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AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS FÍSICOS E QUÍMICOS NO ESTUDO DA ADULTERAÇÃO
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AUED-PlMENTEL, S.; MANCINI-FILHO, J.; BADOLATO, E.S.G. & CARVALHO, J.B. -
Avaliação de parâmetros físicos e químicos no estudo da adulteração do azeite de
oliva. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 54(2); 69-77, 1994.

RESUMO; Foram estudados 15 parâmetros físico-químicos do azeite de oliva virgem
de boa qualidade, e de misturas deste, em diferentes proporções, com óleo de soja, visando
avaliar algumas características de identidade e qualidade. Determinou-se os principais ácidos
graxos, índices de iodo e refração, esqualeno, extinções específicas a 232 e 270 nm, acidez
(em ácido oléico), índice de perõxído, a relação entre as porcentagens do ácido oléico e
linoléico (O/Li) e um parâmetro obtido do espectro derivado de 2" ordem no ultravioleta
(ÂK1%/lcm 310-313 nm). Através da análise estatística, verificou-se elevado grau de
correlação entre os parâmetros estudados, assim como uma relação linear entre a maioria
destes e a concentração do adulterante, O índice de refração e a porcentagem de ácido
linolênico, considerando os limites previstos no "Codex Alimentarius", mostraram-se os mais
sensíveis na avaliação da adulteração do azeite de oliva com óleo de soja. Estas
determinações, isoladamente, mostraram-se mais eficientes do que a avaliação feita pela
análise estatística em componentes principais, dos subconjuntos dos 15 parâmetros
estudados. Avaliação da relação O/Li revelou que este parâmetro pode ser utilizado apenas
como indicativo da adulteração do azeite de oliva com outros óleos vegetais, devido a grande
faixa de variação destes ácidos graxos.

DESCRITORES; Azeite de oliva; adulteração do azeite de oliva.

INTRODUÇÃO

O azeite de oliva é um óleo vegetal comestível que
apresenta elevado preço de mercado em função de
suas características sensoriais altamente atrativas ao
consumidor e da produção limitada22.2J. Este óleo é
um dos únicos, dentre os óleos vegetais, que é consu-
mido sem tratamentos industriais de refino16.21.

No Brasil todo o azeite consumido é importado da
Argentina ou da Europa''. Nem todo o azeite consumi-
do no mundo, entretanto, é de boa qualidade. Grandes
quantidades deste óleo são submetidas a tratamento de
refino, principalmente por originarem-se de olivas de

baixa qualidade, isto é, fermentadas ou infectadas. O
processo de refino, consequentemente, destrói os atri-
butos sensoriais do azeite, os quais são os principais
responsáveis pela qualidade deste óle021.

O elevado valor de mercado do azeite de oliva
favorece certas práticas fraudulentas, que visam a
obtenção de maiores lucros por parte dos produtores
ou enlatadores3.5.14.15.24,29.

O azeite de oliva tem sido alvo de diversos tipos
de adulterações, isto é, com outros óleos vegetais de
baixo valor comerciaI13.5,24,29,com azeite de oliva re-
finado, obtido de frutos avariados ou da extração

* Do Instituto Adolfo Lutz - Seção de Óleos, Gorduras e Condimentos e Laboratório de Cromatografia em fase gasosa.
** Da Faculdade de Ciências Farmacêuticas - USP - Departamento de Alimentos e Nutrição Experimental.
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com solventes da torta residual de prensagem das oli-
vas8.14.15,ou mesmo com óleo reesterificado, sinteti-
zado em íaboratõrío+-".

No Brasil, o principal tipo de fraude é feita pela
adição de óleos vegetais de baixo valor comer-
ciaI3•13,24.25.29,principalmente com óleo de soja, devi-
do a sua produção em larga escala com preços inferi-
ores aos demais óleos vegetais24.29.

o estudo de novos parâmetros e correlações entre
os índices físico-químicos do azeite de oliva e de
outros óleos vegetais, através de técnicas analíticas
mais avançadasI7,19.20.28 e a aplicação de métodos
matemáticos e estatísticos na seleção e avaliação dos
parâmetros mais característicos de cada óleo vegetal
1,2,6,26.27,têm levado à identificação de componentes
que permitam as devidas caracterizações dos óleos
vegetais e que mostram-se mais sensíveis na ava-
liação de adulterações. Neste sentido, o presente tra-
balho teve como objetivo verificar alguns parâmetros
de identidade do azeite de oliva que podem ser utili-
zados na avaliação de adulterações especialmente
com óleo de soja, empregando técnicas de análise es-
tatística para analisar o grau de discriminação dos
parâmetros isolados ou em conjunto.

MATERIAIS E MÉTODOS

Materiais

Amostras de Azeites de Oliva

Foram selecionadas 24 amostras de azeites de oli-
va de diferentes marcas comercializadas na cidade
de São Paulo, durante os anos de 1989 a 1990, adqui-
ridas no comércio ou colhidas por órgãos governa-
mentais de defesa do consumidor e encaminhadas
ao Instituto Adolfo Lutz, sendo:

16 amostras de procedência Argentina
- 08 amostras procedentes de diferentes países da

Europa

Amostras de óleos de soja

Foram analisadas e selecionadas 10 amostras de
óleos de soja comestíveis de diferentes marcas, obti-
das do comércio da cidade de São Paulo.

Misturas preparadas

Foram elaboradas misturas binárias, a partir de
um azeite de oliva "virgem" argentino, selecionado,
e de um óleo de soja brasileiro adquirido no comér-
cio da cidade de São Paulo.

misturas binárias - óleo de oliva adicionado de :
2,5,10,15,20,30,40,50,70,80,85 e 90% de óleo de
soja (v/v).
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Métodos

As determinações do índice de refração a 40°C,
da acidez em de ácido oléico, do índice de peróxidos
e do teor de esqualeno seguiram as Normas
Analíticas do Instituto Adolfo Lutz'",

Os ácidos graxos foram determinados por crorna-
trografia em fase gasosa, sendo a transesterificação,
o processo empregado na metilação, segundo descri-
to nas Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz'",
Utilizou-se um cromatógrafo a gás com detector de
ionização de chama, marca CG, modelo 500, acopla-
do a um integrador.

Os componentes foram separados em coluna ca-
pilar, de sílica fundida, de 25m, Carbowax 20M.

Foram obedecidas as seguintes condições de
operação: temperatura programada da coluna: 100 a
220°C; temperatura do injetor, 230°C; temperatura
do detector, 240°C; gás de arraste, hidrogênio (fluxo,
0,8 ml/rnin.); razão de divisão da amostra, 1:100. A
identificação dos ácidos graxos foi feita através de
padrões de ésteres metílicos dos ácidos graxos, pu-
ros, e a quantificação por normalização de área.

O índice de iodo foi calculado a partir das porcenta-
gens relativas obtidas para os ácidos graxos insaturados
(normalização de área), segundo a seguinte fórmula:

Índice de Iodo = (% ácido palmitoléico x 0.95) + (%
ácido oléico x 0.86) + (% ácido linoléico x 1.732) +
(% ácido linolênico x 2.616)1.

A medida das extinções específicas, no espectro
uItravioleta, a 232 e 270 nm, seguiu a metodologia
descrita na norma internacional recomendada para o
azeite de oliva pela Comissão do Codex Alimentari-
us 10. As leituras foram feitas em espectrofotômetro
de simples feixe, marca Bausch Lornb, modelo Spec-
tronic, com cubetas de quartzo de I em nas soluções
do óleo em ciclohexano, isto é: 1% (p/v) e 0,2% (p/
v) a 270 e 232 nm, respectivamente.

Para determinar a derivada de 2' ordem dos es-
pectros no ultravioleta dos óleos vegetais e obter o
parâmetro ,1K 1%/lcm 310-313 nm, destes espec-
tros, seguiu-se metodologia descrita por AUED-
PIMENTEL e colaboradores".

Análise Estatística
Análise descritiva

Foi empregada a técnica da análise descritiva dos
dados obtidos para os 15 parâmetros das amostras pu-
ras de azeite de oliva, de óleo de soja e suas misturas.

Foi realizada a análise gráfica e foram feitas me-
didas descritivas dos parâmetros visando verificar o
comportamento de cada um frente a adulteração!',
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Análise em componentes principais

Empregou-se a técnica de análise em compo-
nentes principais para trabalhar com combinações
dos parâmetros originais, e verificar como eles se
comportam na avaliação de adulteração do azeite de
oliva com óleo de soja28• Através desta técnica a di-
mensão do conjunto de dados é reduzida pela cons-
trução de um novo conjunto de parâmetros, não cor-
relacionados, que contenham toda a variabilidade do
conjunto original'ê,

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Nas tabelas J e 2, encontram-se os resultados ob-
tidos das determinações de 15 parâmetros de um

azeite de oliva virgem, Argentino, de um óleo de
soja brasileiro e de suas misturas.

Com os dados obtidos foi feito um estudo es-
tatístico para avaliar o grau de discriminação dos
parâmetros, ou conjunto de parâmetros, frente a
adulteração do azeite de oliva com óleo de soja.

Os valores apresentados nas tabelas 1e 2 são as mé-
dias de triplicatas para cada parâmetro. A precisão dos
dados pode ser observada na FIGURA I,gráficos de a
a o, onde todos os pontos originais foram plotados.

Os gráficos foram construidos para cada um dos
15 parâmetros, tendo na ordenada a média dos va-
lores das triplicatas, e na abscissa a porcentagem de
óleo de soja adicionado ao azeite de oliva.

TABELA I

Características físico-químicas de amostras de óleo de oliva argentino, óleo de soja brasileiro e suas misturas

Determinações % ácido % ácido % ácido % ácido % ácido % ácido O/Li
palmítico palmitoléico esteárico oléico linoléico linolênico % ácido oléico

Óleo C16 (CI6:1) (CI8) (CI8:l) (CI8:2) (eI8:3) % ácido linolêico

Olivapuro
Argentino 13,5 1,4 2,1 70,7 11,8 0,6 6,01

Soja puro
Brasileiro 11,7 3,2 20,9 56,6 7,6 0,37

Oliva - 98%
Soja- 2% 13,5 1,2 2,5 69,6 12,4 0,8 5,59

Oliva - 95%
Soja - 5% 13,5 1,2 2,6 68,3 13,4 0,9 5,09

Oliva- 90%
Soja - 10% 13,5 1,4 2,2 64,4 16,8 1,7 3,83

Oliva - 85%
Soja- 15% 13,4 1,2 2,7 61,4 19,4 1,8 3,16

Oliva - 80%
Soja- 20% 13,5 1,0 2,5 60,6 20,6 1,9 2,95

Oliva-70%
Soja- 30% 12,9 0,8 2,4 55,6 25,6 2,7 2,17

Oliva- 60%
Soja- 40% 12,9 0,7 2,4 50,7 30,2 3,2 1,68

Oliva - 50%
Soja - 50% 12,9 0,7 2,6 44,3 35,3 4,1 1,25

Oliva- 30%
Soja-70% 12,4 2,8 38,5 43,3 5,9 0,82

Oliva - 20%
Soja - 80% 11,9 3,1 31.7 46,7 6,6 0,68

Oliva - 15%
Soja - 85% 12,0 3,0 27,7 50,9 6,4 0,54

Oliva - 10%
Soja-90% 12,0 3,0 25,2 53,1 6,7 0,47
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TABELA 2

Características físico-químicas de amostras de óleo de oliva argentino, óleo de soja brasileiro e suas misturas

Determinações

~

Índice Índice de Acidez Índice
de refração (em ácido de

iodo* (à 40°) oléico) peróxidos**

Esqualeno*** El~70nm 1f,;!,%232nm &kl.;%310-313 nm
Abs. h(as)

Oliva puro
Argentino 6

Soja puro
Brasileiro

Oliva-98%
Soja-2%

Oliva-95%
Soja- 5%

Oliva-90%
Soja-IO%

Ollva- 85%
Soja - 15%

Oliva- 80%
Soja- 20%

Oliva-70%
Soja- 30%

Oliva-60%
Soja-40%

Oliva- 50%
Soja- 50%

Oliva-30%
Soja-70%

Oliva- 20%
Soja- 80%

Oliva - 15%
Soja- 85%

Oliva-IO%
Soja- 90%

84 1,4622 0,74 13,40 463 0,16 0,44 0,0005

136 1,4678 0,14 1,11 9 1,10 0,50 0,0043 55

85 1,4621 14,63 474 0,18 0,42 0,0005 70,72

86 1,4624 14,44 456 0,21 0,43 0,0007 90,70

90 0,68 12,72 409 0,25 0,44 0,0010 121,4628

92 0,69 lI,77 406 0,31 0,46 0,0011 141,4631

93 0,60 1l,02 388 0,36 0,43 0,0013 181,4634

100 1,4640 0,55 10,43 333 0,45 0,45 0,0017 21

105 0,50 8,77 282 0,55 0,44 0,0021 261,4644

111 7,30 248 0,63 0,43 0,0024 321,4650 0,42

141 0,82 0,46 0,0033 45121 0,32 5,43

98 0,91 0,46 0,0039 48

1,4661

125 1,4667 0,27 4,44

57 0,97 0,47 0,0041 51129 1,4670 3,18

53 1,02 0,49 0,0042 53

0,25

131 1,4673 0,18 2,63

*
**
***

Calculado pela fórmula: (0,95 x % ac. palmitoléico) + (0,86 x % ac. oléico) + (1,732 x % ac. linoléico) + (2,616 x %
ac. linolênico).
miliequiv/kg
(mgl1OOg)

Nos gráficos foram colocadas faixas (região
hachurada) de acordo com os limites estabelecidos
pelo "Codex Alimentarius" (Tabela 3), para o azeite
de oliva virgem puro ou de acordo com a literatura,
quando não previsto por aquele órgão. Estes limites
foram utilizados como critério de avaliação da adul-
teração. Para o parâmetro ~K 1%/lcm 310-313 nm
não há faixas estabelecidas por tratar-se de um
parâmetro novo, sendo que em outro trabalho" dedi-
camos um estudo mais aprofundado para avaliar sua
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extensão de variação, entretanto ainda não está esta-
belecida. Portanto a avaliação deste parâmetro, no
presente trabalho, tem caráter i1ustrativo.

Neste estudo deu-se maior ênfase aos principais
parâmetros de identidade, para se avaliar qual ou
quais poderiam indicar com maior sensibilidade a
adulteração do azeite de oliva, entretanto, não foi fei-
ta uma amostragem ampla para se verificar a real va-
riabilidade dos parâmetros.
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limites estabelecidos pela Comissão do Codex Alimentarius 9 para o azeite de oliva.
(*) A faixa de variação do teor de esqualeno para o azeite de oliva (área achurada), foi obtida da literatura, visto que

não há previsão deste parâmetro nas normas estabeleci das pelo Codex Alimentarius.

FIGURA I

Estudo do comportamento gráfico dos parâmetros físico-químicos do azeite de oliva frente a adição de diferentes
concentrações de óleo de soja
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TABELA 3

Características físico-químicas dos óleos de oliva segundo
a Comissão do Codex Alimentarius?

Parâmetros Faixa de variação

% ácido palmítico
% ácido palmitoléico
% ácido esteárico
% ácido oléico
% ácido Iinoléico
% ácido Iinolênico
índice de iodo
Acidez (%) (em ácido oléico)
Índice de refração a 40°C
Índice de peróxidos(miliequiv/kg)
Esqualeno (*) (mg!l00g)

7,5 - 20,0
0,3 - 3,5
0.5 - 5,0
55 - 85
3,5 - 21
< 1,5
75 - 94
<3,3

1,4601 - 1,4629
<20

125 - 750

El~232nm(") <3,5

< 1,10

(*) A faixa de variação do teor de esqualeno para o azeite
de oliva, foi obtida da literatura'', pois não são
previstos limites para este parâmetro nos padrões
estabelecidos pelo Codex Alimentarius.

(**) A leitura 232 nm foi realizada com solução a 0,2% do
óleo em ciclohexano, portanto, para comparação com a
tabela acima deve-se multiplicar o valor obtido por 5.

TABELA 4

Porcentagem mínima de detecção da adulteração do azeite
de oliva com óleo de soja para cada parâmetro

10% porcentagem de ácido Iinolênico e índice de
refração

20% porcentagem de ácido linolêico, índice de iodo,
% ácido oléico / % ácido Iinoléico (O/Li)

30% porcentagem de ácido oléico, índice deperóxidos

60% porcentagem de ácido palmitoléico

80% esqualeno

não porcentagem de ácido palmítico, porcentagem
detectada de ácido esteãrico, acidez (em ácido oléico),

El~70nm e Ef;;- 232nm

Observação: °parâmetro a k1~ 310-313 nm não aparece
na listagem, uma vez que não está classificado no Codex.

A maioria dos parâmetros estudados apresentam
comportamento linear bem definido com a adulte-
ração (Figura 1). Os parâmetros: porcentagens dos
ácidos palmítico, palmitoléico e esteárico e EO, 2%/
lcm 232 nm, não apresentaram um comportamento
padrão definido com a adição do adulterante e a
relação O/Li, apresentou um decréscimo não linear
com a adulteração.
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TABELA 5
Resposta da análise em componentes principais dos

comjumtos de parâmetros frente a adulteração

Variáveis Primeira R2
componente regressão
explica

J. Todas as variáveis originais 94% 0,998

2. a k1%n 310-313 nm e % oléico 96% 0,985
I % ácido Iinoléico (O/Li)

3. Todas exceto % ácido oléico, % 91% 0,994
ácido Iinoléico, índice de iodo,
índice de refração e esqualeno

4. % ácido linolênico e índice de 99% 0,999
refração

Observou-se para o parâmetro esqualeno (figura
lk), maior dispersão dos valores em torno das médi-
as, isto devido a pouco precisão da metodologia em-
pregada". Esta dispersão também foi observada para
os valores do índice de peróxidos (Figura 1 J), isto
devido a instabilidade daqueles compostos, formados
na autoxidação dos óleos.

Para o experimento em estudo, comparando os li-
mites do Codex, ou retirados da literatura, com os
valores obtidos experimentalmente, nos diferentes
graus de adulteração, pôde-se estabelecer quais as
porcentagens mínimas de adulteração são detectadas
a partir de cada parâmetro (Tabela 4). Dentre os
parãmetros estudados os que melhor discriminaram a
adulteração foram: porcentagem do ácido linolênico
e o índice de refração, chegando a 10% o limite de
detecção do óleo de soja no azeite de oliva.

Os resultados obtidos, entretanto, devem ser ava-
liados com cuidado pois neste experimento empre-
gou-se um modelo simplificado, composto de apenas
uma amostra de azeite de oliva argentino, e portanto
não foi possível avaliar a variabilidade real de cada
parâmetro. Se aplicassemos tal procedimento em um
banco de dados dos parâmetros de azeite de oliva de
diversas variedades e procedências geográficas, pro-
vavelmente, obteríamos curvas em função da adulte-
ração com diferentes inclinações e outros limites de
detecção para muitos dos parâmetros. Por exemplo,
considerando os valores médios do teor do ácido li-
nolênico, encontrados nos azeites argentinos e euro-
peus, comercializados no Brasil, e nos óleos de soja
brasileiros (Tabela 6), a detecção de 10% de óleo de
soja no azeite de oliva, através daqueles parâmetros,
seria um valor possível de ser verificado. Entretanto,
considerando a ampla faixa de variação prevista para
o teor de ácido Iinolênico nos óleos em estudo'v", es-
pecialmente para os valores extremos, 10% de de-
tecção da adulteração seria um resultado com pouca
confiabilidade.
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TABELA 6

Características físico-químicas de azeites de oliva argentinos e europeus e de óleos de soja brasileiros

Determinações % ácido % ácido % ácido % ácido % ácido % ácido O/Li
palmítico palmitoléico esteárico oléico linoléico linolênico % ácido oléico
(CI6) (CI6:1) (CI8) (CI8:1) (CI8:2) (CI8:3) % ácido linoléico

Azeites Argentinos 14,2±3,1 1,5 ± 0,6 2,5 ± 0,6 67,8±6,8 13,2±4,5 0,9±0,2 6,2± 3,8
(16 amostras)

Azeites Europeus 11,5 ± 1,7 1,1 ±O,5 2,7 ± 0,8 n,9±4,7 lO,7± 3,0 l,O±O,3 7,4± 2,4
(8 amostras)

Soja 14,5 ± 0,4 3,1 ±0,5 21,5± 1,6 56,7 ± 1,7 7,3 ± 0,7 O,38±O,04
(10 amostras)

* Média ± Desvio padrão.

