escle-
renquimdética conligua ao floems, como observa-
do em relagdo i bainha amilifera do peciélulo.

Cascas

O siber & constituido de vérias camadas de cé-
lulas de formatos poliédricos quando observadas
de face. As paredes celulares so grossas, de co-
loragio amarelada que persisie mesmo apbs trata-
mento com sclugdio de hipoclorito de sédio a
10%. Observado em corte transversal, o stiber
apresenta vérias camadas celulares extremaments
compactadas, a ponto de ndo se destacarem as
paredes que delimitam as céinlas.

Fibras alongadas, simples ou cristaliferas, lig-
nificadas, pois coram com solugio cloridrica de
floroglucina, ocorrem em grupos, alternados com
camadas de células parenquimaticas corticais.

Entre as células parenquimdticas corticais sfo en-
contrados idioblasios contendo grios de amido efou
osteoesclercideos (Fig. 6). Nio hd células péireas,

Nos raios parenquimdiicos hd grande quanti-
dade de idioblastos contendo grios de amido,
constituindo verdadeiras "faixas de coloraciio
azul-marinho” guande juntamos solugdo de lugol
k preparagio.

A solugio de amido pode conter oristais
acicujares grandes, procedentes da cristalizacio
do i6do, sem nenhuma relagfio com o vegetal em
estudo (Fig. 6).
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FIGURA 6 — Erythrina speciosa Andr, - Fragmentos de cascas caunlinares: f, {c. t.): fibras (cortadag transversal-
mente); £ {c. 1.): fibras (cortadas longitudinaimente); f. cr.; fibras cristaliferas; 1. m.: raios medolares; g, am.:
grios de amido; raf.: cristais de i8do; ost.: osteoesclerefdeos; sub.: células de stber em vista facial.

DISCUSSAQ

A presenca de bainha esclerenquimdtica em
dicotileddneas xerdfitas (leguminosas, mirtdceas
eic) pode ser racionalizade como recurse desen-
volvide pela planta no sentido de obter rigidez e
isolamento do meio-ambicnte dristico em que
vegetam, coimn alta luminosidade e calor intenso.
Essa teoria é ainda corroborada pelo fato desta
bainha esclerenquimitica ocorrer justamente nas
partes tenras do vegetal, que apresentam pouca
estrutura secunddria: nervuras, peciolos e
pecidiulos.

As cascas de Erythrina verna Vell. foram bem
descritas por TOLEDOS, com desenhos das células
péireas presenies no parénquima cortical, fibras
periciclicas rodeadas de fibras cristaliferas, sdber
em trs extratos, células parenquimdticas com in-
clus@es (ceraténquima).

TOLEDO? afirma que & espécie Erythrina
verna Vell, € a de emprego oficinal. Contudo, a
descrigio gque apresenta das cascas Erythrina
verna Vell, é totalmente diversa da espécic
Erythrina mulungu Martius, relatada na Farmaco-
péia Brasileira, por SILVAZ2 Por sua vez, a
Erythrina speciosa Andr., que acabamos de
descrever, difere tanic em relagiio & espéeie
estudada- por TOLEDOS, come em relagio quela
estudada por SILVAZ2,

Com exceclo da presenca de epiderme papilo-
sa2 ou sub-papilosa a que se referem METCALFE
& CHALK®* para as papiliondceas em geral,
observamos que Erythrina speciosa Andr. segue o
padrio histolégico deste grupo vegetal™: tipos
de tricomas tectores, cristais em estilete, cristais
prismaéticos, regides amiliferas, bainha escleren-
quimdtica etc. '

CONCLUSOES

O porte do vegetal, juntamente com as carac-
terfsticas macroscopicas de suas folhas, permitem
¢ reconhecimento da espécie Erythrina speciosa
Andr. Contudo, as caracter{sticas histolégicas
foliares s3o pouco distintivas para a espécie.

As cascas caulinares, contrariamente ac gue se
observa em vegetais de outras familias, oferecem
virias informagbes de importincia diagndstica:
freqiiéncia e distribuigfio de grios de amido, tipos
de fibras, cristais, ocorrneia ou nio de células
pétreas, tipo de suber etc.
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ABSTRACT: We investigated leaf and bark of Erythrina speciosa Andr,,
describing the most important histologycal elements to recognize and differentiste
this specie from another of the same genus, known as mulongn,

DESCRIPTORS: Erythrina speriosa Andr,, molongu, suind, coniceira, sananduva,
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GELLI, D. SA. JAKABI M. & PORTO, E. — Isolamento de Aspergilius spp
aflatoxigénicos de produtos alimenticios — S#Ho Paulo, Capital. Rev. Inst.
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RESUMO: Foram analisadas 264 amostras de produtos alimenticios, tais como:
condimentos, mel, pés para o preparo de alimentos, produtos amiliceos e omtros.
Destas amostras foram isoladas 269 cepas do género Aspergillus, sendo identificados
nove grupos ¢ quatro espécies. Apds culiura em caldo extrato de Jevedura com 20% de
sacarose (“yeast extract mediam-sucrose”), foi efetnada andlise, por cromatografia em
camade dolgada em silica gel, para detecglo de aflatoxinas em 215 cepas. A pesquisa
de aflatoxinas revelou-se positiva em seis amostras (2,79%), como segue: duas
amestras de mel, sma de condimento, duas de produtos amiliceos e uma de pd para o
preparo de bebida lictea. As cepas aflatoxigénicas foram: 3 (2,91%) de Aspergillus

spp; 2(2,66%) do grupo flavus e 1 (4,33%) de Aspergillus flavus, Link.

DESCRITORES: produtos alimenticios; fungos aflatoxigénicos; Aspergillus spp

aflatoxigénicos, isolamento.

INTRODUCAO

Desde a sua descoberta, em 1960, as aflatoxi-
nas 530 objeto de estudo, no que diz respeito
caracterizagio, poder foxigénico, ocorréncia e
identificacio das cepas de microorganismos ca-
pazes de produzi-las. O estudo desta classe de
substincias estd caracterizado como um problema
real de safide piblical:613,

As aflatoxinas B,,B,,G,, e Gy, sBo classificadas
em funcio de apresentarem fluorescéncia carac-
terfstica azul ("blue"} e verde ("green"), res-
pectivamente, quando observadas sob luz uliravio-
leta. As aflatoxinas M, e M,, sio metabélicos
téxicos ("milk toxin"), excretados no leite de
mamiferos que consomem ragBes contaminadas,
respectivamente, com aflatoxinas B, e B,. Os As-
pergillus que produzem essas micotoxinas sho
principalmente o A. flavus e A. parasiticus. Estas
toxinas sfo consideradas toxicas, teratogénicas e
agentes de muiagénese e carcinogénesel®.

A incidéncia de fungos nos alimentos é alta,
em especial no nosso pafs. Os fingos sio quan-
tificados e mantém relagho com alteragliof
deterioracio de produtos alimenticios. Entretan-
to, considerando o risco potencial de presenca de
aflatoxinas nestes produtos, alguns trabathos
tém sido desenvolvidos para verificar a incidén-
cia de fungos produtores de micotoxinas nos ali-
mentos e ragbestit13, Quiros trabalhos buscam
reiacionar as condigdes intrinsecas do produto
alimenticio que podem favorecer a multiplicacio
dos fungos que, conseqgilentemnente, sdo contami-
nados com substincias metabdlicas desses micro-
organismos513.i4,

Considerando a importincia das aflatoxinas
como risco i sadde e, considerando a incidéncia
de fungos nos produtos alimenticios, foi realiza-
do ¢ presente trabatho com o objetive de verifi-
car a presenga de fungos aflatoxigdnicos nas
amosiras de alimenios enviadas para anélise mi-
crobiolégica.

* Realizado na Divisio de Bromatologia ¢ Quimica do Instituio Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP e no Laboratério de
Micologia Médica do Instituto de Medicina Tropical de Sio Paulo - Faculdade de Medicina da USP

** Do Instituto Adolfo Luiz
*** Da Faculdade de Medicina da USP,
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MATERIAL E METODOS

Amostray — Foram analisadas 264 amosiras
de produtos alimenticios, incluindo condimentos,
mel, p6s para o preparo de alimentos, produtos
amildceos e outros. Estas amosiras foram recebi-
das para anélise microbiolSgica, procedentes dos
servigos de Vigilincia Sanitdria ([iscalizagfo e
registro), Heitaglio de compra de alimentos e de
particulares.