As mesmas considerações acima devem ser feitas
para o índice de refração, uma vez que apresenta as
mesmas limitações que o parâmetro porcentagem de
ácido linolênico.

Para o parâmetro O/Li (relação entre as porcen-
tagens de ácido oléico e linoléico), pela comparação
dos valores obtidos para os azeites de oliva e para os
óleos de soja avaliados, notamos grandes diferenças
(Tabela 6) isto é, o azeite de oliva apresenta valores
bem maiores daquele relação. Entretanto, conside-
rando os limites extremos previstos no Codex Ali-
mentarius para aqueles ácidos graxos no azeite de
oliva (Tabela 3), a relação OlLi pode assumir valores
baixos. Desta forma, a ampla faixa de variação da-
quela relação, para o azeite de oliva, não permite que
a adulteração seja detectada em baixos níveis, como
foi observado no estudo com óleo de soja, cujo li-
mite de detecção observado foi 20%. A não lineari-
dade do parâmetro O/Li com a adulteração, é outro
fator que dificulta sua utilização na previsão dos
níveis de adulteração detectáveis.

Pela aplicação da técnica estatística de compo-
nentes principais, vários subconjuntos dos 15
parâmetros foram avaliados para verificar o comporta-
mento com relação a adulteração. A tabela 5, mostra a
porcentagem de variabilidade explicada pela primeira
componente principal em cada subconjunto testado,
bem como o correspondente coeficiente de explicação
da regressão da componente contra o grau de adulte-
ração. A 1a componente foi suficiente para explicar
mais de 90% da variabilidade dos dados.

Os resultados da análise em componentes princi-
pais revelaram que tal técnica não se mostrou mais

eficiente do que os parâmetros utilizados individual-
mente na avaliação da adulteração como: porcenta-
gem do ácido linolênico e índice de refração.

CONCLUSÕES

Pela análise estatística descritiva dos parâmetros
obtidos do azeite de oliva puro e das misturas com
óleo de soja, verificou-se que a maioria apresentou
relação linear com a adulteração, sendo que a por-
centagem de ácido linolênico e o índice de refração
foram os que apresentaram maior sensibilidade para
discriminar a adulteração.

A aplicação da análise estatística em compo-
nentes principais, não se mostrou mais eficiente na
avaliação da adulteração do que alguns parâmetros
utilizados individualmente, como: a porcentagem de
ácido linolênico ou o índice de refração.

A avaliação da relação O/Li (porcentagem de
ácido oléico pela de ácido linoléico) revelou que
este parâmetro pode ser utilizado apenas como in-
dicativo da adulteração do azeite de oliva com
óleo de soja devido a grande variabilidade destes.
ácidos graxos.

Devido a ampla faixa de variação prevista para o
teor de ácido linolênico e índice de refração nos
óleos vegetais, o limite de detecção de 10% observa-
do em nosso estudo apresentou pequena confíabili-
ade. Possivelmente a determinação de outros
parâmetros dos óleos vegetais como: triglicerídeos,
esteróis, hidrocarbonetos, entre outros, levariam a
níveis inferiores a 10% de detecção da adulteração.
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AUEO-PIMENTEL, S., MANCINI-FILHO, J.; BADOLATO, E.S.G. & CARVALHO, J.B. -
Evaluation of olive oil adulteration by physical and chemical parameters. Rev. Inst.
Adolfo Lutz. 54(2): 69-77, 1994.

ABSTRACT: In order to evaluate olive oil identity and quality characteristics fifteen
analytical parameters from virgen olive oil and from its differents mixtures with soybean
oil, were studied. The principal fatty acids composition, iodine value, refractive index,
esqualene contents, especific extintions at 232 and 270 nm, acidity, peroxides index, the
ratio of oleic to linoleic acids (OlLi) and a parameter from second derivative ultraviolet
spectra (~K 1%/lcm 310 - 313 nm), were determined. The data were statisticaIJy treated
by descriptive and principal component analysis techniques. Most of lhe parameters
studied showed high correlation among them, as welJ as, a linear behaviour with
adulteration levei increase. The refrative index and linolenic acid contents showed to be
the most sensitive parameters to discriminate olive oil adulteration with soybean oil,
agreeing with the acceptable ranges given by Codex Alimentarius. Principal component
analysis of parameters sets studied, were not more efficient than some individual
parameters to evaluate adulteration. The evaluation of the ratio OlLi showed that this
parameter can be utilized only as an indicator of olive oil adulteration, due to the
variability of these fatty acids in vegetable oils.

OESCRIPTORS: olive oil; olive oil adulteration.
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RESUMO: Onze amostras de queijos Minas-Frescal (100%), sendo sete amostras
(63,6%) de queijos tipo Minas-Frescal fabricados artesanalmente, comercializados em
bares, mercearias, açougues e supermercados de pequeno e médio portes da cidade de São
José do Rio Preto - SP; três amostras de queijos industrializados (27,3%) e uma outra
amostra de queijo. (9, I%) elaborada sob estritas condições higiênico sanitárias, foram
submetidas às seguintes análises microbiológicas: enumeração de bactérias aeróbias
mesófilas; enumeração de bolores e leveduras; contagem de Staphylococcus aureus;
determinação do número mais provável de coliformes totais e fecais; pesquisa de
Escherichia coli e pesquisa de Salmonella sp. Os resultados obtidos foram comparados
entre si e, de acordo com as legislações Federal e a do Estado de São Paulo, foi constatado
que apenas a amostra (9,1 %) elaborada sob estritas condições higiênico-sanitárias poderia
ser consumida sem prejuízo à saúde pública.

DESCRITORES: Estudo microbiológico; Queijo Minas-Frescal; Produção artesanal.

INTRODUÇÃO

O queijo é um concentrado protéico-gorduroso
constituído por caseína em forma de gel, matéria-
graxa, ácido láctico e substâncias minerais, resul-
tante da coagulação do leite'. Este produto é conhe-
cido pelo homem desde a antiguidade e é provável
que o primeiro queijo tenha sido produzido de for-
ma acidental, quando da estocagem do excesso de
leite em condições que propiciaram sua coagu-
lação', Atualmente as técnicas de fabricação de
queijos estão mais desenvolvidas existindo no mer-
cado queijos de diferentes valores nutritivos e sa-
bores variados'.

Os nomes dados aos queijos, originalmente, cor-
respondiam à região onde eram fabricados, entre-
tanto hoje isto não mais ocorre, já que os queijos
são industrializados em todos os países. Um exem-
plo típico é o que acontece com o Cheddar, ori-

gmano de Cheddar, condado da Inglaterra e, que
hoje é fabricado desde o Canadá até a Nova
Zelândia', No Brasil o mesmo ocorre com o queijo
tipo Minas-Frescal, originário do estado de Minas
Gerais e que agora é produzido em larga escala em
todo o país",

Existem várias indústrias que produzem o queijo
Minas-Frescal, entretanto, como sua fabricação é re-
lativamente simples e de baixo custo, a maioria dos
quiejos comercializados em bares, mercearias e
açougues, são de fabricação caseira, existindo a ten-
dência de cornercializá-los em sacos plásticos co-
muns, amarrados ou fechados com um fecho
metálico, porém sem usar vácuo. Durante a comer-
cialização, esse saco plástico apresenta-se geral-
mente com um depósito de soro exsudado pelo pro-
duto. Essa dessora, que ocorre devido ao excesso de
umidade nos queijos, além de proporcionar um as-
pecto pouco atraente ao produto, favorece o cresci-
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mento microbiano causando odores desagradáveis.
Por essas razões, o queijo tipo Minas-Fresca! apre-
senta, geralmente, uma vida de prateleira muito cur-
ta, no máximo duas semanas, mesmo em temperatu-
ras adequadas de refrigeração".

A maioria dos queijos frescos tipo Minas-Frescal
consumidos pela população brasileira, são prove-
nientes de fazendas onde o acesso ao leite recém or-
denhado é fácil e onde podem também ser fabrica-
dos. Esse leite geralmente não recebe nenhum
tratamento para diminuir sua carga bacteriana. Esta
condição se agrava se não houver higiene durante a
eleboração do queijo e se este for transportado ou ar-
mazenado sem refrigeração'.

A comercialização de queijo Minas, fabricado ar-
tesanalmente, tem sido indiscriminada e este fato
pode acarretar prejuízos à saúde da população, tor-
nando-se então necessário um monitoramento micro-
biológico dos produtos por ela consumidos. Portanto,
no presente trabalho queijos tipo Minas-Frescal re-
cém elaborados, comercializados em bares,
açougues, mercearias e supermercados de pequeno e
médio porte da cidade de São José do Rio Preto - SP,
foram submetidos as seguintes análises microbi-
ológicas: enumeração de bactérias aeróbias
mesófilas, enumeração de bolores e leverduras, con-
tagem de Staphylococcus aureus, determinação do
número mais provável de coliformes totais e fecais e
pesquisa de Escherichia coli e Salmonella sp.

MATERIAIS E MÉTODOS

Coleta das amostras

Para a obtenção das amostras dos queijos, a ci-
dade de São José do Rio Preto foi dividida em sete
zonas representativas. Cada zona foi denominada,
respectivamente, como amostras A, B, C, D, E, F e
G. Foram analisados também. para efeito de compa-
ração, um queijo Minas-Frescal elaborado no labo-
ratório (amostra H), assim como, um queijo do tipo
microtexturizado (amostra I) e, duas amostras de
queijo tipo Minas-Frescal de fabricação industrial de
marcas diferentes (amostras J e L).

As onze amostras de queijo tipo Minas-Frescal
foram coletadas assepticamente e transportadas ao
laboratório para análise imediata.

Preparo das amostras

Foram trituradas com areia estéril 10 gramas de
cada amostra, seguida de diluição em 90 ml de
água destilada estéril. A partir desta diluição (10.1),
obtiveram-se as outras diluições seriadas até J 0.8
retirando sempre volumes de 1 ml da diluição ante-
rior e transferindo-os para 9 ml de água destilada
estéril.

Enumeração de bactérias aeróbias mesófilas

Foi empregada a técnica de semeadura em pro-
fundidade, utilizando-se o ágar padrão para conta-
gem com incubação a 35°C durante 48 horas-.

Enumeração de bolores e leveduras

Foi feita com o uso da técnica de inoculação em
profundidade, usando-se como meio de cultura o ágar
batata dextrose, acidificado com solução aquosa de
ácido tartárico a 10% até pH de 4,0. A incubação das'
placas de Petri foi feita a 25°C durante 5 dias 2.

Contagem de Staphylococcus aureus

A técnica empregada foi a de semeadura em pro-
fundidade. Usou-se como meio de cultura o ágar
manitol e sal com incubação a 35°C durante 48 ho-
ras-, As colônias suspeitas foram confirmadas atra-
vés de testes bioquímicos e sorológicos.

Determinação do número mais provável (NMP) de
coliformes totais e fecais

Foi utilizada a técnica dos tubos múltiplos, com
três séries de três tubos de cada diluição (10-1, 10.2 e
10-3). Empregou-se como meio de cultura o caldo
lauril sulfato triptose e foram adicionados também
tubos de Durham para coletar o gás produzido du-
rante a fermentação. A incubação foi feita a 37°C du-
rante 48 horas e a determinação do NMP de' coli-
fomes totais, foi realizada empregando-se a tabela de
Hoskins. Para a determinação do NMP de coliformes
fecais foi usado o caldo EC, com incubação a
44,5°C, em banho-maria, por 24 horas. A determi-
nação do NMP de coliformes fecais, também foi fei-
ta com o auxílio da tabela de Hoskins-.

Pesquisa de Escherichia coli

A partir dos tubos contendo caldo EC, que apre-
sentaram gás no interior dos tubos de Durham, foram
semeadas por esgotamento placas de Petri contendo
ágar eosina azul de metileno. As colônias considera-
das típicas de E. coli apresentaram coloração preta
com brilho verde-metálicoê, sendo confirmadas pos-
teriormente através de testes bioquímicos e so-
rológicos.

Pesquisa de Salmonella sp

Foram homogenizados 25 g de cada queijo em
225 ml de caldo lactosado. Após a incubação a 35°C,
por 24 horas, J ml dessa suspensão foi transferido
para 10 ml de caldo selenito-cistina, e incubado a
35°C. Depois de 24 horas, 48 horas e 5 dias foram
realizadas semeaduras por esgotamento em placas de
Petri contendo ágar SS (Salmonella-Shigella) e ágar
verde brilhante'. As colônias suspeitas foram confir-
madas através de testes bioquímicos e sorológicos.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Tabela 1 apresenta os resultados das diferentes
análises microbio1ógicas realizadas nos queijos obti-
dos em diferentes regiões da cidade de São José -
SP. As amostras coletadas foram denominadas A, B,
C, D, E, F e G. Foram analisados também, para efei-
to de comparação, um queijo Minas-Frescal elabora-
do no laboratório (amostra H), assim como, um quei-
jo do tipo microtexturizado (amostra I) e, duas
amostras de queijo tipo Minas-Frescal de fabricação
industrial de marcas diferentes (amostras J e L).

A legislação do Estado de São Paulo!' estabelece
para Staphylococcus aureus a ausência em O,Olg;
para coliformes fecais um máximo de 1Q2/g e para
Salmonella a ausência em 25 g. Na Tabela 1 pode
ser observado que, excetuando-se a amostra H, todas
as outras apresentaram contagens de S. aureus acima
das exigidas por essa legislação li e em menor
número que da legislação federal.' que estabelece
para este microrganismo um máximo de 1Q3/g.Com-
parando esses resultados com os encontrados na li-
teratura, verificou-se que de sessenta amostras de
queijo tipo Minas examinadas na cidade do Rio de
Janeiro 38,4% apresentaram contagens de S. aureus
superiores a 103 UFC/gI2. Encontrou-se também
20,3% de amostras contaminadas com esse micror-
ganismo na cidade de Lavras!". Foram constatadas
que 67% das amostras analisadas no município de
Belo Horizonte estavam contaminadas com essa bac-
téria em níveis variando entre 101 e 105 UFC/g (7).
Encontrou-se também contagens de S. aureus varian-
do entre 1,5x1Q2 e 1,2xl0s UFC/g na cidade de São
Paulo". Foram encontradas 62,75% de amostras con-
taminadas por essa mesma bactéria na cidade de
Ouro Pretos. Alguns autores acreditam que este ele-
vado número de bactérias contaminantes, do gênero
Staphylococcus, são decorrentes das más condições
higiênicas do leite cru destinado à produção do quei-
jo tipo Minas-Frescals.IO.13. Com relação a determi-
nação de coliformes fecais, os resultados também
foram altos para todos os queijos, exceto para as
amostras H, I e L. Os coliformes fecais foram confir-
mados pela pesquisa de E. coli e todas as amostras
analisadas foram positivas, exceto as denominadas
com H e L Algumas pesquisas similares também de-
monstraram altos resultados destes microrganis-
mos4.12. A presença de Salmonella foi confirmada
em seis das onze amostras analisadas.

A análise global da Tabela I mostra que apenas a
amostra H reunia as condições ótimas para ser con-
sumida sem nenhum perigo potencial; uma vez que
foi obtida de um queijo produzido no laboratório
com condições higiênicas estritamente controladas.
Para isto, o leite utilizado foi submetido a pasteuri-
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zação e o queijo produzido foi armazenado sob con-
dições adequada. De acordo com pesquisa realizada
sobre o leite tipo C, uma das matérias primas que po-
dem ser utilizadas para produção de queijos, verifi-
cou-se que se o mesmo não apresentar qualidade hi-
giênico-sanitária satisfatória, poderá ser veículo de
contaminação bacteriana, principalmente se não for
adequedamente pasteurizado'. As contagens também
foram baixas para a amostra I, talvez pelo fato de ser
um queijo obtido por ultrafiltração e a única
variável, que não foi avaliada, seria o tempo de ar-
mazenamento.

Já as outras amostras analisadas, foram obtidas
em diferentes estabelecimentos comerciais e, portan-
to, as condições de armazenamento devem ter sido
as mais variadas possíveis. A origem desses queijos,
assim como as condições higiênicas utilizadas du-
rante a sua elaboração são desconhecidas e segundo
os resultados obtidos, não foram as mais adequadas.

Apesar da legislação federal e a do estado de São
Paul03.11 não fazer referência a enumeração de bac-
térias aeróbias mesófilas (talvez pelo fato de pode-
rem estar aí incluídas as bactérias láticas), bolores,
leveduras e coliformes totais, essas análises foram
realizadas para se ter um avaliação da carga bacteria-
na total encontrada nas diferentes amostras de queijo
(Tabela 1).

Da comparação dos resultados, apresentados na
Tabela 1, para as amostras de queijos de fabricação
artesanal e os industrializados, pode-se dizer, que o
número de bactérias aeróbias mesófilas, bem como o
de bolores e leveduras foi bastante elevado para os
queijos artesanais. Com relação a coliformes totais
os resultados foram iguais para todos os queijos com
exceção da amostra L Entretanto, para coliformes fe-
cais os queijos de fabricação industrial apresentaram
resultados baixos, confirmando E. coli e apenas a
amostra L apresentou e confirmou Salmonella.

CONCLUSÕES

A análise microbiológica das amostras de queijos
tipo Minas-Frescal, tanto artesanais quanto industri-
alizadas, mostrou que apenas uma amostra, aquela
em que foram monitoradas as condições higiênico-
sanitárias, poderia ser consumida sem perigo poten-
cial. As altas contagens apresentadas pelas outras
amostras podem ter as mais diferentes origens; no
entanto, para a obtenção de um produto de boa quali-
dade microbiológica, recomenda-se cuidados que
vão desde a obtenção das diferentes matérias primas,
processamento, estocagem e distribuição, até o arma-
zenamento para consumo final.



TABELA 1

Representação dos resultados obtidos durante as diferentes análises microbio1ógicas.

bactérias
aeróbicas bolores Staphylococcus coliformes coliformes E. coli Salmonella
mesófilas e leveduras aureus totais fecais confinnativo presença

(UFC X J05/g (UFCX J04/g UFCX 102/g NMP/g NMP/g em 25 g

Amostra 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 5 dias 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

A 100 138 850 1.264 1.848 1.200 68.600 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 (+) (+)
B 86 l31 2 7 75 3 26 >1.100 >1.100 1.100 >1.100 (+) (+)
C 191.500 193.000 3.750.000 4.120.000 6.890.000 2.000 1.500.000 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 (+) (+)
D 225.500 304.000 190.000 765.000 980.000 3.500.000 187.000.000 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 (+) (+)
E 247.000 469.000 9.030.000 11.920.000 22.220.000 500 500 >1.100 >1.100 >1.100 >1.100 (+) (-)
F 210.000 245.000 10.570.000 12.340.000 12.370.000 500 618.500 >1.100 >1.100 28 >1.100 (+) (-)
G 318.000 464.5000 485.000 725.000 740.000 1.500 641.500 >1.100 >1.100 150 >1.100 (+) (+)
H 2 1.500 1 1 1.245 (-) (-) >1.100 >1.100 <3 <3 (-) (-)
I 5 5 (-1) (-) (-) 3 6 <3 <3 <3 <3 (-) (-)
J 4 5 1 2 6 (-) 30 >1.100 >1.100 43 460 (+) (-)
L 5 5 2 2 2 (-) 6 >1.100 >1.100 43 43 (+) (+)

Padrão ausência em O,Olg máxima J02/g ausência em 25 g
Estadual (11) máxima J03/g máxima J02/g ausência em 25g

Padrão
Federal (3)

Legenda: (+) = presença
(-) = ausência
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GARCIA-CRUZ, C.H.; HOFFMAN, F.L. & VINTURIM, T.M. - Mycrobiological study of
Brazilian Minas cheese of manual facturing commercialized at São José do Rio Preto
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ABSTRACT: Samples of non-industrialized Minas Frescal cheese commercialized at
grocery stores, butcher's shops, supermarkets and places alike in the city of São José do Rio
Preto (State of São Paulo - Brazil) were submitted to microbial analysis. This analysis was
followed by comparison with other results from samples of industrialized cheese and with a
special kind of cheese made under strict hygienic-sanitary conditions. The results showed
that only one sample filled the requirements to be consumed without potential damage to
public health.