Méiodos

Tratamento das amostras — Para a pesquisa Ge
fungos, preparou-se o homogeneizado em Hquidi-
ficador, utilizando-se 25 g {ou ml) da amosira em
225 ml de dgua peptonada & 0,1% (diluiclic 10-1).
Ap6s o preparo da diluig8o seriada, usando 1 ml
da soluglic precedente em 9 ml do mesmo di-
luente, realizou-se a semeadura em placas pelo
método em profundidade, vertendo 15-18 mi de
dgar dexirose-batata fundido e acidificado (pH
3.5), apdés a distribuiglio de 1 ml das dilui¢Bes,
As placas foram incubadas a 22.25°.C /5 dias.
Procedeu-se a selegfo das coldnias para isolamen-
to, através de critérios de aspecto e formacgic das
mesmas’.

Isolamento e produgdo de toxinas — As
coldnias suspeitas de Aspergillus foram isoladas
em 5 ml de caldo exirato de levedura acrescido de
20% de sacarose ("yeast extract medium - su-
crose”)?, o incubadas a 22.25°C por 7-14 dias.
Apds esse perfodo, os tubos contendo a cultura
foram autoclavados e desprezou-se a massa do
fungo. Utlizou-se o caldo para pesquisa das afla-
toxinas, por cromatografia em camada delgada
em silica gel. Desenvolveu-se o cromatograma
com mistura de cloroférmio-acetona-hexane
85:15:20). As manchas, fluorescentes sob iz ul
travioleta (366 nm), correspondentes ds aflaroxi-
nas By, By, Gy, ¢ G* da amostra foram compara-
das com as dos padrSes.

ldentificaggo dos fungos — Os fungos foram
identificados com base no aspecto macroscépico
e microscépico.

Aspecto macroscdpico {colénia giganie) —
Cada cepa foi semeada na superficie da placa de
Petri, contendo 4gar-Czapeck.

As culturas foram mantidas a temperatura am-
biente, por aproximadamente 14 dias. As
collnias foram obscrvadas no anverso, para ve-
rificar textura, tonalidade, presenga de exsudato,
tempo de crescimento e didmetro, bem como a
tonalidade do verso.

Aspecio microsedpico — Com auxilio de mi-
croscdpio esterioscdpio foi feito o estude da for-
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ma e tonalidade das cabegas conidiais. A micro-
morfologiz foi obtida por cultive em lamina,
nio corada das cepas em dgar-Czapeck, segundo
métode de PORTO et alit?. (figura 1)

As cepas foram identificadas pelas carac-
teristicas dos conidiéforos, vesiculas, presenca
ou azuséncia de tonalidade nos confdios, células
pé, fidlides {unisseriadas ou bisseridas ou ambas
na mesma vesicula), além de mensuraglo das cé-
hilas utilizando-se as chaves de classificagio de
RAPER et aliil}, 1965 & de McGINNISE, 1980,

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras analisadas e as cepas de Asper-
gillus isoladas sio mostradas na tabela. Foram
isoladas 269 cepas das 264 amostras analisadas,
sendo identificados nove grupos do género As-
pergillus e quatro espécies. As espécies sfio: A,
flavus, Link, 1809 (perience ao grupo flavus); A.
fumigatus, Fresenius, 1863 (pertencente ao grupo
fumigatus); A. terricela, Marchal, 1893 (perten-
cente ac grupo wentil) ¢ A. parasilicus, Speare,
1912 (pertencente ao grupo flavus),

Das cepas isoladas, procedeu-se & cromatogra-
fia de 215 e, a pesquisa de aflatoxinas fol positi-
va em seis (2,79%) delas, assim distribuidas:
uma (4,35%) dentre 23 de A. flavus, Link; duas
(2,55%) dentre 75 do grupo flavus e 85 (2,91%)
dentre 103 de Aspergillus sp.

As cepas produtoras de aflatoxinas foram isola-
das de mel (duas amostras); de condimento {uma
amostra); de produtos amildceos (duas amostras) e
de pé para o preparo de bebida lictea (uma amos-
tra). Estas cepas foram capazes de produzir afla-
toxinas B, e G,, com excegio de Aspergillus sp
isolada de produtos amildceos, produtora s6 de B,