DESCRIPTORS: Mycrobiological study, Brazilian Minas cheese,
Manufacturing.

Manual
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RESUMO: A partir de 2497 hemogramas de idosos não hospitalizados (~ 60 anos) de
ambos os sexos, realizados no Instituto Adolfo Lutz - Laboratório Central, no período de
1990 a 1992, triamos 333 exames que apresentavam anemia, para realizar um estudo
morfológico nesta amostra.

A anemia mais frequente foi a normocítica normocrômica (72,4%), seguida da
microcítica normocrômica (11,4%).

As alterações eritrocitãrias mais encontradas foram: anisocitose (64,3%), poiquilocitose
(12,3%), policromasia (9%) e pontilhado basófilo (3,6%).

Hipocromia (CHCM < 31%) foi observada em 15,0% dos casos.
A análise morfológica do sangue periférico de indivíduos anêmicos é fundamental para

auxiliar nas decisões clínicas a serem tomadas.

DESCRITORES: Idosos, anemia, alterações eritrocitárias.

INTRODUÇÃO

O número e a forma pela qual as hemácias
apresentam-se no sangue periférico, associadas a
valores e índices hematimétricos, podem refletir a
clínica dos pacientes, em especial àqueles com
doenças infecciosas, inflamatórias, neoplasias e
anemias.

As alterações morfológicas observadas em uma
anemia são fundamentais para a interpretação de sua
etiologia e da adoção de condutas clínico-
laboratoriais específicas.

Segundo Rappaport et a119, os idosos que repre-
sentam um segmento crescente da população dos Es-
tados Unidos, no ano 2000, haverá um número de
pessoas com idade acima de 75 anos aumentadas em

26%, em relação a uma taxa de nascimento de 12% e
de mortalidade de 9%.

Litvak & Maggi!' estimam que no ano 2025, nos
Estados Unidos, um em cada 3 americanos idosos
terá 80 anos ou mais, e atualmente a população nessa
faixa etária é de 14%. No Brasil, a tendência de au-
mento nesta faixa etária também será percebida!',

Segundo o Boletim de La Oficina Sanitária
Panamericana', na América Latina e Caribe, no
ano 2000, o número de pessoas com 60 anos ou
mais aumentará para 40,9 milhões (7,2% da popu-
lação) e no ano 2025 será de 93,3 milhões (10,8%
da população).

Nos Estado Unidos, Salive et a121, em 1992, en-
contraram 12,0% de anemia em idosos; e no Brasil,

* Realizado na Seção de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central.
** Da Seção de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz.
*** Da Disciplina de Informática Médica da FMUSP.
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Cangerana et a12, em 1994 encontraram uma frequên-
cia de 13,3%.

Devido a importância da anemia em idosos
como doença primária ou secundária à diversas
doenças e o pequeno número de trabalhos existentes
em nosso meio sobre esta síndrome nesta faixa
etária, procuramos apresentar e analisar as princi-
pais alterações morfológicas observadas no sangue
periférico de idosos anêmicos, ressaltando a im-
portância do hemograma minucioso como exame
complementar à clínica.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram analisados restropectivamente 2497 hemo-
gramas de pessoas com 60 anos de idade ou mais, de
ambos os sexos, realizados no INSTITUTO ADOL-
FO LUTZ - Laboratório Central, entre o anos de
1990 a 1992. Esses exames eram provenientes dos
Centros de Saúde do ERSA 2 (Escritório Regional
de Saúde 2), Município de São Paulo. Destes, 333
exames apresentavam anemia (165 homens e 168
mulheres). Esses hemogramas foram realizados de
maneira convencional e os esfregaços sanguíneos
foram corados pelo corante de Leishman.

Consideramos anêmicos, os casos que apresenta-
ram valores de hemoglobina abaixo de 13,6 gldL
para os homens e 12,6 g/dL para mulheres, valores
estes estabelecidos pela Organização Mundial de
Saúde (OMS) ao nível do mar como 13,0 e 12,0 g/dL
respectivamenteê-", acrescidos de 0,6 gldL devido a
cidade de São Paulo estar situada cerca de 900 me-
tros de altitude.

Usamos como valores de normalidade para o
VCM de 80 a 100 1J.3 e para o CHCM de 32 a 36%.
Consideramos como sendo hipocromia, os casos
com CHCM < 31%, segundo a OMS16.

O critério mínimo para que uma alteração fosse
considerada uma cruz (l +) foi o achado com dificul-
dade e com especial atenção; duas cruzes (2+) quan-
do o achado da alteração não apresentou dificuldade
nem especial atenção, porém presente em pequeno
número de células; três cruzes (3+) quando a alte-
ração foi observada em muitos campos mas não em
todas as células e quatro cruzes (4+) quando a alte-
ração foi observada em todos os campos e em todas
as células.

O estudo estatístico dos índices hematimétricos
(VCM e CHCM) para caracterização do tipo mor-
fológico da anemia, segundo a idade e o sexo, foi re-
alizado através do teste X2 (qui-quadrado) para a es-
tatística enumerável",

Realizamos também um Teste de Hipóteses com
o objetivo de verificar o significado estatístico das
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frequências encontradas e adotamos p<0,1O como
região de rejeição, pois a amostragem decaiu ao lon-
go dos anos.

RESULTADOS

Nos 333 hemogramas estudados, a anemia mais
encontrada foi a normocítica normocrômica (72,4%).
Na tabela 1, apresentamos, o número de casos e as
frequências do tipo de anemia encontradas na popu-
lação estudada.

TABELA 1

Frequência do tipo de anemia em idosos de ambos os sexos

Anemia Casos (n) Frequência (%)

Normocítica normocrôrnica
Normocítica hipocrômica
Microcítica normocrômica
Microcítica hipocrôrnica
Macrocítica normocrômica
Macrocítica hipocrômica

241
28
38
21
4
1

72,4
8,4
11,4
6,3
1,2
0,3

Na tabela 2 apresentamos a frequência do tipo de
anemia discriminada pelo sexo. Comparando com a
tabela 1, encontramos, o valor de X2 com 5 graus de
liberdade dado por X2(5) = 5,53. Isso resulta em
p<0,30. Portanto, não existe diferença estatística das
frequências encontradas em relação ao sexo compa-
rada com a da população.

As formas mais comuns, ou sejam, as mi-
crocíticas e normocíticas apresentam valores de fre-
quência compatívies com os valores de frequência da
população.

O valor de X2 para os seus componentes são: para
normocíticas X2(l) = 0,18 (p<0,60), para mi-
crocíticas X2(l) = 1,33 (p<0,20) e para macrocíticas
X2(1) = 1,02 (p<0,30). Em relação ao sexo, a anemia
microcítica foi a que contribuiu com maior variação
relativa à da população.

Todos esses valores estão na faixa de não rejeição
da igualdade das frequências.

Na tabela 3 apresentamos a frequência do tipo
de anemia discriminada pelo sexo e pela faixa
etária. Nessa tabela, não considerando o sexo e
comparada com a tabela 1, encontramos o valor
X2(l0) = 24,83, resultando em p<0,05. Portanto, re-
jeita-se a hipótese da igualdade das frequências en-
contradas em relação às faixas etárias comparadas
às da população. O valor de X2 para seus compo-
nentes são: para normocíticas X2(2 )=3,15 (p<0,20),
para microcíticas X2(2)=19,53 (p<0,005) e para
macrocíticas X2(2) = 2,15 (p<0,30). Em relação ao
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TABELA 2 DISCUSSÃO

Frequência do tipo de anemia discriminada pelo sexo
Homens (H) e Mulheres (M)

Anemia Casos Gí) Freq.(%) Casos(M) Freq.(%)

Normo.normocr. 119 72,1 122 72,6
Normo. hipocr. 15 9,1 13 7,7
Micro. normocr. 16 9,7 22 13,1
Miero. hipocr. 12 7,3 9 5,4
Macro. normocr. 2 1,2 2 1,2
Macro. hipocr. I 0,6 ° 0,0

Total 165 100,0 168 100,0

normo: normocítica, miero: microcítica, macro: macrocítiea
normocr: normocrômica, hipocr: hipocrômica

sexo e faixa etária, a anemia microcítica foi a que
contribuiu com maior variação relativa à da popu-
lação e está na faixa etária de rejeição da igualdade
de frequência; e influenciou no resultado geral
porque o número de casos de anemia microcítica
neste caso não é desprezível (18%) em relação à
outras duas formas de anemia.

TABELA 3

Frequência do tipo de anemia discriminada pelo sexo e
faixa etária

Freq. (%) Homens Freq. (%) Mulheres

Anemia A B C A B CA

Normo. normocr. 62,7 80,0 80,0 64,0 78,4 84,2
Normo. hipocr. 9,3 10,0 5,0 8,0 6,8 10,5
Micro. norrnocr, 10,7 8,6 10,0 16,0 13,5 0,0
Micro. hipocr. 16,0 0,0 0,0 9,3 1,3 5,3
Macro. normocr. 0,0 1,4 5,0 2,7 0,0 0,0
Macro. hipocr. 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

N° casos 75 70 20 75 74 19

A: 60 a 69 anos, B: 70 a 79 anos, C: 80 anos ou mais

Na tabela 4, apresentamos as principais alte-
rações eritrocitárias encontradas nos hemogramas
dos idosos anêmicos estudados.

TABELA 4

Frequência de alterações eritrocitárias encontradas nos
idosos anêmicos

Alteração Frequência (%)

Anisocitose (1+ a 4+)
Poiquilocitose (l + a 4+)
Policromasia (l + a 4+)
Pontilhado basófilo (I + a 4+)
Hipocromia (CHCM < 31%)

64,3
12,3
9,0
3,6
15,0

A anemia é uma das doenças mais comuns em
idosos". É descrita numa incidência que varia de 6 a
30 % nos homens e 10 a 22% nas mulheresB.12.21.Al-
guns estudos demonstram que há uma prevalência
mais alta de anemia em idosos de populações de
baixo nível sócio econômico'",

A carência de nutrientes principalmente ferro,
foi ato e vitamina B12, além das doenças crônicas,
inflamações, perda de sangue, hemólise, alcoolis-
mo e uso de medicamentos, são as principais cau-
sas de anemia em idosos". Parece haver nos ido-
sos um declínio da função medular, com
diminuição das reservas celulares'", A idade das
células replicadoras e o microambiente medular
também são importantes para a capacidade de mul-
tiplicação celular.

É muito provável que a etiologia da anemia em
idosos seja multifatorial'ê,

A anemia mais encontrada por nós foi a nor-
mocítica mormocrômica (72,4%). Em relação ao
sexo, as mulheres apresentaram esta anemia com
uma frequência ligeiramente maior do que os ho-
mens (tabela 2). Segundo Rappaport, a anemia nor-
mocítica está frequentemente associada à quadros
hemolíticos, agressões medulares ou doenças
endócrinas-".

Nesta anemia, pela contagem dos reticulócitos
podemos observar duas situações bem definidas:
aumento ou diminuição na produção de células ver-
melhas jovens. Devido ao fato de o estudo ser re-
trospectivo, não tivemos controle sobre a contagem
de reticulócitos que foi muito pouco solicitada
(0,6% dos casos).

No estudo da anemia, a contagem dos reti-
culócitos é fundamental, pois a partir dela se obtém
o índice reticulocitário (IR), importante parâmetro
para a avaliação etiológica da anemia. IR menor do
que 2% indica anemia por eritropoese ineficaz ou
falência medular, enquanto que IR maior do que 3%
(em geral entre 3% e 6%) sugere quadro he-
morrágico agudo, hemolítico crônico ou resposta
eficiente à terapia!", As anemias por deficiência de
ferro, folato, vitamina B12, infecções crônicas e ra-
dioterapia, em geral cursam com contagens de reti-
culócitos diminuídasl-",

Apesar de não termos a contagem de reti-
culócitos, na maioria dos casos encontramos 9% dos
casos com policromasia importante, o que sugere um
aumento no número de reticulócitos nesses casos.

O segundo tipo de anemia mais frequente foi a
microcítica normocrômica. Consideramos esse grupo
de anemia como uma forma transicional, possiveI-
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mente entre a normocítica normocrômica e a mi-
crocítica hipocrômica.

A alteração eritrocitária mais encontrada foi a
anisocitose (64,3%). Entretanto, a anemia mais fre-
quente foi a normocítica; provavelmente decorrente
do fato de que muitos idosos apresentavam microci-
tose e macrocitose concomitantemente, equibrando
oVCM.

Observamos 6,3% de casos com anemia mi-
crocítica hipocrômica (tabela 1). Os homens apresen-
taram esta anemia com uma frequência discreta-
mente aumentada em relação às mulheres (tabela 2).

Joosten et al8 e Serra Valdés et al22 encontraram
anemia ferropriva e anemia associada à doença
crônica como sendo as mais comuns em idosos hos-
pitalizados. Rappaport et al21 e Mckay et al13 tam-
bém encontraram essas anemias como as mais co-
muns em idosos não hospitalizados. A anemia de
doença crônica pode ter início com normocitose e
posteriormente tornar-se microcítica, gerando con-
fusão com a anemia ferropríva!'. A anemia ferropri-
va instalada cursa com microcitose, alguns
ovalócitos, hipocromia e depósitos medulares de fer-
ro ausentes. Na anemia de doença crônica os
depósitos medulares de ferro estão bem supridos,
com macrófagos repletos de ferro. Entretanto, o ferro
por um mecanismo não totalmente esclarecido, é
muito pouco utilízado'V", A hipocromia (CHCM <
31%) foi encontrada em 15,0% dos casos, com 87%
de correlação positiva com o aumento do halo inter-
no eritrocitário, observado nos esfregaços san-
guíneos indicando tal alteração.

Em relação ao sexo, as mulheres apresentaram
frequência de anemia microcítica superior aos ho-
mens (tabela 2). Parasuramalu et ai encontraram
mais anemia em mulheres do que em homens, prova-
velmente devido à carência de ferro, resultante da
dificiência deste nutriente em suas dietas!".

Encontramos diminuição da frequência de ane-
mia microcítica em relação ao aumento da idade (ta-
bela 3). Segundo Salive et a121, a microcitose dimi-
nue entre os idosos com mais idade de ambos os
sexos, enquanto a macrocitose aumenta com a idade
somente nos homens.

Observamos 1,8% de homens e 1,2% de mu-
lheres com anemia macrocítica (tabela 2).
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Frequentemente, a anemia macrocítica é decor-
rente da carência de folato e ou vitamina B 12 ou por
doenças hepáticas 7.12.17.

A poiquilocitose foi encontrada em 12,3% dos ca-
sos, com predominância de ovalócitos, hemácias em
alvo e hemácias crenadas. As outras formas de poi-
quilocitose foram observadas em porcentagens
mínimas. Nas anemias ferroprivas e talassemias uma
discreta ovalocitose pode estar presente. A macro-
ovalocitose está presente nas anemias macrocíticas
por deficiência de folato ou vitamina B 125•7•2°.

Nas anemias macrocíticas, por causa hepática, a
macro-ovalocitose normalmente não é observada.

Na anemia ferropriva, doenças hepáticas, anemi-
as hereditárias (hemoglobinopatias S,C, talassemias),
as hemácias em alvo sempre estão presentes'. As
anemias hereditárias, na forma heterozigota, podem
passar despercebidas ao longo da vida, pois os sinto-
mas e sinais clínicos apresentados, em geral são pou-
co evidentes e, no hemograma, as alterações eritro-
citárias podem ser muito discretas.

Estados febris e desidratação podem cursar com
hemácias crenadas'v-'. Pontilhado basófilo foi encon-
trado em 3,6% dos casos. Esta alteração eritrocitária
pode ser encontrada em várias anemias, porém é
muito observada nas talassemias, intoxicação pelo
chumbo e leucemias".

CONCLUSÕES

As alterações morfológicas encontradas nos he-
mo gramas de idosos anêmicos são importantes,
pois em conjunto com os índices e valores hemati-
métricos e contagem de reticulócitos, orientam
quanto a etiologia da anemia e podem influir deci-
sivamente na conduta clínica a ser tomada. Assim,
todas as observações hematológicas devem ser cri-
teriosas e retratar fielmente a realidade, fazendo do
hemo grama um exame complementar importante no
diagnóstico clínico.
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AB STRACT: During the 1990-1992 period, 2497 hemograms from elderly out -patients of
both sexes aged ~60, were performed at Adolfo Lutz Institute, Central Laboratory.

For morphological study of anemia in this sample, 333 of them alI presenting anemia
were selected.

The most frequent anemia was normochromic normocytic (72,4%), folIowed by
normochromic microcytic (11,4%).

The most frequent erythrocytary alterations were: anisocytosis (64,3%), poikilocytosis
(12,3%), polychromasia (9%) and basophilic stippling (3,6%).

Hypochromia (MCHC < 31%) was observed in 15,0% ofthe studied cases.
The morphological analysis of pheripherical blood in the anemic individuaIs is

fundamental to help in clinical decisions to be taken.

DESCRIPTORS: elderly, anemia, erythrocytary alterations.
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RESUMO: De culturas de sangue foram isoladas e identificadas 267 amostras
bacterianas do gênero Haemophilus, na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz -
São Paulo no período de 1979 a 1991. Hiinfluenrae correspondeu a 91,0% (243 cepas) da
totalidade dos casos com a predominância do biotipo I (65,9%) seguido dos biotipos II
(29,6%), III (2,1%), IV (0,8%) e V (1,6%). Na quase totalidade das cepas o sorotipo b
prevaleceu (93,0%) e apenas uma amostra bacteriana foi caracterizada como sorotipo f.
Hiinfluenzae biogrupo aegyptius ocorreu em 7,5% dos casos, tendo as 20 cepas isoladas
apresentado as características fenotípicas e genotípicas do agente etiológico da Febre
Purpúrica Brasileira. O Hiparainfluenzae foi identificado em 4 amostras, 2 delas pertencendo
ao biotipo I, outras aos biotipos II e V. Considerando o número de amostras de sangue de
cada paciente, pôde-se observar que em 29,5% dos casos o agente etiológico não se
desenvolveu na totalidade das mesmas, indicando a necessidade de amostras múltiplas de
sangue para o diagnóstico de doenças invasivas.

DESCRITORES: Haemophilus; H.influenzae, biotipos e sorotipos; H. influenrae
biogrupo aegyptius; H. parainfluenzae; hemocultura.

INTRODUÇÃO O Haemophilus influenzae, principalmente o sor-
otipo b, tem sido apontado como uma das principais
causas de doença invasiva em crianças com idade in-
ferior a 5 anos". É também o agente etiológico mais
frequente em meningites bacrerianas'", o que conduz
à indicação da cultura de sangue para diagnóstico
etiológico I.

A hemocultura tem grande importância no
diagnóstico laboratorial de doenças bacterianas in-
vasivas como também no controle de infecções em
ambientes hospitalares':', Nas infecções bacterêmicas
simples as enterobactérias tem prevalecido em nosso
meio, seguidas de cocos Gram-positivos, de bacilos
Gram-negativos aeróbios estritos, de Haemophilus e
de diplococos Gram-negativosê,

O H.aegyptius, agente responsável por conjunti-
vites purulentas vem, desde 1984, ocasionando uma

* Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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doença sistêmica em crianças menores de 10 anos,
denominada Febre Purpúrica Brasileira (FPB), em
várias regiões do País. Este microrganismo foi pos-
teriormente caracterizado como H.injluenzae biogru-
po aegyptius", sendo o sangue a fonte principal para
o seu isolamento e diagnóstico laboratorial". Desta
forma a hemocultura constitui-se, até o momento,
no único método de confirmação do diagnóstico
clínico, assumindo importância particularmente rele-
vante quando se propõe a esclarecer o agente
etiológico da FPB.

Considerando que diferentes espécies do gênero
Haemophilus também podem provocar infecções sis-
têmicas, foi feito um estudo retrospectivo das bactér-
ias deste gênero que puderam ser isoladas de cultura
de amostras de sangue na Seção de Bacteriologia ou
recebidas de hemocultura processadas em outros la-
boratórios, no período de 1979 a 1991.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudadas 267 cepas de Haemophilus sp
originadas de cultura de sangue de pacientes interna-
dos com a febre a esclarecer em vários hosipitais da
Rede Pública do Estado de São Paulo e outros Esta-
dos. Os frascos de cultura semeados ou as cepas já
isoladas, foram enviadas à Seção de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Lutz, São Paulo.

Os meios de cultura empregados para as hemo-
culturas consistiram de caldo triptose soja (TSB)
ou caldo de infusão de cérebro e coração (BHI),
acrescidos de sulfato de polianetol sódico (SPS) a
0,05%2.

Os frascos foram semeados no momento da
punção sanguínea, na proporção de 10% do meio de
cultura, ou seja, 10 ml de sangue para 50 ml do
meio de cultura, e levados à incubação a 35-37°C.
Estes frascos de cultura semeados foram examina-
dos macroscopicamente, diariamente, durante 7 dias
para se evidenciar turvação. Havendo tais alte-
rações, foi recolhida uma alíquota de material, as-
septicamente, através de seringa ou colecut BCB
VENT/SVB UNIT (Difco) e realizado esfregaço co-
rado pelo Gram, modificado por Hucker", Dos fras-
cos que permaneceram inalterados foram feitos sub-
cultivos após 2 e 5 dias de incubação, em tubos
contendo ágar chocolate constituído de base BHI
acrescida de 10% de sangue estéril de cavalo ou co-
elho. Os tubos foram mantidos em estufa a 37°C
em atmosfera de 5 a 10% de C02, durante 24-48 h,
para confirmação de resultados negativos.

A ocorrência de crescimento bacteriano com pre-
sença de bacilos Gram negativos pleomórficos com
morfologia de colônias semelhantes às apresentadas
pelo genero Haemophilus orientou para a realização
da prova de satelitismo. A comprovação da presença

de Haemophilus levou à caracterização bioquímica e
sorológica da cepa, segundo metodologia previa-
mente descrita3.6.7.11.12.14.

RESULTADOS

Das 267 cepas de Haemophilus sp, isoladas de
sangue no período de 1979 a 1991, 243 (91,0%)
foram caracterizadas como H.injluenzae. Entre as
cepas. de H.injluenzae houve maior ocorrência do
biotipo I (65,9%) e do sorotipo b (93,0%). Um total
de 11 cepas não apresentaram capsula (NT) e em 5
cepas não pôde ser realizada a soroaglutinação (Ta-
bela 1). Nesse mesmo período foram isoladas 20
(7,5%) cepas de H.injluenzae biogrupo aegyptius,
de pacientes com suspeita clínica de FPB. Estas ce-
pas apresentaram resultados de provas bioquímicas
compatíveis com a espécie e demonstraram reação
de soroaglutinação positiva com o antissoro policlo-
na!. Outras 4 (1,5%) cepas foram definidas como
H.parainjluenzae (Tabela 2) que apresentaram a ca-
pacidade de sintetizar a porfirina (ALA), fermentar
a glicose (com produção de gás), e a sacarose po-

TABELA 1

Sorotipos e biotipos de 243 cepas de H. influenzae isoladas
de sangue

Sorotipo Biotipo

II III TotalIV V
N°% N°% N°% N°% N°% N° %

b
f
NT
NR

146
I
8
5

4 2 3 226 93,0
0,4

11 4,5
5 2,1

71

Total 160(65,9) 72(29,6) 5(2,1) 2(0,8) 4(1,6) 243 (100,0)

NT não tipável
NR não realizado

TABELA 2

Provas diferenciais que caracterizaram os biotipos das 4 ce-
pas de H. parainfluenzae isoladas de sangue

Biotipos

II III IV V VI VII VIII

Omitina-D + + + +
Urease + + + +
Triptofanase + + + +

(Indol)

Total 2 O O O O O 4

+ = reação positiva
= reação negativa
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TABELA 3

Distribuição do número de amostras de hemocultura positi-
vas para haemophillus sp de cada paciente, em relação ao

número de amostras de hemocultura enviadas

Amostras
Positivas

Total Pacientes

I ali b

2/2
3/3
1/2
1/3
2/3

42,6%
24,0%
3,9%
13,9%
10,9%
4,7%

a = N° de amostras de hemocultura positivas
b = N° de amostras de hemocultura enviadas

rém não desdobraram a xilose, lactose e manita.

Relacionando o número de amostras de hemo-
culturas positivas com o número de amostras envia-
das de cada caso suspeito, pôde-se observar que em
70,5% dos casos o número de amostras enviadas
correspondeu ao número de culturas positivas, en-
tretanto para 29,5% dos casos clínicos nem todas as
amostras recebidas puderam revelar o agente
etiológico.

DISCUSSÃO

Das 267 cepas do gênero Haemophilus estuda-
das, foram identificadas espécies diferentes e todas
tiveram o teste de satelitismo positivo. Desta for-
ma pôde-se demonstrar que esta prova não contri-
bui para definir a espécie. Este trabalho demon-
strou a importância da caracterização das espécies
do gênero Haemophilus, através de provas bio-
químicas e enzimáticas, que contribuíram para a
verificação de que Il.influenzae foi a espécie pre-
dominante entre as estudadas sendo esse microrga-
nismo um dos agentes mais frequentes de menin-
gites bacterianas.

Embora Hiinfluenzae biotipo I e o soro tipo b se-
jam os biotipos e sorotipos mais frequentemente iso-
lados de cepas invasivas de Hiinfluenzae, neste estu-
do foi também identificada uma cepa de
Hiinfluenzae do sorotipo f. Este sorotipo já tem sido
isolado do sangue por outros autores como McGow-
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an et alii 16 que identificaram duas cepas do sorotipo
f, Kamme'? que relatou a ocorrência de uma cepa e
Wallace-? de 3 cepas provenientes do sangue de três
pacientes com pneumonia.

lrino e col", estudando 15 casos de FPB, dos quais
materiais biológicos como sangue, líquido ce-
falorraquidiano, secreção de conjuntiva e orofaringe
foram examinados, observaram que a cultura de
sangue foi positiva em 80% dos casos, o que elege esse
exame para o diagnóstico laboratorial dessa infecção.

A ocorrência de cepas de H.parainfluenzae nas
culturas de sangue, como também já relatado por
Brunn et alíí", comprova a importância de se comple-
mentar, com provas bioquímicas e enzimáticas, a ob-
servação de um satelitismo positivo para a definição
da espécie do genêro Haemophilus.

Segundo Bone1, "A frequência com que sítios
múltiplos de infecção piogênica estão associados à
meningite por Haemophilus em crianças com menos
de 2 meses de idade comprova que cultura de sangue
não é apenas útil, mas também uma investigação adi-
cional necessária".

Este estudo, embora direcionado para caracteri-
zação das espécies do gênero Haemophilus, demon-
strou a importância da cultura de sangue, em vista da
ocorrência de positividade desses exames laboratori-
ais em 5 pacientes que tiveram também o LCR ex-
aminado, mas com resultados negativos (dados não
demonstrados). De outros 62 pacientes com culturas
positivas de sangue e de LCR, os resultados nos dois
exames foram compatíveis para o mesmo biotipo e
sorotipo de Hiinfluenzae.

Segundo Koneman!', a obtenção de uma amos-
tra de sangue para cultura, imediatamente antes de
um pico febril, é ideal porque este é o período de
maior concentração de microrganismos circulantes.
No entanto como este pico não pode ser previsto,
recomenda-se, geralmente, que as hemoculturas de
rotina sejam obtidas de diferentes locais de punção
venosa com, no mínimo, uma hora de diferença.
Neste trabalho foi comprovada a importância dessa
recomendação, pois em cerca de 29,5% dos acasos
a positividade da cultura não ocorreu em todas as
amostras enviadas. Esta observação reforça a im-
portância da recomendação de serem enviadas
várias amostras de sangue de cada paciente, princi-
palmente nas bacteriemias com febres intermitentes,
possibilitando assim a maior probabilidade de ob-
tenção de cultura positiva.
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ABSTRACT: From blood cultures, 267 strains of the Haemophilus genus were isolated
and identified in the Seção de Bacteriologia of the Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, in the
period 1979 to 1991 H'lrfluenzae accounted for 91,0% (243 strains) of the total cases, with
biotype I (65,9%) predominating, followed by biotypes 11(29,6%), III (2,1%), IV (0,8%),
and V (1,6%). In most cases serotype b was predominant (93,0%), and only one strain was
characterized as serotype f. H influenzae biovar aegyptius ocorred in 7,5% of thee cases,
having ali the 20 isolated strains shown the phenotype and genotype characteristics of the
etiologic agent of the Brazilian Purpuric Fever. Il.parainjluenzae was identified in 4 of the
strains, being two of biovar I, and one each of biovar 11and V. Conceming the number of
blood samples of every patient, it was noteworthy that in 29,5% of the cases, the etiologic
agent did not develop in ali of the samples, showing the meaning of multiple blood samples
for the diagnosis of invasive diseases.

DESCRIPTORS: Haemophilus; Hinfluenzae, biotypes and serotypes; H'influenzae
biovar aegyptius; Hparainfluenzae; blood culture.
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RESUMO: Comparou-se a eficiência de dois métodos empregados na análise
microscópica para identificação dos elementos histológicos em iogurtes com polpa de fruta
(s). Os métodos utilizados foram: A - desengorduramento seguido de hidrólise alcalina a 5%
e B - uso do tamis USBS 230 e água filtrada a 35°C. Foram analisadas 30 amostras de
iogurtes com polpa de fruta(s) de diferentes sabores, simples ou combinados, adquiridas no
comércio da cidade de São Paulo. O método B foi mais efeiciente por permitir boa
visualização do material e caracterização das frutas em 96,7% das amostras, assim como,
avaliar a qualidade da polpa de fruta. O Método B, por ser mais rápido, simples e preciso e
por não utilizar reagentes tóxicos, mostrou-se mais adequado para a identificação histológica
de vegetais em iogurtes com polpa de fruta(s).

DESCRITORES: iogurte com polpa de fruta(s), identificação de elementos
histológicos, análise microscópica.

INTRODUÇÃO

No Brasil, o iogurte apresenta uma tendência de
crescimento de produção e apesar da grande popula-
ridade, é recente a Iegislação- que estabelece a deno-
minação de iogurtes com polpa de fruta(s), sendo
classificado comercialmente como iogurte batido",

Tecnologicamente, o iogurte com polpa de fruta
(s) é caracterizado pelo alto teor de sólidos, teor de
gordura padronizado, podendo-se adicionar de 12%
a 18% de açúcar para melhorar o sabor e a consistên-
cia. A adição da polpa de fruta ao iogurte é feita
numa etapa final, após a fermentação e o rompimen-
to do coágulo, sendo então embalado e armazenado
em câmara fria",

A legislação em vigor' estabelece dois itens rela-
cionados à análise microscópica: a caracterização e a
condição higiênica do produto. Na caracterização,
determina-se a genuinidade do produto, ou seja, a

identificação histológica dos constituintes vegetais.
Assim como para a identidade, verifica-se também a
fraude, intencional ou não, que é a substituição total
ou parcial de um componente ou outro.

Para a identificação histológica dos constituintes
vegetais, principalmente quando triturados ou
moídos, além do conhecimento e experiência do ana-
lista quanto aos aspectos morfológicos e his-
tolõgícos", também devem-se utilizar métodos que
proporcionem a obtenção de material adequado para
boa visualização ao microscópio ótico!",

O elevado teor de sólidos e o alto grau de tritu-
ração das frutas dos iogurtes com polpa de fruta(s)
têm acarretado demora e dificuldade na identificação
dos vegetais característicos desses produtos, quando
se utiliza o método de desengorduramento seguido
de hidrólise alcalína". Este problema aliado à de-
manda de trabalho de um laboratório de prestação de
serviço e à exposição do analista à reagentes in-

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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tlamáveis e tóxicos foram fatores preponderantes na
busca de alternativa para agilizar o preparo das
amostras para análise microscópica, melhorar a qual-
idade do processo e assegurar melhores condições de
trabalho ao analista.

o objetivo deste trabalho foi comparar a eficiên-
cias do uso do tamis USBS 230 e da técnica de de-
sengorduramento e hidrólise alcalina na caracteri-
zação dos vegetais presentes nos iogurtes com polpa
de fruta(s) e propor mudança de metodologia.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 30 amostras de iogurte com
polpa de fruta(s), de diferentes sabores, simples e
misturados, de 8 marcas, adquiridas na cidade de São
Paulo - SP, contendo de 1 a 5 tipos de frutas.

Método

As amostras utilizadas em cada método foram re-
tiradas da mesma embalagem, após a homogenei-
zação do produto.

Método A - Foi utilizado o método descrito por
Zamboni et ali 12, de uso corrente na Seção de
Microscopia Alimentar, caracterizado por 3 etapas
principais: desidratação com álcool etílico, desengor-
duramento com éter etílico e hidrólise com solução
de hidróxido de sódio a 5%.

Método B - Método da tamisação para iogurtes
com polpa de fruta(s)

Material

Béquer de 200 ml
Equipamento para filtração a vácuo
Espátula de metal
Microscópio estereoscõpico
Microscópio ótico
Papel de filtro qualitativo
Tamis USBS 230

Reagente

Água filtrada a 35°C
Água glicerinada a 2%

Procedimento

Após homogeneização, pesar 100 g da amostra
em um béquer de 200 ml. Verter a amostra, em pe-
quenas quantidades, no tamis USBS 230, lavando-a
com jatos de água filtrada a 35°C. Lavar as paredes
do béquer com água filtrada a 35°C, transferindo-a
para o tamis, até remover a amostra aderida ao reci-
piente. Repetir o procedimento de lavagem até o
resíduo apresentar-se limpo. Filtrar o material retido
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no tamis, a vácuo sobre papel de filtro, lavando o ta-
mis com água filtrada até remover todo o resíduo.
Transferir o papel de filtro para uma placa de Petri e
observá-lo ao microscópio estereoscópico, aumento
de 20 x, para identificar e quantificar matérias es-
tranhas. Retirar com espátula de metal, pequenas
porções do material retido no papel e montar sobre
lâmina com água glicerinada a 2%. Examinar ao mi-
croscópio ótico, aumento de 100 a 400 x, e identifi-
car os elementos histológicos característicos e estra-
nhos ao produto.

Identificação Histológica

Os elementos histolõgicos característicos das fru-
tas presentes nos iogurtes foram identificados a par-
tir do conhecimento específico do analista, de com-
parações com padrões e leituras especializadas 7.8,11,

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para avaliação dos métodos considerou-se os se-
guintes critérios:

a - Exposição do analista aos reagentes - foram con-
siderados os tipos de reagentes e os tempos de-
terminados pelos métodos,

b - Tempo de preparo da amostra - tempo gasto para
eliminar material interferente,

c - Tempo de leitura - tempo gasto na observação
microscópica para identificação dos elementos
histológicos característicos das frutas,

d - Qualidade da leitura - caracterizada pela visibili-
dade adequada do material em lâmina,

No Método A, o tempo gasto para desengordura-
mento variou entre as amostras e não foi inferior à I
hora, Nesta etapa trabalhou-se com éter etílico, que
pode causar irritação moderada de pele e das membra-
nas mucosas, além de outros problemas, quando em
doses altas", Outro sol vente utilizado nessa etapa foi o
etanol (álcool absoluto), que pode causar vários efeitos
tóxicos como náusea, vômito etc". Após o desengordu-

TABELA 1

Comparação dos métodos A e B para identificação de ele-
mentos histológicos em iogurtes com polpa de fruta (s).

Método Reagente usado Tempo
de preparo

Tempo
de leitura

A álcool
éter etílico
hidróxido de
sódio

Ihe40min, 60min.

B água filtrada
água glicerinada

5a 15 min,IOmin.

Fonte: Instituto Adolfo Lutz, São Paulo - 1994
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ramento, procedeu-se à hidrólise alcalina e o material
foi levado à ebulição seguido de filtração à quente, sen-
do que o tempo gasto foi de40 minutos (Tabela I).

Segundo método descrito por ZAMBONI et alil2,
após a hidrólise, o material deve ser esfriado e,
então, filtrado. Como a filtração do material a frio
foi dificultada devido a formação de uma camada ge-
latinosa sobre o papel de filtro, optou-se pela fil-
tração a quente, onde foi possível filtrar todo o mate-
rial hidrolisado. Porém, a filtração a vácuo do
material hidrolisado aquecido expõe o analista dire-
tamente aos vapores tóxicos, podendo causar desde
uma irritação das mucosas do sistema respiratório
até uma pneumonite grave'.

o uso do tamis USBS 230 (Método B) eliminou os
reagentes de risco e a lavagem do material com água
quente foi feita em cerca de 10 minutos (Tabela 1).

Enquanto no Método B, o tempo de leitura da
lâmina para identificação do elemento histológico
característico variou de 5 a 15 minutos (Tabela 1),
dependendo do número de frutas adicionadas, no
Método A, o tempo mínimo foi de 1 hora. Pela difi-
culdade de identificação de determinados elementos
histológicos, não foi anotado o tempo máximo de
análise. Optou-se pela observação sistemática de
várias lâminas do material obtido por esse método,
onde ocorreram, inclusive, situações nas quais o ele-
mento histológico vegetal não foi identificado.

Na observação do material obtido pelo Método A,
ao microscópio estereoscópico, foi mais difícil visu-
alizar os fragmentos vegetais, devido ao alto teor de
resíduo (material interferente) e, em alguns casos, as
estruturas celulares desses fragmentos, como os
rafídeos de Ananas sativus (abacaxi), mostraram-se
dilaceradas ao microscópio ótico, sendo que o mesmo
não ocorreu com o material obtido pelo Método B.

Pelo Método A, verificou-se que 36,7% (Figura
1) das amostras apresentaram boa qualidade de leitu-
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FIGURA 1

Percentagem de amostras analisadas quanto à qualidade de
leitura, caracterização da (s) fruta (s) e presença de fungos.

Instituto Adolfo Lutz, São Paulo - 1994.

ra. No restante, a presença de materias interferentes
dificultou a identificação dos elementos histológicos
característicos das frutas. Foi possível a caracteri-
zação das frutas em 66,7% das amostras analisadas
(Figura 1). Na leitura das lâminas deste material, foi
observada a presença de poucas estruturas celulares
da fruta e, na maioria, apenas o elemento histológico
característico. A facilidade de identificação ocorreu
nos iogurtes sabores morango (Fragaria vesca),
framboesa (Rubus idaeus) e amora (Rubus sp), pelas
próprias características dos frutos 11.

Quando o elemento histológico das frutas corres-
pondia à estrutura morfologicamente mais delicada
ou presente em pequena proporção, como célula de
mesocarpo, tubo de látex, pêlo, célula de tanino e
outros?'!', o material interferente dificultou ou im-
possibilitou a visualização e, conseqüentemente, a
identificação.

A presença de material interferente, resultante
das amostras tratadas pelo Método A, pode ser con-
sequência da integração dos seguintes fatores: de-
sengorduramento insuficiente, pois de acordo com o
método deve-se repetir a etapa de desengorduramen-
to até a retirada da maior parte das substâncias gor-
durosas do produto, o que nem sempre ocorreu;
hidrólise alcalina incompleta", pelo curto tempo de
aquecimento e baixa temperatura; e, pelas próprias
caracetrísticas do produto" que possui elevado teor
de sólidos (15% de extrato seco desengordurado),
muitas vezes aumentado para dar consistência ideal
ao produto.