Estes resuitados indicam que a incidéncia de fun-
gos do género Aspergillus é alta nos produtos ali-
menticios. Demonsiram, tambidm que estes fungos
podem produzir e hiberar aflatoxinas, na dependén-
cia de condicbes favoriveis que permitam o scu ci-
clo biolégico complete, incluindo evidentemente,
a fage de csporulaclio. A incidéneia de fungos afla-
toxigénicos em produtos alimenticios entretanto,
ndo mentém relagiio direta com a presenca de afla-
toxina B, considerando dados da literawra espe-
cializada no Brasil'? Esie estudo sugere a necessi-
dade de maiores avaliagBes das condiges de
arfazenamento/consevacgiio, assim como das ca-
racteristicas intrinsecas do produto, que favorecem
a producio de micotoxinas e aletam a vida dos fun-
£0s em cada tipo de produto alimenticio, para ve-
rificar em quais etapas pode ocorrer a multiplicacio
e produgdo de micotoxinas.
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Fig. 1 — Aspectos micromorfolégicos de Aspergillus spp. Cultivo em 1imina, ndo corado, em dgar-Czapek.
a,b) Aspergillus do grupo clavatus (100 e 63 X);
¢) Aspergillus do grupo flavus (200 X);
d) Aspergillus do grupo ochraceus (160 X). Fotomicrografias; E. Porto.
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TABELA 1

Hdentificagdo em grupos, géneros e espécies de Aspergillus isolados de produtos alimenticios

Grupos, géneros e espécics de Aspergillus Total de
Cepas
@ o 6 &G 6o & O 06 & o &6 O O 8
w =] w
o X . B3 &E
3 g,3 3 3 3853 25,3 3gi§ 8§ 3 E- S5 h
= cp=E 2 2 =~5 HAagH HEBL ToSLTEgE gds
: EY SsbuiiryiPETiEIERiIivEiiitevisc
£ S SESISEESSESSSRSSEASE3TEES5E0EEE
< Zgwc%Eééatm'ﬁ:'it\-ﬂi&-«:t‘:-t%-t&‘“«:"ﬁi%&ﬁwi«c&kbas
Amildceos 138 71 35 {1 5 4 3 3 i - 3 - e e 122 14
Condimentos 23 5 9 4 6 3 1 e i —- A X 7
Mel 3 2 - - 1 - —_ e e _— — = 3
Péds para o
preparo dos 36 9 15 6 3 2 _— = — = I — — 20 16
alimentos
Prodatos 64 15 16 3 g 10 2 1 2 3 e 2 i 1 41 17
Diversos
Total 264 103 75 24 23 19 6 4 4 3 3 3 1 i 215 54
(1) grupo {2} género {3) especial

Das espéeies ¢ grupos encontrados no
presente trabalho, o produtor mais significativo
de aflatoxina & o A. flavus, Link.

v

CONCLUSAO

Dos resultados obtidos neste trabalho, sugere-
se que sejam realizados outros levantamentos
para melhor avaliagBo da incidéneia destes fun-
gos nos produtos alimentfcios, a2ssim como a
utilizagio de outros substratos, além do "Yeast
extract medium - sucrose”, para verificar a pro-
dugiio de aflatoxinas, a pesquisa de fungos produ-
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tores de outras micotoxinas e a avaliagiio da me-
todologia de isolamento dos fungos toxigénicos,
para dimensionamento sanitério gue existe em
relaglic As micotoxinas nos produtos ali-
menticios.

Agradecimentos

Agradecemos 4 Seglo de Meios de Cultura
pela elaboraciio dos respectivos meios e a Secio
de Quimica Biolégica pelas facilidades que per-
mitiram a leitura dos cromatogramas, incluindo o
forecimento de padrio de aflatoxinas.



GELLI, D. SA. JAKABI, M. & PORTO, E. — Isolamento de Aspergillus spp aflatoxigénicos de produtos
alimenticios — Sdo Paulo, Capital. Rev. Inst. Adolfo Lutz. 50 (1/2): 319-323, 1950,

RIALA 6/699

GELLI D.S.; JAXABI, M. & PORTO, E. — Isolation of aflatoxigenic Aspergillus .%p

from food
319-323, 1990,
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ABSTRACT: There were anaysed 264 samplas of food products, that included: nat-
urals flavours, honeys, powdercd foods, starch products and others. From these sam-
ples, 269 sirains of Aspergilfus genera were isolated. The growth of 215 strains, on
yeast gxtract broths supplemented with 20% of sucrose (YES), was tested by thin layer
chromatography in silica gel for afiatoxin. The tests were positive in six samples
{2,79% )k respectively: in two samples of honey, two of starch products, one of natural
flavour and one of powderes product for milk beverage. The aflatoxigenic strains were
three (2,919%) of Aspergilius sp: two (2,66%) of flavas group and one {4,35%) of Asper-

giltus flavas, Link.

DESCRIPTORS: Food products; aflatoxigenic molds; aflatoxigenic Aspergillus spp.
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