O uso do tamis USBS 230 permitiu boa visuali-
zação do material em lâmina em 100% das amostras
analisadas, sendo que em 96,7% (Figura 1) foram ca-
racterizadas as respectivas frutas. Isto se deve à eli-
minação dos sólidos menores que 0,062 mm e à re-
tenção dos elementos histológicos vegetais sem
impregnação de partículas gordurosas ou proteicas
devido a lavagem a quente. Além do elemento his-
tolõgico característico, pode-se observar um maior
número de estruturas do fruto em estudo, o que in-
crementou a eficácia da análise.

Nas lâminas obtidas do material tamisado, sem
material interferente, também foi possível observar
grande quantidade de hifas nas estruturas celulares
das frutas em 70% das amostras, indicando a adição
de matéria-prima avariada. Esta etapa também deve
ser considerada um ponto crítico de controle, uma
vez que, após a adição da polpa, o produto será enva-
sado e resfriado. Se essas hifas estiverem mortas, su-
gere-se estipular um limite de tolerância neste tipo
de produto, caso contrário, o risco de qualquer alte-
ração de temperatura nas etapas subsequentes de
transporte ou armazenamento comercial acarretará
conseqüências mais graves à saúde. Pelo Método A
verificou-se a presença de fungos somente em 26,7%
das amostras.

95



NOGUEIRA, M.D. & RODRIGUES, R.M.M.S. - Uso de tamis na identificação de elementos histológicos em iogurtes com
polpa de fruta(s). Rev. Inst. Adolfo Lutz; 54(2): 93-6, 1994.

Os dois métodos permitiram a visualização de
gomas, na observação do material em lâmina e
identificadas através da comparação com padrões,
naqueles produtos com especificação de espes-
santes na rotulagem.

CONCLUSÕES

Na comparação entre os dois métodos utilizados
na identificação histológica de iogurtes com polpa
de fruta(s) pode-se concluir que o uso do tamis
USBS 230:

1 - Apresentou melhor qualidade de leitura do mate-
rial ao microscópio.

2 - Aumentou a eficiência da identificação his-
tológica e, conseqüentemente, a caracterização
da(s)fruta(s).

3 - Possibilitou a identificação de matérias estranhas
e melhor observação de hifas nas estruturas celu-
lares das frutas.

4 - Permitiu maior rapidez na análise microscópica.

Sob o aspecto analítico e de segurança do analista,
propõe-se o uso do tamis USBS 230 na análise mi-
croscópica de iogurtes com polpa de fruta(s).

RIALA6n68

NOGUEIRA, M.D. & RODRIGUES, R.M.M. - The hystological identification in yogurts
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ABSTRACT: The efficiency of two methods for hystological identification was
compared, by using 30 samples of yogurts containing different flavors of fruits pulps.
Method A used defatting and alkaline hydrolysis and Method B used sieve USBS 230 anc'
filtered water at 35°C. The Method B was superior to Method A by making possible a good
visualization of the material and characterization of fruits in 96,7% of samples. In both
methods, it was also possible to evaluate the quality of fruit pulp. Since the Method B is
rapid, simple and precise and does not require toxic reagents, it is considered to be the most
suitable for hystological identification in yogurts containing fruit pulp.

DESCRIPTORS: yogurts containing fruit pulp, hystological identification, microscopy
methods.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

I. BRASIL. MINISTÉRIO DA AGRICULTURA.
Regulamento de inspeção industrial e sanitária
de produtos de origem animal. Aprovado pelo
decreto n° 30.691 de 23-3-52, alterado pelo de-
creto n° 1.255 de 25-6-62. Brasília, DIPOA,
1980. p.l15.

2. BRASIL. SECRETARIA NACIONAL DE DEFESA
AGROPECUÁRIA. Portaria n? 02 de 10 de abril de
1985. Diário Oficial da União, Brasília, 30 set.
1985. Seção I,pt 1, p.6052.

3. FUNDACENTRO, Ministério do Trabalho. Ficha de
orientação para produtos químicos. São Paulo,
1981.

4. GRANDI, J.G. - Leites fermentados, manteiga e quei-
jos. In: AQUARONE, E.; LIMA, U.A. & BORZA-
NI, W. - Alimentos e bebidas produzidos por fer-
mentação. São Paulo, Edgard Blucher, 1983. (Série
Biotecnologia, 5), p. 124-30.

5. LEHNINGER, A.L. - Componentes moleculares das
células. São Paulo, Edgard BIucher, 1976. p.71.

6. MERCK AND COMPANY. The Merck Index. Rah-
way, N.J. 11 ed., 1989, p.594 e 600.

96

7. MENEZES JUNIOR, J.B.F. - Investigação sobre o exa-
me microscópico de algumas substâncias ali-
mentícias. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 9:18-77, 1949.

8. MENEZES JUNIOR, J.B.F. - A investigação mi-
croscópica de sementes oleaginosas. Rev.Inst. Adolfo
Lutz, 18:26, 1958.

9. SCHULZC, A.E. - Applied histology of foods and
drugs material. In: FOOD AND DRUG ADMINIS-
TRATION. Microscopic-analytical methods in foods
and drug control, Washington, D.C. FDA, 1960.
(Techin. BulI. n" 1), p. 209-20.

10. WALLIS, T.E. - Microscopia analítica: sus fines, y
metods in relacion a Ias alimentos, agua, especias y
medicamentos; trad. por J.G. Berenguer, Zaragoza,
Acribia, 1968. p. 24-5.

lI. WINTON, A.B. & WINTON, K.B. - The structure and
composition offoods. New York, John Wiley, 1939.
v.2, p. 102-803.

12. ZAMBONI, C.Q. et ali. Manual de análise mi-
croscópica de alimentos. São Paulo, 1986. p. 18-9
(apostila mimeografada).

Recebido para publicação: 4.4.94



Rev. Inst. Adolfo Lutz;
54(2): 97-101, 1994.

CONTROLE DE ESTERILIDADE DE SOLUÇÕES PARENTERAIS DE GRANDE VOLUME
UTILIZADAS NA REDE HOSPITALAR DA CIDADE DE SÃO PAULO*

Otília Ferreira NOVO**
Mariangela Tírico AURICCHIO**

RIALA6/769

NOVO, O.F. e AURICCHIO, M.T. - Controle de esterilidade de soluções parenterais de
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RESUMO: Foi estudado o problema da contaminação de Soluções Parenterais de
Grande Volume (SPGV), cujo uso em hospitais destina-se a manter o equilíbrio líquido e
eletrolítico do sistema circulatório e fornecer calorias ao paciente. No período de 1989 a
1993 foram analisadas quanto ao controle de esterilidade, 582 amostras de Soluções
Parenterais de Grande Volume produzidas pela indústria farmacêutica nacional e por
farmácias hospitalares. Os resultados obtidos revelaram que 9,62% das amostras analisadas
foram reprovadas nos testes de esterilidade, tendo sido encontradas amostras aprovadas e
reprovadas num mesmo lote, fato observado para soluções acondicionadas em frascos
plásticos.

DESCRITORES: Soluções Parenterais de Grande Volume; Controle de esterilidade,
Alimentação Parenteral, Contaminação microbiana.

INTRODUÇÃO

Soluções parenterais de grande volume são
soluções de uso endovenoso e dose única, acondicio-
nadas em frascos de vidro ou plástico contendo 100
miou mais da preparação farmacêutica'-ê " 10.

Estas soluções têm por finalidade a manutenção
do equilíbrio líquido e eletrolítico do sangue, além
da ação energética fornecedora de calorias.

O volume e a composição dos fluidos orgânicos
variam muito de um compartimento para outro e de
um tipo de célula para outra do organismo e devem
ser mantidos constantes apesar das vicissitudes da
vida diária e de situações de stress impostas pelas en-
fermidades. Distúrbios nestes fluidos e no metabolis-
mo eletrolítico envolvem quatro propriedades: volu-
me-osmolaridade-pH e concentração de íons
especííícosê. Em muitas doenças e estados anormais

do organismo ocorrem variações nessas propriedades
orgânicas>,

Num paciente em situação de emergência, de de-
ficiência de volume sanguíneo, a providência inicial
do ponto de vista terapêutico é a pronta aplicação de
solução isotônica de NaCI 0,9%, que não apresenta
qualquer tipo de contra-indicação''. Subsequente-
mente deve ser observado o equilíbrio ácido-básico e
para tanto utiliza-se também do recurso da adminis-
tração de solução parenteral.

Nas últimas décadas foi desenvolvida a hiper-
alimentação intravenosa" que agora representa uma
importante contribuição no tratamento de certos pa-
cientes, particularmente aqueles com anormalidades
intestinais, cólera ou outras disfunções severas, trau-
mas ou várias complicações cirúrgicas tanto em
adultos como em crianças. O sucesso destes procedi-
mentos, justifica seu uso, mas as complicações são

* Realizado na Seção de Esterilidade e Pirogênio, Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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sérias e devem ser seguidas somente com a atenção
meticulosa por parte dos farmacêuticos, enfermeiros
e médicos.

o volume a ser empregado e a via de adminis-
tração dão a noção exata da responsabilidade pela
qualidade destes produtos", A verificação da esterili-
dade e pirogênio de tais produtos é imprescindível e
fundamental dentro do Controle de Qualidade de
Medicamentos.

Os métodos de esterilização mais comumente em-
pregados são os seguintes:

esterilização a vapor sob pressão desde que os
princípios ativos da solução e a embalagem
plástica que as contém, resista a este tipo de trata-
mento.ê-"
esterilização a vapor fluente é o método mais
utilizado na indústria, normalmente é repetido
por três vezes consecutivas para garantia da
eficácia da esterilização.

- calor seco (esterilização em estufa utilizando ar
forçado) que pode ser empregado porém com cui-
dados, para evitar problemas como a carameli-
zação em soluções de glicose, que pode ocorrer
também quando a solução é resfriada muito ra-
pidamente.'

A degradação química é particularmente impor-
tante para as SPGV face ao processo de esterilização
utilizado. Os carboidratos sob condições de aqueci-
mento que venham a sofrer caramelização resultam
em produtos que podem ser potencialmente tóxicos".

Quando a produção das SPGV se dá em pequena
escala, como é o caso das farmácias hospitalares, es-
tas soluções geralmente são esterilizadas por fil-
tração". Este tipo de esterilização deve seguir rígidos
controles de qualidade segundo preconiza o FDA
(1985), devendo ser utilizadas membranas de 0,45
J.Lmde porosidade para uma filtração preliminar. A
partir de 1960 passou a ser recomendada membrana
de 0,22 J.Lmde porosidade com repetição da filtração
após 24 horas". Este tipo de esterilização é emprega-
do também quando a preparação não pode sofrer ou-
tro tratamento esterilizante. As SPGV devem ainda
estar isentas de partículas em suspensão",

Para assegurar-nos da eficiência da esterilização
devemos estabelecer documentos de validação
apropriados para cada tipo de esterilização, que evi-
denciem alto grau de segurança de que o processo
produzirá, efetivamente, um produto com as carac-
terísticas de qualidade dentro de critérios específicos
pré-estabelecídos".

O controle da esterilização deve ser feito com o
emprego de Indicadores Biológicos (IB) ou "paper
strips" (USP - NF 1987), que são tiras carreadoras de
microrganismos de alta resistência, segundo o tipo
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de esterilização a ser monitorado. Estes indicadores
colocados estrategicamente nos equipamentos esteri-
lizadores, dentro ou fora das embalagens, certifi-
carão a eficiência do processo empregado'.

Os microrganismos comumente utilizados são:
Bacillus subtilis varoniger para a esterilização por
aquecimento a seco e Bacillus stearothermophilís
para os vários tipos de esterilização a vapor.

Devemos lembrar que concluído o processo de
esterilização, o produto esterilizado deve manter sua
condição estéril, se o acondicionamento for adequa-
do. Placencia e Oxborrow (1984-1986) desenvolve-
ram uma série de testes de avaliação da integridade
da biobarreira de embalagens para assegurar que o
material utilizado realmente manterá a esterilidade
do produto",

Outro fator de importância a ser levado em conta
quando se trata de SPGV é o acondicionamento.

Frasco de vidro é o material ideal para acondicio-
namento, pois oferece garantias maiores para a ma-
nutenção da qualidade do produto pelas carac-
terísticas próprias do vidro; contudo razões de ordem
econômica têm levado à utilização do plástico.

São empregados frascos plásticos que devem se
enquadrar dentro de especificações físicas,
mecânicas, térmicas, elétricas e físico-químicas de
tal modo a serem inócuos e não cederem produtos
tóxicos, bem como serem inertes em relação aos
princípios ativos que acondicionam. Além de todas
estas propriedades é imprescindível que haja sufi-
ciente impermeabilidade do material a microrganis-
mos (biobarreira), vapores e gases".

Os plásticos mais utilizados são: polietileno de
baixa pressão e alta densidade que pode ser aquecido
a 120°C sem alteração e com possibilidade de serem
autoclavados". O polietileno costuma ser revestido
por outros polímeros afim de torná-Io menos
permeável.

Utiliza-se também o polipropileno que é mais leve
e menos permeável, porém mais opaco (o que não é
desejável), ainda que resista bem à autoclavagem.

É importante ressaltar que os frascos plásticos
apresentam microporos em sua estrutura. Quando há
empilhamento excessivo, devido à ação do peso,
ocorrem vazamentos através do rompimento de tais
microporos resultando daí contaminações que levam
à perda da esterilidade do produto.

Outro ponto crítico dos frascos plásticos é o bico,
pois no momento de sua vedação nem sempre o
processo se realiza com a eficiência desejada, acarre-
tando mais uma possibilidade de perda da esterili-
dade.
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o presente estudo teve por objetivo avaliar as
condições de esterilidade das SPGV que são coloca-
das em nossa rede hospitalar, muitas vezes em con-
dições impróprias para o consumo.

Tal estudo também foi realizado em função de já
termos realizado trabalho semelhante considerando a
presença de Pirogênio em tais soluções.

Importante é aqui considerar o alto risco para pa-
cientes hospitalizados e já debilitados, que fazem uso
dessas soluções, levando-se em conta o grande vol-
ume que é injetado.

Nosso intuito foi o de realizar o Controle de Este-
rilidade dessas soluções para observar a porcentagem
de amostras não estéreis, impróprias para o consumo,
observando ainda que muitas soluções condenadas,
por apresentarem crescimento evidente a olho nú ou
observação macroscópica, revelaram frascos de mes-
mo lote com amostras absolutamente estéreis.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram analisadas 582 amostras encaminhadas ao
Instituto Adolfo Lutz pelos Serviços de Vigilância,
por Hospitais da Rede Pública e Particular e pelos
próprios laboratórios fabricantes.

Trataram-se de amostras de lotes dos principais
laboratórios especializados em Soluções Parenterais
de Grande Volume (SPGV) que abastecem a rede
hospitalar de São Paulo, como também amostras pro-
duzidas em Farmácias Hospitalares.

Quanto à composição, as 582 amostras analisadas
foram assim distribuídas:

Amostras Quantidade

Solução de glicose a 5%
Solução hipertônica de glicose
Solução fisiológica
Solução glicofisiológica
Solução de nutrição parenteral(NP)
Solução de diálise peritonial a 1,5%
Solução Ringer com lactato
Outros

209
43
116
23
89
31
30
41

Procedimento

As amostras foram verificadas quanto ao Con-
trole de Esterilidade de acordo com a técnica descri-
ta na Farmacopéia Brasileira III edição.

Essas análises foram realizadas em condições ad-
equadas de trabalho, sendo efetuadas em sala espe-
cial com capela de fluxo laminar.

O método utilizado foi o de Filtração por Mem-
brana realizada em filtros Milipore.

Meios de Cultura empregados

Meio de Tioglicolato Fluído pH 7, I ± 0,2
Meio de Caseína - Soja pH 7,3 ± 0,2
Fluído A - Pepsina a 0, I% pH 7, I ± 0,2

Equipamentos

Câmara de Fluxo Laminar Vertical
Unidade suporte para filtros
Pinças e tesouras especiais, estéreis
Filtros de membrana de 0,45 11mde porosidade,
47 mm de diâmetro, estéreis.

Filtrou-se 500 ml de cada frasco através de duas
membranas filtrantes. A seguir, as mesmas foram la-
vadas com fluído A, removidas assepticamente, cor-
tadas ao meio e semeadas, cada metade em 100 ml
do meio de Caseína-Soja e em 100 ml de meio de
Tioglicolato fluído respectivamente. Os meios de
Caseína-Soja foram encubados à 20-25°C e os meios
de Tioglicolato à 30-35°C ambos por 10 dias.

Paralelamente foram realizados controles positi-
vos usando-se Bacillus subtilis (ATCC 10931) e As-
pergillus niger, para controle da viabilidade dos
meios de cultura empregados.

RESULTADOS

Os resultados das análises obtidos no período es-
tudado, são mostrados na tabela I.

TABELA I

Distribuição da freqüência dos resultados de análises em
soluções injetáveis de grande volume segundo o período
entre 1.989 a 1.993. Instituto Adolfo Lutz - São Paulo

Período Total Amostras em
analisado desacôrdo

1.989 188 20
1.990 74 2
1.991 140 10
1.992 112 17
1.993 68 7

Total 582 56

O fluxo de recebimento de amostras de Soluções
Parenterais de Grande Volume no período estudado
pode ser observado no gráfico 1.

Os dados relativos ao resultado das análises, se-
gungo tipo de solução parenteral de grande volume
estudados são representados na tabela 2.
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GRÁFICO 1

Fluxo de envio das amostras para o laboratório segundo
período, l.989 a l.993. Inst. Adolfo Lutz-S.Paulo.

TABELA 2

Distribuição da freqüência dos resultados de análises em
soluções injetáveis de grande volume segundo o período
entre l.989 a l.993. Instituto Adolfo Lutz - São Paulo

Tipo Total
analisado

Amostras
em

desacôrdo

N. % N. %

a- Soluções de glicose 5%
b- Solução Hipertônica deglicose
c- Solução fisiológica
d- Solução glicofisiológica
e- Solução de N.P.
f- Solução de diálise peritonial 1,5%
g- Solução de Ringer com Lactato
h- Outros

209 35,9
43 7,4
116 19,9
23 4,0
89 15,3
31 5,3
30 5,2
41 7,0

21 37,5
8 14,3
6 10,7
4 7,1
12 21,4
2 3,6
O 0,0
3 5,4

Total 582 100,0 56 100,0

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Os resultados obtidos revelaram que 9,62% das
amostras analisadas foram reprovadas nos testes de
controle de esterilidade, índice bastante elevado se le-
varmos em conta a via de administração (endovenosa)
o que significa que uma solução nessas condições de
contaminação representa uma carga microbiana colo-
cada diretamente na corrente circulatória do paciente.

Observa-se dos dados da tabela 1 e da figura 1,
que não ocorre, infelizmente uma monitorização sis-
temática deste tipo de medicamento por parte dos
órgãos de Vigilância Sanitária, em consequência dis-
to deu-se a variação observada no número de amos-
tras recebidas para análise.

Os dados obtidos mostram números muito impor-
tantes do ponto de vista Sanitário. Esse tipo de medi-
cação exige, dadas suas peculiaridades, controles
rígidos de fabricação, onde o processo de produção
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deve ser executado em obediência às Boas Práticas
de Fabricação, daí a importância das inspeções, às
indústrias farmacêuticas e farmácias hospitalares por
equipes da Vigilância Sanitária, serem sistematiza-
das, onde as condições de instalação, produção e pro-
cedimentos comprometedores do produto seriam in-
ventariados pelas equipes, compondo assim
juntamente com a análise laboratorial a monitori-
zação da qualidade das SPGV.

Dentre as características das instalações e proce-
dimentos mais importantes a serem observados está
a qualidade de água a ser utilizada.

A água deve ser destilada ou então submetida a
processo de osmose reversa, pois não é recomendado
para preparação das SPGV o uso da água deionizada,
visto que os cartuchos dos deionizadores podem
eliminar substâncias que iriam contaminar quimica-
mente a água assim obtida.

Quanto à filtração, também apresenta o inconve-
niente de partículas serem eliminadas dos filtros, o que
é absolutamente indesejado pois podem acarretar pro-
blemas em grandes cirurgias, como cardíacas e renais.

Ainda que tenham sido fabricados de acordo com
as Boas Práticas de Fabricação, alguns produtos po-
dem em função de más condições de transporte e ar-
mazenamento (já nos hospitais) apresentar proble-
mas de crescimento microbiano em decorrência da
quebra da biobarreira anteriormente mencionada,
além do problema da efetiva vedação dos frascos
plásticos na hora do enchimento, situações que po-
dem explicar o fato de que num mesmo lote, terem
sido encontradas amostras com crescimento evidente
e outras em condições de esterilidade adequadas. Es-
tas observações corroboram com o fato de que as
embalagens plásticas apresentam limitações impor-
tantes em relação à embalagem de vidro ainda que
sobre a primeira haja o aspecto financeiro favorável.

Observando-se os dados da tabela 2 verificamos
que as soluções glicosadas (a.b e d) apresentam
maior índice de amostras impróprias ao consumo
(58,9%, em relação ao total de reprovações) sendo
importante aqui considerar além do problema da em-
balagem plástica utilizada, a própria natureza dessas
soluções que apresentam condições bastante fa-
voráveis ao desenvolvimento microbiano. Essas
soluções são as que apresentam maior número de
amostras com crescimento evidente de fungos e leve-
duras em alguns frascos e amostras estéreis em fras-
cos de mesmo lote.

Outro índice bastante elevado de contaminação
ocorre nas soluções de nutrição parenteral (21,4%
em relação ao total de reprovações). É importante
ressaltar que a maioria dessas soluções são produzi-
das nas Farmácias Hospitalares, com composição
bastante complexa e variável (para atender às neces-
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sidades específicas dos pacientes) com alta porcenta-
gem de glicose, aminoácidos, sais de sódio, potássio
e magnésío, polivitaminas, ácido fólico e oligoele-
mentos. Esta complexidade resulta numa maior difi-
culdade na sua produção por ser necessária área esté-
ril para a fabricação, o que nem sempre é possível
dentro de uma Farmácia Hospitalar. Contudo é im-
portante que a Farmácia Hospitalar tenha condições
de prepará-Ias de acordo com as Boas Práticas de
Fabricação para que possa atender assim, à demanda
com alto grau de individualização da prescrição, que
as soluções de nutrição parenteral apresentam.

A maioria dessas soluções são de uso pediátrico e
tem sido muito frequente o aparecimento de proble-
mas em crianças hospitalizadas, principalmente re-
cém-nascidos, que fazem uso desta medicação.

Com relação aos produtos industrializados nota-se
que nos últimos anos os Laboratórios Farmacêuticos
passaram a se preocupar com o ponto crítico das
indústrias que é a área de preparação das SPGV. Os in-
vestimentos foram grandes no sentido de se enquadra-

rem dentro das boas práticas de fabricação, o que tem
acarretado melhoras sensíveis na qualidade do produto.

É importante também considerar o período
mínimo de estocagem de 30 dias em condições nor-
mais e a 20°e. Após esse período, novos controles de
esterilidade devem ser efetuados antes desses produ-
tos serem liberados para a venda. Cuidados com o
transporte, acompanhamento da estocagem do pro-
duto nos almoxarifados hospitalares observando se
não ocorre empilhamento excessivo dos frascos são
práticas que asseguram a qualidade do produto até o
momento do uso no paciente.

No entanto os problemas oriundos das embalagens,
transportes e armazenamento continuam. Existem la-
boratórios que mantém fiscalização na armazenagem
de seus produtos mesmo depois de colocados no almox-
arifado do hospital, mostrando preocupação com a
qualidade com que o produto chega ao paciente.

As indústrias menores têm muito mais dificuldades,
obviamente por problemas de ordem financeira.

RIALA6/769

NOVO, O.F. and AURICCHIO, M.T. - Control of sterility in great volume parenteral
solutions used in hospitais in the city of São Paulo Rev. Inst. Adolfo Lutz;
54(2): 97-101, 1994.

ABSTRACT: This surveillance intend to show up the conditions of sterility from
comercially prepared great volume parenteral solutions used in hospitais to keep and restore
the volume and composition of the body fluids to normal. An amount of 582 samples
manufactured at industries and at hospital pharmacies were analise from 1989 to 1993. The
results had shown 9,62% of the total samples didn't meet the requirements of sterility and
within the same batch different samples gave different results concerning sterility.
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RESUMO: Foram analisadas 146 amostras de embalagens utilizadas no
acondicionamento de águas minerais, no período de 1983 a 1993, segundo os testes contidos
nas Resoluções 13nS e 4Sn7 da legislação brasileira. Constatou-se que todas as amostras
analisadas segundo a Resolução 4Sn7 foram aprovadas, enquanto que, quando avaliadas
conforme a Resolução 13nS, 15% foram condenadas. Destas, o material com maior índice de
rejeição foi o poliestireno. Sugere-se neste trabalho que sejam mantidos, os testes específicos
previstos na Resolução 13nS que não constam dos regulamentos técnicos do MERCOSUL.

DESCRITORES: embalagens para águas minerais. Características organoléticas.
Migração total de substâncias orgânicas, minerais. Penneabilidade.

INTRODUÇÃO

Água mineral natural pode ser definida como
uma água de origem profunda, de fonte natural ou ar-
tificialmente captada, não sujeita à influência de
águas superficiais". Deve ser também uma água bac-
teriologicamente sadia, muitas vezes apresentando
propriedades medicinais, rica em oligoelementos,
com composição química ou propriedades físico-
químicos distintas das águas comuns", Face a esta di-
versidade de composição química e a fim de preser-
var as suas propriedades, tornou-se necessário exigir
dos materiais em contato com água mineral, critérios
de qualidade indiscutíveis!". Segundo o artigo 4.2.3
da Resolução 25/76, que estabelece padrões de iden-
tidade e qualidade para as águas mineirais e água
natural da fonte, as águas minerais, quando envasa-
das, devem apresentar composição química sensivel-
mente idêntica à indicada para a água emergente da
fonte correspondente'',

Estas características especiars fazem com que
no Brasil os materiais que entram em contato com
águas minerais estejam sujeitos a duas regulamen-
tações, no que concerne à suas embalagens: a Re-
solução 45/77 8, que estabelece critérios para ava-
liação da adequação de embalagens para alimentos,
através da determinação da migração global, arsê-
nio e metais pesados no resíduo das provas de
cessão e verificação das características organoléti-
cas dos solventes utilizados nos testes, e a Reso-
lução 13/757, que dispõe sobre o acondicionamento
de águas minerais ou de mesa, que deverão aten-
der, além dos testes previstos na Resolução 45/77,
às seguintes exigências específicas: não alterar as
características organoléticas, físicas, físico-
qumucas, microbiológicas e farmacodinâmicas
próprias da água mineral, semelhantes as de legis-
lações ínternacíonaís'-". Existe portanto, uma preo-
cupação maior no controle destas embalagens,
quando comparado com as de alimentos.

* Realizado na Seção de Plásticos, Vernizes e Outros Materiais de Embalagem do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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A grande maiona da água mineral comerciali-
zada em nosso país é embalada em material
plástico, tanto flexível (sacos plásticos) quando
rígido (garrafas, bombonas, copos). No grupo das
embalagens rígidas estão também incluídos os ma-
teriais usados na elaboração de elementos de
vedação (selos de alumínio com película plástica,
tampas plásticas), que em geral são confeccionados
com materias diferentes daqueles usados na fabri-
cação do corpo e que, portanto, devem ser cuida-
dosamente selecionados e sofrer o mesmo controle
que o recipiente.

Os materias mais utilizados na fabricação de em-
balagens rígidas para água mineral são: o policIoreto
de vinila, poliestireno, polipropileno, polietileno de
alta densidade para frascos e bombonas e polietileno
de baixa densidade para tampas e filmes. Na elabo-
ração de filmes plásticos laminados a folhas são nor-
malmente usados os mesmos materiais, conveniente-
mente processados. Plásticos suscetíveis de formar
filmes com boas qualidades químicas, aplicados so-
bre folhas de alumínio, papel, papelão ou cartolina,
também são empregados.

Qualquer água acondicionada está sujeita a sofrer
alterações nas suas características físico-químicas e
organoléticas por efeito dos materiais de embalagem.
Os plásticos podem ceder elementos de sua formu-
lação para a água, sendo que alguns destes apresen-
tam toxicidade e devem ser controlados, enquanto
que outros elementos, apesar de isentos de qualquer
efeito tóxico, alteram o odor e sabor da água, poden-
do ser imperceptíveis no caso de embalagens para al-
imentos, devido aos odores e sabores característicos
dos mesmos'ê.

No Brasil, o consumo estimado de água mine-
ral em 1989 foi de 800 milhões de litros por ano
(5 litros/habitante), com um crescimento anual de
4%!5. Em 1991, o consumo cresceu para 1,016
bilhões de litros". Estes dados sugerem que, ape-
sar da situação econômica que o país vem enfren-
tando, o setor de águas minerais vem aumentando
sua produção.

Considerando que uma das razões do aumento no
consumo de água mineral se deve à presença de odor
e sabor nas águas de abastecimento, que nem sempre
estão dentro dos limites de tolerância, torna-se mais
importante o controle das características organoléti-
cas nas águas míneraís'",

Existem controvérsias na legislação européia,
brasileira e argentina! quanto ao tipo de controle efe-
tuado em embalagens para água mineral. Na
França':' e na Bélgica", além dos testes exigidos para
embalagens de alimentos, faz-se o controle de per-
meabilidade a gases e a componentes odoríferos, mi-
crobiológio, de substâncias orgânicas alheias à com-
posição da água e de elementos minerais.

No Brasil também são efetuados estes testes, cons-
tando o de determinação da permeabilidade da emba-
lagem no projeto de norma da Associação Brasileira
de Normas Técnicas - ABNT2, com o intuito de verifi-
car a passagem de gases e vapores, através da espessu-
ra da parede, além da metodologia utilizada pela Com-
panhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental -
CETESB 10.11 , que visa verificar a quantidade de
substâncias orgânicas e minerais passíveis de migrar
da embalagem para a água mineral, alterando deste
modo suas características próprias.

A Argentina, entretanto, não possui uma legis-
lação específica para o controle de embalagens de
águas minerais.

Os regulamentos técnicos MERCOSUV da área
de embalagens, atualmente em discussão e que pas-
sarão a vigorar em janeiro de 1995, em substituição à
legislação brasileira, não fazem distinção entre emba-
lagens para alimentos e para água mineral, não preven-
do portanto testes complementares para as mesmas.

O objetivo do presente trabalho é fazer um controle
da adequação das embalagens para água mineral na
última década, verificando-se a importância de manter
os testes específicos previstos na Resolução 13/75.

MATERIAL E MÉTODO

No período compreendido entre 1983 e 1993, 146
amostras de embalagens e seus acessórios utilizadas
no acondicionamento de águas minerais e de mesa
foram encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz por
fabricantes, consumidores e órgãos de fiscalização, a
fim de serem submetidas à análise de orientação, fis-
cal e prévia para registro do produto no Ministério
da Saúde.

Estas amostras correspondem à maioria das em-
balagens para este tipo de finalidade, cornercializa-
das em todo território nacional, e se encontram des-
critas na tabela I, de acordo com o tipo de material
empregado em sua fabricação e quanto à sua forma
de apresentação. Alguns materiais não citados sepa-
radamente na tabela 1 e que também são utilizados
no acondicionamento de água mineral foram agrupa-
dos como outros, e se referem a: polietileno e co-
poIímeros de etileno e acetato de vinila, alumínio e
verniz termosselante, poliéster e policarbonato.

Os parâmetros avaliados constam da legislação
brasileira, nas Resoluções 13/75 e 45/77, estando a
metodologia descrita no Livro de Normas Analíticas
do Instituto Adolfo Lutz'>,

.No caso de embalagens pigmentadas, foram
analisados os pigmentos ou corantes separada-
mente, para a verificação da presença de arsênio e
metais pesados".
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TABELA I

Número de amostras analisadas, de acordo com o tipo de
material empregado e sua forma de apresentação.

Tipo de material

Apresentação PVC PS PET PP PE Outros Total

Garrafas 26 2 11 8 47
Bombonas 7 4 5 1 17
Tampa 2 3 18 2 25
Vedante 8 8
Laminado
para tampa 1 5 8
Saco 8 9
Reservatório 1 2 4
Copo 18 - 9 1 28
Total 44 19 2 29 41 11 146

PVC - POLICLORETO DE VINILA
PS - POLIESTIRENO
PET - POLIETIRENO TEREFT ALA TO
PP - POLIPROPILENO
PE - POLIETILENO
OUTROS - POLIETILENO E COPOLÍMERO DE ETILE-

NO E ACETATO DE VINILA ALUMÍNIO E
VERNIZ TERMOSSELANTE
POLIÉSTER
POLICARBONATO

RESULTADOS

Os resultados obtidos encontram-se relacionados
na tabela 2. Note-se que algumas amostras foram re-
jeitadas por mais de um parâmetro analítico.

A tabela 3 correlaciona o número e a porcenta-
gem de amostras aprovadas no período de estudo.

No caso da determinação da migração total de
substâncias orgânicas, o maior valor obtido foi de
9,9 mg/l, sendo que a Resolução 13/75 permite até
0,3 mg/l. Da mesma forma, foi encontrado um valor
de 22,8 mgll, na determinação da migração total de
substâncias minerais, quando o valor máximo tolera-
do nesta mesma Resolução é de 15 mg/l.

Os pigmentos e corantes utilizados neste tipo de
embalagem foram também analisados e apresenta-
ram teores de arsênio, chumbo e cádmio dentro dos
limites previstos pela legislação atual.

DISCUSSÃO

Todas as embalagens analisadas, quando submeti-
das aos testes da Resolução 45/77 foram aprovadas,
enquanto que 15% das amostras apresentaram-se em

TABELA 2

Comparação dos resultados dos diversos materiais de embalagem utilizados no acondicionamento de águas minerais quando
submetidas à análise pelos métodos das Resoluções 45177 e 13/75

Tipo Número Resolução 45177 Resolução 13175
de de
Material amostras Características Migração total de

analisadas Organoléticas substâncias

Odor Cor Alteração Resíduo Arsênio Metais Total Odor Cor Sabor Minerais Orgânicas Permeab. Total
amostra pesados ao fenol

AC AC A C A C A C A C AC AC AC AC A C A C A C A C

PVC 44 44 44- 44 44 44 - 44 44- 444 44 41 44 40 4 44 37 7
PS 19 19 - 19 - 19 19 19 19 19 - 18 I 19 19 - 19 13 6 19 12 7
PET 2 2 - 2 - 2 2 2 2 2 - 2 2 2 2 2 2 2 -
PP 29 29 29 - 29 29 - 29 - 29 29 - 29 29 29 29 26 3 29 26 3
PE 41 41 41 - 41 41 41 - 41 41 - 40 41 40 I 41 39 2 41 39 2
Outros 10 10- 10- 10 10 10 - 10 10- 9 10 8 2 10 7 3 10 7 3

A - Aprovados C - Condenados

TABELA 3

Porcentagem de aprovação de embalagens para águas minerais no período de 1983 a 1993.

Ano

1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993

Número de amostras
analisadas 14 6 3 13 32 19 2 12 11 17 17

Porcentagem de
aprovação 86 67 100 77 88 84 100 100 100 65 82
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desacordo nos testes realizados segundo a Resolução
13175.O que por um lado se explica, uma vez que a
Resolução 45177 prevê um contato de 10 dias da em-
balagem com a água a uma temperatura de 40°C, en-
quanto que a Resolução 13175 e o Livro de Normas
Analíticas do Instituto Adolfo Lutz!" estipulam um
período de 30 dias de contato a 45°C, que mais se
aproxima das condições reais de USo,além da diver-
sidade de técnicas empregadas nas duas legislações.
Também merece destaque a disparidade de resulta-
dos nos testes de odor efetuados pelas duas reso-
luções, como pode-se constatar na tabela 2

Das amostras em desacordo, 82% foram repro-
vadas pelo teste de migração total de substâncias
orgânicas, teste este importante pois dá uma indi-
cação da quantidade de substâncias passíveis de al-
terar as características organoléticas da água. A
maioria das amostras condenadas apresentou va-
lores significativos com relação ao limite máximo
permitido. Quanto à migração de substâncias mine-
rais, apenas uma amostra de selo de alumínio com
verniz termosselante se apresentou acima do limite
tolerado, provavelmente devido à imperfeições no
verniz, que ocasionaram uma migração maior de
alumínio.

A aprovação total dos corantes e pigmentos se
deve à pouca diversidade de produtos utilizados na
coloração deste tipo de embalagem, sendo que geral-
mente os mesmos não contém sais de metais pesados
em sua formulação.

De 1989 a 1991, a qualidade das embalagens de
água mineral, com relação aos parâmetros verifica-
dos foi excelente, com 100% de aprovação neste
período. Esperava-se que com estes resultados a
qualidade se mantivesse constante nos anos posterio-
res, fato esse que não ocorreu com um decréscimo na
porcentagem de aprovação (65%) em 1992 e um au-
mento em 1993 (82%). Modificações no processo de
fabricação, alterações nos tipos de aditivos utilizados
para diminuição de custos, embalagens alternativas,
como também a entrada no mercado de novos for-
necedores podem ser responsabilizados por esta que-
da na qualidade.

Os dados contidos na tabela 3 mostram a necessi-
dade de se manter um controle periódico neste tipo
de embalagem. Verifica-se também nesta tabela que

não existe um controle sistemático de embalagens
para água mineral nem pela fiscalização nem pelos
fabricantes, pois o número de amostras analisadas
anualmente varia muito, sendo necessária uma pro-
gramação através dos órgãos de fiscalização para sa-
nar esta deficiência.

Dos tipos de materias plásticos analisados, o que
apresentouomaior índice de rejeição foi o poliestireno
(63,16%), devido provavelmente à migração do
monômero de estireno. Enfatiza-se que deve existir
um controle de monômero residual em embalagens
elaboradas com este tipo de polímero. O polietileno, o
polipropileno, o policloreto de vinila e o polietileno te-
reftalato apresentaram boa porcentagem de aprovação
(95,12; 89,66; 84,10 e 100,respectivamente).

CONCLUSÕES

O padrão de qualidade das embalagens analisadas
não variou muito durante o período de estudo, apesar
de um decréscimo nos dois últimos anos.

Este trabalho procurou demonstrar a necessidade
de manter os testes adicionais previstos na Reso-
lução 13175, tanto no aspecto de Saúde Pública
quanto de controle de qualidade industrial. Do pon-
to de vista de Saúde Pública, verificando a mi-
gração de componentes tóxicos, orgânicos ou mine-
rais, e a permeabilidade a componentes nocivos à
saúde. Do ponto de vista de controle de qualidade
industrial, avaliando, além dos ítens acima citados,
as possíveis alterações organoléticas que, mesmo
sem risco ao consumidor, comprometem a quali-
dade da água embalada.

Portanto, deve-se considerar, no âmbito do MER-
COSUL, uma diferenciação entre embalagens de ali-
mentos e de água mineral, para que não se perca em
qualidade de controle quando da substituição da le-
gislação atual pelos regulamentos técnicos do Grupo
Mercado Comum.

Recomenda-se, também, efetuar uma revisao e
atualização nos parâmetros avaliados, com ênfase na
determinação de migrações específicas de
monômeros e aditivos de interesse em Saúde
Pública, bem como definir mecanismos para uma
avaliação periódica deste tipo de embalagem.
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V.H.M. - Mineral water packaging: quality control and metodology avaluation. Rev.
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ABSTRACT: 146 samples for mineral water packaging were analysed for the period
1983-1993, by according tests from two brazilian legislations: the Res. 4Sn7 that fix stan-
dards tests to value the quality of food packaging and the Res. 13nS that fix specific tests
for mineral water packaging. Ali samples tested by one of them (Res. 4Sn7) were approved
and 15% of samples were in desagreement by the tests from the other one (Res. \3n5). The
plastic material with more insatisfactory conditions were polystyrene. The purpose of this
work is include the specific tests from 13n5legislation in MERCOSUL laws.

DESCRIPTORS: Mineral water packaging, determinations. Sensory perceptions. Total
migration of organics and mineral substances and permeability.
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RESUMO: Para avaliar o valor calórico de chocolates dietéticos disponíveis no
comércio, foram analisados 15 produtos convencionais e 15 dietéticos, através da
composição centesimal (protídios, lipídios e glicídios). Os métodos analíticos utilizados estão
descritos nas Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz. Os valores encontrados variaram
de 506 a 549 kcal/lOOg, para os chocolates convencionais, e de 503 a 615 kcaIlIOOg, para
os dietéticos. Dos resultados obtidos, concluiu-se que o valor calórico de chocolates
dietéticos é significativamente superior aos dos chocolates convencionais e o consumidor
deve ser alertado para esse fato, pois estes alimentos não são adequados para as pessoas que
estão sob regime de emagrecimento.

DESCRITORES: Valor calõrico dos chocolates, determinação; chocolates dietéticos.
determinação do valor calórico; composição centesimal.

INTRODUÇÃO

Dentre os alimentos dietéticos, os chocolates são
amplamente consumidos tanto por pessoas portado-
ras de diabetes, como por aquelas que estão em re-
gime de emagrecimento. Muitas vezes a população
consumidora não está consciente do alimento dietéti-
co que está ingerindo, pois pela definição da legis-
lação em vigor, nem sempre significa tratar-se de ali-
mento de baixa caloria 1•

Nos últimos anos, houve uma grande expansão
no mercado de alimentos dietéticos, onde as
indústrias nacionais lançaram diversos produtos para
atender à demanda da população que necessita de
dieta especial e que anteriormente só tinha acesso
aos produtos importados. Diante deste universo de
alimentos dietéticos, o consumidor, na maioria das
vezes, não está suficientemente informado a respeito
do produto que está adquirindo, talvez por não ler a
rotulagem ou por não entender os dizeres nela conti-

dos. Na rotulagem dos alimentos dietéticos é obri-
gatório constar, entre outros dizeres, a finalidade do
produto e a declaração do seu valor calõríco'. Entre-
tanto, todos estes dados são irrelevantes se o consu-
midor não tiver em mente que as informações explic-
itadas no rótulo são dirigidas a ele.

Os chocolates dietéticos são especialmente
elaborados e formulados, substituindo, adicionando
ou suprimindo, parcial ou totalmente, um ou mais
de seus componentes, de forma que sua composição
atenda às necessidades dietéticas específicas de
pessoas com exigências metabólicas, fisiológicas ou
físicas particulares. Em comparação com os produ-
tos convencionais, nos chocolates dietéticos há
substituição do açúcar (sacarose) por edulcorantes
permitidos no Brasil, tais como aspartame, sacarina,
ciclamato, steveosídio, sorbitol, manitol, acesulfame
K3.4 e adição de maior proporção de manteiga de
cacau e leite, e, conseqüentemente, aumento do teor
de lipídios e protídios.

* Realizado na Seção de Doces e Amiláceos da Divisão de Bromatologia e Química do Instituto Adolfo Lutz
** Do Instituto Adolfo Lutz
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Fundamentados na necessidade de esclarecer aos
usuários de alimentos dietéticos, principalmente os
que os utilizam em dieta de emagrecimento, e por
desconhecerem, a nível nacional, a existência de pes-
quisa semelhante, os autores se propuseram a avaliar
o valor calórico de chocolates dietéticos disponíveis
em nosso comércio.

MATERIAL E MÉTODO

Material

Foram analisados 15 chocolates convencionais e
15 dietéticos, de diferentes marcas de fabricação na-
cional, disponíveis no comércio da cidade de São
Paulo.

Métodos

A determinação de protídios, lipídios e
glicídios, foi efetuada segundo os métodos oficiais,
constantes das "Normas Analíticas do Instituto
Adolfo Lutz'",

O valor calórico de cada amostra analisada foi
calculado utilizando-se os fatores de conversão
tradicionais, ou seja: protídios (4kcaIlg), lipídios
(9kcaIlg) e carboidratos (4kcaIlg).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os teores de lipídios, protídios e glicídios e os va-
lores calóricos calculados para os chocolates conven-
cionais e dietéticos, estão expressos nas tabelas
abaixo:

TABELA 1

Composição centesimal e valor calórico de
chocolates convencionais

Amostra Lipídio Protídios Carboidratos Valor calórico
n° (%) (%) (%) (Kcall1 oog)

I 30,55 7,92 57,56 537
2 28,96 7,84 59,28 529
3 30,86 7,67 57,92 541
4 33,86 6,16 53,90 546
5 31,61 5,64 59,20 543
6 30,74 8,35 55,42 532
7 32,46 6,16 57,95 549
8 30,91 8,35 56,49 537
9 29,26 6,95 59,06 527
10 30,28 6,78 57,19 528
11 28,29 7,48 58,71 520
12 30,44 6,84 57,74 536
13 30,29 6,89 59,44 538
14 30,57 6,65 59,59 540
15 28,20 5,81 57,36 506
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TABELA 2

Composição centesimal e valor calórico de
chocolates dietéticos

Amostra Lipídios Protídios Carboidratos Valor calórico
n° (%) (%) (%) (Kcall1oog)

1 43,73 19,17 19,56 548
2 43,73 9,09 14,06 486
3 37,00 5,82 17,14 424
4 47,10 22,05 7,48 542
5 48,62 10,80 14,56 539
6 52,65 12,25 17,50 593
7 53,37 9,94 10,90 564
8 30,92 17,63 34,60 487
9 35,19 10,28 20,91 442
10 47,10 22,05 7,48 542
11 52,61 12,16 18,74 597
12 55,11 12,51 17,30 615
13 45,12 9,76 14,48 503
14 55,77 10,60 13,51 562
15 43,73 9,09 14,06 486

GRÁFICO 1

Composição Centesimal- Média de Valores
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Os resultados apresentados nos gráficos 1 e 2
referem-se à média de valores encontrada nos
chocolates convencionais e nos chocolates dietéti-
coso Os valores calóricos variaram de 506 a 549
kcalllOO g para os chocolates convencionais e
de 503 a 615 kcal/lOO g para os chocolates
dietéticos.

Nos chocolates dietéticos deve-se ainda con-
siderar um acréscimo de 50 kcal/lOO g prove-
nientes de sorbitol e manitol adicionados à amos-
tra, que fornece 2,4 Kcal/g6• O sorbitol e manitol
não foram quantificados e computados na compo-
sição centesimal dos produtos analisados neste
trabalho.

A explicação para os valores encontrados funda-
menta-se no fato de que nos chocolates dietéticos há
adição de maior quantidade de manteiga de cacau e

leite, consequentemente um aumento do valor de
lipídios e protídios.

CONCLUSÕES

De maneira geral, os chocolates dietéticos comer-
cializados têm valor calórico superior aos chocolates
convencionais.

Os consumidores devem ser conscientizados da
importância da rotulagem dos produtos e, no caso de
dúvidas sobre as informações nela contidas, devem
consultar os Órgãos de Proteção ao Consumidor e os
Serviços de Vigilância Sanitária.

Chocolates dietéticos são indicados para diabéti-
cos, pela substituição do açúcar (sacarose) e contra
indicados para regimes de emagrecimento, pelo seu
alto valor calórico.

RIALA6/771

ABREU, R.W.; OLIVEIRA, I.R. & ZENEBON, O - Caloric value of dietetic chocolate
evaluation. Rev. Inst. Adoifo Lutz; 54(2): 107-9, 1994.

ABSTRACTS: 15 samples of conventional chocolate and 15 samples of dietetic
chocolate sold in São Paulo city, Brazil, were analysed for protein, lipid and glydic contents,
to determine their caloric values. The authors concluded that the caloric value of dietetic
chocolate were above the conventional chocolate grade. As a conclusion, the consumer must
be awared for these foods are not adequate to fat regime persons.
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sonchifolia L., Sonchus asper (L.) Hill e Taraxacum officinale Weber - exame
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RESUMO: Foram morfo-histologicamente descritas as folhas de três especres de
compostas de interesse medicinal e/ou alimentar: Emitia sonchifolia L., Sonchus asper (L.)
Hill e Taraxacum officinale Weber. O estudo foi desenvolvido de forma comparativa,
visando a distinção das espécies mesmo quando empregadas em mistura ou em substituições
entre si (fraude). Dimensões relativas das células epidérmicas, distribuição de estômatos,
ocorrência de estômatos geminados e tubos de látex, foram algumas das características
histológicas destacadas como de importância diagnóstica para a identificação das espécies
quando cornercializadas (tecnologicamente processadas, fragmentadas, trituradas, etc).

DESCRITORES: Emitia sonchifolia L., Sonchus asper (L.) Hill, Taraxacum officinale
Weber, serralha, serralhinha, dente-de-leão, vitiligo, antí-vitiligo.

INTRODUÇÃO

Diversos vegetais cosmopolitas da família Astera-
ceae (ou Compositae) popularmente designados ser-
ralha, são comestíveis e medicinais, de sabor amargo,
tônicos para o estômago, adstringentes, anti-diarréicos
e anti-térmicos: Sonchus oleraceus L.; Sonchus asper
(L.) Hill; Sonchus arvensis L.; Silybum marianum L.;
Taraxacum sp; Emilia sonchifolia D.C., etcI,2,?,I3,J7,

Às espécies do gênero Sonchus é atribuída ativi-
dade antí-vitiligo, moléstia dermatológica de péssi-
mos efeitos psicológicos, que não tem cura no
âmbito da química farmacêutica até os dias de hoje?

O presente trabalho tem por objetivo fornecer da-
dos para exame microscópico de três espécies de ser-
ralhas, com vistas ao seu reconhecimento quando co-
mercializadas (formas trituradas, pulverizadas,
submetidas à ação do calor, etc). Indiretamente tam-
bém fornecemos subsídios à identificação do vege-

tal para posteriores estudos farmacológicos e toxi-
cológicos. São aqui estudadas as seguintes espécies:
Emilia sonchifolia L. (serralhinha), Sonchus asper
(L.) Hill (serralha de espinho) e Taraxacum offici-
nale Weber (dente-de-leão).

Emilia sonchifolia L. é espécie rica em flavonóides,
ácidos fenólicos, esteróides e terpenõídes'<".

Taraxacum officinale Weber apresenta teores
apreciáveis de triterpenóides, vitamina A, esteróides,
aminoácidos, açúcares e minerais3,6.8,IO.A espécie é
pobre em vitamina C e contém menos ácido oxálico
do que o espínafreê-'", O taraxasterol ou taraxasterina
é um álcool triterpênico idêntico à antesterina de
Anthemis nobilis e ao alfa-lactucerol encontrado no
látex de Lactuca virosa, Cichorium intybus e Son-
chus asper L.3,I6. Há estudos acerca da anatomia fo-
liar e radicular de Taraxacum officinale Weber2.4,8,
porém as informações ou são incompletas e sem fi-
guras, ou não objetivam a finalidade diagnóstica.

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do IAL, Capital, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz
*** Da Faculdade de Ciências Farmacêuticas (USP).
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MATERIAL E MÉTODO

As espécies foram coletadas nos jardins do Insti-
tuto Adolfo Lutz, nesta Capital, tendo sido identifi-
cadas pelos autores".

Foram efetuados cortes anatõmicos a mão
livre, obtidos com auxílio de lâmina de barbear e
medula de sabugueiro como suporte. Os fragmen-
tos assim obtidos foram submetidos a descolo-
ração em solução de hipoclorito de sódio 10% e
coloração com solução de lugol e/ou solução de
floroglucina clorídrica 20%. Foram empregados
microscópio óptico, câmara clara e régua micro-
métrica.

RESULTADOS

Exame morfológico

A folha de Sonchus asper (L.) HilI é pinatiparti-
da, auriculada e amplexicante como a de Sonchus
oleraceus L., descrita em trabalho anterior". Uma
vez destacadas do caule, somente podem ser diferen-
ciadas pelos bordos, que são mais fortemente dentea-

12 em

D

A - Sonchus oleraceus L. (serralha)
B - Sonchus asper (L.) Hill (serralha de espinho)
C - Taraxacum officinale Weber (dente-de-leão)
D - Emilia sonchifolia L. (serralhinha)

FIGURA 1

Serralhas brasileiras - folhas

dos na primeira espécie (Figura l-A e Figura l-E). O
caule de Sochus asper (L.) HilI não apresenta ramifi-
cações ao passo que o caule de Sonchus oleraceus L.
é ramificado.

Taraxacum officinale Weber é erva acaule, com
folhas fortemente recortadas ou em forma de
espátula (Figura l-C). Suas folhas são sésseis,
atenuadas em pecíolo, diferentes das folhas am-
plexicantes de Sonchus sp e de Emitia sonchifolia
L. A nervura central da folha de Taraxacum offici-
nale Weber é bem larga e proeminente no terço
médio inferior, estreitando-se em direção ao ápice
(Figura l-C).

As folhas de Emilia sonchifolia L. são menores
relativamente às de Sonchus sp e às de Taraxacum
officinale Weber. São cordiformes ou elípticas, com
ápice acuminado ou obtuso, margem denteada e base
amplexicante. Como em Sonchus sp, a disposição
das folhas é alternada.

Exame microscópico

Sonchus asper (L.) HilI (serralha, serralha-
espinhenta)13.

A - Epiderme superior
B - Epiderme inferior
C - Limbo foliar (corte transversal) - ep. sup. = epiderme
superior; t. Ix. = tubo de látex; ep. inf. = epiderme inferi-
or; est. = estômato.

FIGURA 2

Sonchus asper (L.) Hill (serralha espinhenta)
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Observadas em secção paradérmica, as epi-
dermes foliares de Sonchus asper (L.) Hill são
constituídas de células de contorno sinuoso, com
estômatos anomocíticos restritos à epiderme inferi-
or (Figura 2-A e Figura 2-B). Observadas em corte
transversal, as células da epiderme superior são ra-
dialmente alongadas e bem maiores do que as célu-
las da epiderme inferior, que são periclinalmente
alongadas (Figura 2-C). O mesofilo é homogêneo
lacunoso, apresentando tubos de látex articulados
que percorrem a estrutura na mesma direção dos
vasos. Os feixes vasculares são colaterais abertos e
não há inclusões celulares.

A nervura central é plano-convexa, alargada na
base e estreitando-se em direção ao ápice, onde se
apresenta bi-convexa, Há um feixe vascular central e
dois pequenos feixes que o flanqueiam. Há colênqui-
ma discreto, constituído de duas camadas abaixo das
epidermes.

Taraxacum officinale Weber (serralha, dente-de-
leão, dandelion).

Ambas as epidermes foliares de Taraxacum
officinale Weber são estomatíferas, diferenciando-se
pela porcentagem relativa desses estômatos e pelo

A - Epiderme superior
B - Epiderme inferior - est. gemo = estômatos geminados
C - Limbo foliar (corte transversal) - tr. tec. = tricoma tector;
ep. sup. = epiderme superior; ep. inf. =epiderme inferior.

FIGURA 3

Taraxacum ojJicinale Weber (dente-de-leão)
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contorno das paredes celulares: contorno sinuoso na
epiderme inferior e contorno poliédrico na epiderme
superior (Figura 3-A e Figura 3-B).

Os estômatos :são anomocíticos, porém há a
ocorrência singular de estômatos gemi nados (dois
ou três geminados) na epiderme inferior (Figura 3-
B). Observadas em secção transversal, as células
da epiderme superior são ligeiramente maiores do
que as da epiderme inferior, sempre alongadas no
sentido periclinal, em ambos os casos (Figura 3-C).
Tricomas tectores pluricelulares são muito raros,
mas podem ser ocasionalmente observados em
cortes grossos (Figura 3-C). Há tubos de látex rela-
cionados aos feixes vasculares, que são do tipo
colateral aberto.

A nervura central é nítida, sendo proeminente
na face inferior e ligeiramente saliente na face su-
perior. Ela é bem larga nas porções inferiores, es-
treitando-se em direção ao ápice. Ao nível de ner-
vura central, o feixe vascular principal (flanqueado
por dois ou três feixes menores) apresenta feixe
colateral. Em torno dos feixes vasculares ocorrem
fibras peri-vasculares. O colênquima é abundante
no lado inferior (três a cinco camadas) e discreto
no lado superior (duas camadas).

A - Epiderme superior
B - Epiderme inferior
C - Limbo foliar (corte transversal) - ep. sup. = epiderme
superior; ep. inf. = epiderme inferior; est. = estômato.

FIGURA 4

Emilia sonchifolia L. (serralhinha)
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Emilia sonchifolia L. (serralha, serralhínha)".

As epidermes foliares de Emitia sonchifolia L.
são praticamente indistintas, tanto se observadas
frontal como transversalmente seccionadas (Figuras
4-A, 4-B e 4-C). Observadas de face as células epi-
dérmicas têm contorno sinuoso e são guarnecidas de
estômatos anomocíticos (Figuras 4-A e 4-B). O corte
transversal do limbo foliar revela mesofilo do tipo
homogêneo lacunoso (Figura 4-C) e células epidér-
micas alongadas no sentido periclinal,

A nervura central é plano-convexa, apresentando
três feixes vasculares do tipo colateral ou bicolateral.
A parte convexa (inferior) tem colênquima abaixo da
epiderme. Tubos de látex ocorrem predominante-
mente em tomo dos feixes vasculares, geralmente
próximos ao floema.

DISCUSSÃO

Neste trabalho confirmamos a ocorrência de tu-
bos laticíferos e de estômatos ranunculáceos, previs-
ta por METCALFE & CHALKll como sendo uni-
versal dentro da família. Ressalvamos porém o
registro de estômatos dois ou três geminados que fi-
zemos para a espécie Taraxacum officinale Weber. É
também original a estrutura homogênea que apresen-
ta o mesofilo das espécies estudadas neste trabalho,
uma vez que a família Compositae geralmente tem
mesofilo foliar com simetria dorsíventral!'. Sonchus
oleraceus L.7, espécie estudada em trabalho anterior
pelos mesmos autores? apresenta mesofilo ligeira-
mente dorsiventral. Sonchus oleraceus L. apresenta
pouca diferença entre as dimensões das células da
epiderme superior e as da epiderme inferior. Em

Sonchus asper (L.) Hill, espécie estudada neste tra-
balho, essas dimensões são bem diferentes entre si,
relativamente falando, principalmente se as células
são observadas em corte transversal.

JORGE & FERR07 apresentam desenho da
secção transversal da nervura foliar central de Son-
chus oleraceus L.: "contorno plano-convexo, pre-
sença de três feixes vasculares do tipo colateral, en-
voltos por tubos de látex, e colênquima discreto
localizado sob a epiderme inferior". As espécies
descritas neste trabalho apresentam idêntico tipo de
estrutura para a nervura central.

Diversos autores observaram a ocorrência de
flavonóides entre as espécies aqui estudadas, não ha-
vendo diferenças quali ou quantitativas entre as mes-
mas quanto a esta caracterÍstica4.5.7.12.15.16.

CONCLUSÕES

- Sonchus asper (L.) Hill: Há diferença expressi-
va nas dimensões relativas das células da epi-
derme superior comparadas às da epiderme in-
ferior. Os estômatos são restritos à epiderme
inferior.
Taraxacum officinale Weber: Há presença de
estômatos geminados. Ambas as epidermes foli-
ares são estomáticas.
Emitia sonchifolia L.: As epidermes superior e in-
ferior são praticamente indistintas, tanto se obser-
vadas frontal como radialmente.

As três espécies estudadas apresentam mesofilo
foliar do tipo homogêneo lacunoso e tubos de látex.
É rara a ocorrência de cristais ou de tricomas.
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ABSTRACT: Leaves of three species of Compositae were morpho-histologycal
studied: Emitia sonchifolia L., Sonchus asper (L.) Hill and Taraxacum ojJicinale Weber. The
study was carried out by comparison intending to differentiate the species even when they
were employed in mixture or in frauds by substitution betwen themselves. Relative
dimensions of epidermal cells, occurrence of double or triple stomas and latex ducts were
some of the histologycal characteristics detached as important to the diagnosis of the species
when they were trated (industrializated, strongly triturated, etc).

DESCRIPTORS: Emitia sonchifolia L., Sonchus asper (L.) HilI, Taraxacum ojJicinale
Weber, serralha, serralhinha, tooth of lion, vitiligo, anti-vitiligo,
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RESUMO: A anomalia de Pelger-Huêt é uma alteração leucocitária autossômica
dominante, caracterizada pela segmentação incompleta do núcleo dos neutrófilos e
eosinófilos. A forma heterozigoto em geral é assintomática, com prevalência que varia de
1:1.000 a 1:10.000 pessoas, podendo acometer caucasóides, negróides e orientais. A forma
homozigoto é extremamente rara, algumas vezes letal. Os autores estudaram o sangue
periférico de uma família de dez pessoas, sete portadoras desta anomalia, nas quais os
neutrófilos e eosinófilos apresentaram núcleos com aspecto em "casca de amendoim" e
"óculos" (pince-nez), com cromatina mais densa. No heredograma é ilustrada a distribuição
da anomalia nos indivíduos portadores. O reconhecimento desta anomalia leucocitária nos
hemogramas é importante, pois evita interpretações clínicas errôneas, como o "desvio à
esquerda" por causa infecciosa.

DESCRITORES: Leucócitos. Anomalia de Pelger-Huêt.

INTRODUÇÃO

A anomalia leucocitária de Pelger-Huêt consiste
em uma deficiência no desenvolvimento do núcleo
dos granulócitos, em especial nos neutrófilos e eo-
sinófilos, que apresentam dificuldade na sua segmen-
tação. Foi descrita inicialmente por Pelger em 1928,
que julgava tratar-se de uma manifestação da tuber-
culose e posteriormente por Huêt, em 1931, que
mostrou a característica genética com sua herança
autossômica dominante. A forma heterozigoto é
mais encontrada e em geral é assintomática. É
descrita em caucasóides, negróides e orientais numa
prevalência que varia de 1:1.000 a 1:10.000 pessoas,
dependendo da região estudada3,6.11,12.14.16,17.22.24.No
sangue periférico desses indivíduos encontramos um

aumento significativo do número de neutrófilos bas-
tonetes, cujos núcleos apresentam em sua maioria,
aspecto de "casca de amendoim", com cromatina
mais densa. Os neutrófilos que conseguem segmen-
tar-se, em geral não apresentam mais do que dois lo-
bos, unidos por um denso filamento cromatínico,
dando ao núcleo um aspecto de "óculos" (pince-
nez) 1.6,7,8,9,10.11,12,13,14.15.21.22,24,25.

Uma variante da forma heterozigoto (Stodtmeis-
ter) é caracterizada pela presença de núcleos redon-
dos, com pequena chanfradura, lembrando meta-
mielócitos3.15.17,19,22,24.

A forma homozigoto é rara (1:1.000.000 pes-
soas)I.3,24, algumas vezes letal, podendo apresentar

* Trabalho realizado no Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central.
** Do Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central.
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distúrbios esqueléticos; afetando neutrófilos, eo-
sinófilos, basófilos e megacariócitos1.3,6,IO,lI,18,24.

Os neutrófilos apresentam núcleos, a maioria re-
dondos, com grande densidade cromatínica, número
de grânulos secundários diminuídos e mais grossei-
ros 10,14,16,19,22,24.

Nas síndromes mielodisplásicas, leucemia
mielóide aguda, doenças mieloproliferativas como a
leucemia mielóide crônica e a metaplasia mielóide,
anemia de Fanconi, câncer metastático do osso, in-
fecções crônicas do intestino, mononucleose infec-
ciosa, malária e no uso de medicamentos como col-
chicina, sulfonamida e agentes terapêuticos
mielotóxicos, podemos encontrar bastonetes com as-
pecto pelgeróide (pseudo-Pelger-Huêt) fazendo parte
do quadro hematológico. Entretanto, nessas si-
tuações, essas alterações nucleares frequentemente
são transitórias2,3.4,5,9,II,12,14,15,16,20,21,24,25.

O objetivo deste trabalho é apresentar o estudo
morfológico dos granulócitos e o heredograma obti-
dos de uma família portadora desta anomalia, além
de salientar a importância do diagnóstico diferencial
desta alteração leucocitária, com o "desvio à esquer-
da" por causa infecciosa.

MATERIAIS E MÉTODOS

Este trabalho originou-se de um caso isolado
de uma senhora de 66 anos, funcionária do Insti-
tuto Adolfo Lutz, com quadro infeccioso apa-
rente, cujo hemograma indicava discreta leucope-
nia e bastonetose, sugestiva de anomalia de
Pelger-Huêt. Realizamos então um estudo fami-
liar, onde analisamos amostras de sangue de
mais sete pessoas consanguíneas: duas irmãs,
uma filha, dois netos, uma bisneta e um sobri-
nho. Estudamos também um cunhado e a esposa
de um neto, visa~o obter maior número de in-
formações hematológicas para o heredograma.
Não foi possível obtermos amostras de sangue
do marido da paciente, já falecido e de dois
genros da mesma. Todas as amostras de sangue
foram coletadas em tubos de vidro, sistema a
vácuo, 5 ml, com EDT A e as contagens globais
dos leucócitos foram obtidas em analisador he-
matológico TOA Sysmex CC-I1O.

Os esfregaços de sangue foram corados pelo co-
rante de Leishman e as contagens diferenciais dos
leucócitos realizadas em microscópio óptico co-
mum, com objetiva de imersão.

Construímos um heredograma para melhor visu-
alizar a distribuição da anomalia nos membros da
família.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados das contagens globais e dos dife-
renciais dos leucócitos são apresentados na tabela 1.

TABELA 1

Contagens globais de leucócitos (lmm3) e diferenciais de
leucócitos(%)

n idade sexo leuc/mrnê Diferencial de leucócitos (%)

Bast segm eos basof !inf mon

1 66 F 4.500 30 22 01 43 04
2 76 F 6.700 01 41 01 48 09
3 59 F 6.000 34 08 03 53 02
4 52 M 4.000 01 33 06 49 11
5 44 F 7.400 33 27 06 01 35 08
6 22 M 4.600 17 14 34 01 30 04
7 24 M 8.500 13 29 16 01 33 08
8 21 F 8.000 02 54 06 Ol 34 03
9 23 F 9.500 38 29 06 23 04
10 1 a 10m F 6.800 24 23 06 01 40 06

n 1 = paciente; n 2 = irmã; n 3 = irmã; n 4 = cunhado; n 5 =
filha; n 6 = sobrinho; n 7 = neto; n 8 = esposa do neto; n 9
= neta e n 10 = bisneta.

Consideramos a soma total de bastonetes e seg-
mentados de cada portador como 100%. Calculamos
as variações de cada tipo de neutrófilo e encontra-
mos: Neutrófilos bastonetes: 31 a 81% e Neutrófilos
segmentados: 19 a 69%.

Nos portadores heterozigotos, 35% dos neutrófilos
do sangue periférico são bastonetes, 70 a 90% são seg-
mentados com dois lobos, menos de 10% possuem três
lobos e nenhum apresenta quatro ou mais loboSI5.21.

Apresentamos na página seguinte o heredograma
da família estudada.

A irmã (n 2) não apresentou qualquer sinal da
anomalia, apesar de ser consanguínea. Na herança
mendeliana dominante, com um dos genitores hete-
rozigoto e o outro normal, a probabilidade dos
descendentes de não serem portadores é 50%; com
dois genitores heterozigotos, essa probabilidade cai
para 25%23. O cunhado (n 4) e a esposa do neto (n 8)
da paciente (n 1) não apresentaram sinais da anoma-
lia, pois não eram parentes consanguíneos.

A herança autossômica dominante pode ser vista
no heredograma nas quatro gerações estudadas,
mostrando que cada pessoa afetada possui um geni-
tor também afetado, aparecendo a anomalia em to-
das as gerações.

A anomalia leucocitária de Pelger-Huêt possue a
característica mendeliana autossômica dominante,
com quase 100% de penetrâncíaê-",
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HEREDOGRAMA

ANOMALIA DE PELGER-HuET HERANÇA AUTOSSÔMICA

2 3 4

II

6

10
Fenótipos Genótipos

['enótipos

• Mulher afetada PP IJ Homem portador Pp O Homem normal

() Mulher portadora Pp O Homem não examinado O Mulher normal

• Homem afetado PP O Mulher não examinada O Sexo desconhecido não examinado

Em nosso estudo, dos oito membros consan-
guíneos da família, sete (87,5%) apresentaram a
anomalia leucocitária de Pelger-Huét de forma
heterozigoto (tabela 1 e heredograma), não sendo
possível observarmos a proporção de 1 portador: 1
normalv, devido a amostra estudada ser relativa-
mente pequena.

A: ncutrófilo segmentado, núcleo com u-pccto de "óculos"
(pince-nez).

Os esfregaços sanguíneos desses indivíduos apre-
sentaram bastonetose, com núcleos em "casca de
amendoim" e segmentados com dois lobos unidos por
denso filamento cromatínico em forma de "óculos"
(pince-nez) e cromatina mais densa. Não observamos
neutrófilos com núcleos redondos (Stodtmeister). Ra-
ros neutrófilos apresentaram três lobos. Os eosinófilos

H: ncurroíilos, nuclcos COlIl aspecto de "oculos" (pincc-
nez) e "casca de amendoim".

Fotomicrografias de sangue periférico apresentando células da anomalia de Pelger-Huêt.

FIGURA 1
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C: neutrófilo, núcleo redondo. 1): cosinótilo. núcleo com aspecto de "casca de amendoim".

E: cosinófilo, núcleo redondo, com chantradura, lembrando
metamielócito (Stodtmeister).

FIGURA 1 - Continuação

Fotomicrografias de sangue periférico apresentando células da anomalia de Pelger-Huêt.

apresentaram as mesmas características nucleares que
os neutrófilos, com predomínio da forma bilobulada,
melhor observada nos portadores 6 e 7, que apresenta-
ram eosinofilia mais pronunciada. Os basófilos, por es-
tarem presentes em pequeno número e possuirem
grande quantidade de grânulos metacromáticos gros-
seiros, tiveram sua avaliação nuclear prejudicada.

Pela coloração panóptica de Leishman, os
neutrófilos e eosinófilos do sangue periférico dos
portadores, não apresentaram alterações mor-
fológicas na maturação citoplasmática.

Na figura 1, apresentamos granulócitos encontra-
dos no sangue periférico de portadores da anomalia
de Pelger-Huêt,

As células de Pelger-Huêt possuem função nor-
mal e são capazes de fagocitar microrganis-
mos3,lQ,11,12,17,18,22.

A anomalia em sua forma heterozigota em geral
não tem sintornatologia clínica, sendo considerada
benigna3,7,9,lQ,II,16,17,19.Entretanto, as alterações mor-
fológicas dos neutrófilos e eosinófilos presentes nos

118

esfregaços sanguíneos desses indivíduos, podem pas-
sar despercebidas por laboratorista menos expe-
riente, considerando esta situação como "desvio à es-
querda" devido à bastonetose presente, podendo
ocasionar falsas interpretações clínicas.

O diagnóstico da anomalia de Pelger-Huêt e
consequente estudo familiar são fundamentais, pois a
anomalia não está presente no indivíduo isolada-
mente, mas é de caráter familiar.

CONCLUSÕES

A importância do diagnóstico da anomalia de
Pelger-Huêt é imprescindível, pois pode ser inter-
pretada clínica e laboratorialmente como "desvio à
esquerda". É transmitida por mecanismo genético
autossômico dominante, não apenas do indivíduo
estudado, mas também à sua família. O estudo fa-
miliar se torna necessário para diagnosticar e alertar
aos portadores de que estes possuem uma anomalia
leucocitária benigna, mas que eventualmente pode
ser interpretada erroneamente como reação a um
processo agudo.
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ABSTRACT: The Pelger-Huêt anomaly is a dominant autossomic leukocytary
abnormality, characterized by the incomplete segmentation of nucleus of the neutrophils
and eosinophils. The heterozygous form is in general assyntomatic, with prevalence
ranges from 1:1000 to 1: 10.000, occurring in caucasians, negroes and orientais. The
homozygous form is extremely rare, sometimes 1ethal. The authors are studying the
peripheral blood from ten persons of the same family, which seven carried out this
anomaly of neutrophils and eosinophils with the rod-like or spectacles-like (pince-nez)
nuclei with more condensed chromatin. In the pedigree is illustrated the distribuition of
the anomaly. The identification of this leukocytary anomaly in the blood films is
important to avoid erroneous clinical interpretations, as the left shift, on accouut of
infection cause.

DESCRIPTORS: Leukocytes. Pelger-Huêt anomaly.
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RESUMO: Estudamos os níveis séricos de glicose, HbAlc, alfa2 e beta globulinas em
46 mulheres entre 51 e 70 anos, para observar sua correlação com o perfil Iipídico no
diabetes mellitus não insulino dependente, para tentar estabelecer uma associação entre a
hiperlipemia e o controle glicêmico inadequado. Dentre os parâmetros estudados o colesterol
total, o HDL-colesterol e os triglicérides se correlacionaram positivamente com a glicemia e
as proteínas glicadas nos diabéticas tipo Il, o que pode ressaltar o efeito da hiperglicemia no
metabolismo lipídico. No nosso estudo houve uma diminuição de 20% nos níveis de
HDL-CoI. nas mulheres diabéticas quando comparadas com o grupo controle não diabético.
Este decréscimo se acentua com a obesidade. Estas diabéticas apresentaram um nível pouco
alterado de colesterol total, com média geral de 243 mg/dl com um risco maior para os
problemas cardiovasculares. Observamos também um aumento de 2 vezes a média dos níveis
de triglicérides, quando comparados com a população controle de mesmo sexo, idade e peso
semelhantes.

DESCRlPTORES: Hiperglicemia; hiperlipemia; Diabetes mellitus.

INTRODUÇÃO

o risco de doenças cardiovasculares no diabetes
está aumentado de 2 a 3 vezes, quando comparado
com pessoas não diabéticas de mesma idade e sexo,
podendo haver, ou não a participação de outros fa-
tores de risco como por exemplo fumo e hipertensão
arterial'v-'. O aumento deste risco atinge particular-
mente as mulheres'>.

No estudo de Pramingbam", o risco relativo de
morte por problemas cardiovasculares em diabéticos
versus indivíduos não diabéticos foi de 2,1 para ho-
mens e 4,9 para mulheres.

A maioria dos estudos epidemiológicos, inclui a

* Pesq., Científicas;
** Biologista;
*** T.E.Pesq.Científica do lnst. Adolfo Lutz

maioria dos pacientes não insulina-dependentes (tipo
II), mas um aumento do risco cardiovascular foi tam-
bém observado nos insulino dependentes" e consta-
tou-se que em diabéticos juvenis, insulino depen-
dentes com doenças coronarianas (CHD) a
mortalidade aumentou rapidamente na terceira déca-
da da vida, e aos 55 anos chegou a 35% nos homens
e mulheres':".

Embora o diabetes pareça ser um fator de risco in-
dependente, anomalias no metabolismo lipídico tam-
bém contribuem para um risco cardiovascular maior
nos diabéticos7,8,9,1O,1l. Assim a quantificação do co-
lesterol sérico tem sido um dado importante na aval-
iação do risco nas doenças coronarianas (CHD). Se-
gundo West e colaboradores!', diabéticos com níveis
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de colesterol maiores que 245 mg/dl têm uma mortali-
dade cardiovascular duas vezes maior quando compa-
rada com aqueles que apresentam níveis menores que
180 mg/dl. Em diabéticos com doenças coronarianas
(CHD) há um aumento nas lipoproteínas totais e
LDL-colesterol e uma diminuição do HDL-colesterol
muito mais frequente do que nos diabéticos sem
CHDI2•13. Uma explicação proposta para o aumento
de risco cardiovascular em mulheres diabéticas com-
parado com os homens é o efeito adverso maior nos
níveis de lipídeos e lipoproteínas nas mulheres-",

A prevalência de hiperlipemia em diabéticos não
insulino dependentes é de duas ou três vezes maior
que na população normal". A anomalia mais comum
é a elevação dos níveis de triglicérides plasmáticos,
que ocorre em 10 a 20% dos pacientes com diabetes
tipo Il, Um aumento de 2 vezes na média dos níveis
de triglicérides foi observado em diabéticos tipo II
quando comparados com a população não diabéti-
caI9•20• Este aumento dos níveis de triglicérides
plasmáticos pode ocorrer com as mudanças precoces
no metabolismo da glicose, mesmo quando os in-
divíduos são assintomáticos para o diaberes-'. Outra
anomalia comum nas lipoproteínas de diabéticos não
insulino-dependente é a diminuição dos níveis de
HDL-colesterol cerca de 30% menor do que o grupo
controle não diabético de mesmo sexo e idade; este
decréscimo não é acompanhado na obesidade!", O
efeito do diabetes nos níveis de HDL é maior nas mu-
lheres do que nos homens'V". Os diabéticos tipo II
não apresentam um nível alterado de colesterol total e
a maioria dos estudos não encontram LDL-colesterol
elevado quando comparado com não diabéticos de
mesmo sexo, idade e peso. Poucos estudos têm
examinado o efeito do controle glicêmico do diabéti-
co com os níveis de lipoproteínas, não associando os
ganhos ou perdas de peso e a composição da dieta. A
perda de peso resulta numa melhor tolerância à gli-
cose e numa diminuição dos níveis plasmáticos do
colesterol total, LDL-colesterol e triglicérides e é
difícil determinar se o efeito benéfico nas Iipo-
proteínas se deve ao controle melhor do diabetes ou a
perda de gorduras corporais 22.

Em resumo, as anomalias mais comuns no perfil
lipídico dos diabéticos Tipo II são a elevação do
nível dos triglicerídeos devido ao aumento da VLDL
e o decréscimo de HDL-colesterol. Os triglicérides
elevados geralmente respondem ao controle da hiper-
glicemia enquanto o decréscimo dos níveis de HDL-
colesterol nem sempre ocorre. Perda de peso em pa-
cientes obesos e a insulino terapia são mais efetivos
no aumento dos níveis de HDL-colesterol. A
sulfoniluréia tem um efeito benéfico menor nos
níveis de HDL colesterol e a metaformina pode dimi-
nuir os níveis de LDL-colesterol independente do
seu efeito hípogfícemíanteê'-v,

Pacientes insulina dependentes com um "ótimo"
controle metabólico tem níveis lipídicos similares
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aos controles não diabéticos de mesma idade e
sexo". O efeito do controle com insulina nos níveis
de HDL é variável. Alguns estudos apresentam
níveis de HDL normais em diabéticos tipo I quando
comparados com sujeitos controles'<" e outros con-
sideram as elevações de HDL-colesterol modes-
tas 15.24.25.

Neste trabalho comparamos os resultados obtidos
na determinação de diversos catabólitos plasmáticos
em mulheres diabéticas tipo II (menopausadas) com
um grupo normal correlacionando-as, a fim de res-
saltar a importância do controle metabólico tentando
prevenir os fatores de risco cardiovascular.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 46 amostras de sangue de mu-
lheres diabéticas menopausadas tipo Il (não insulino
dependentes) com idades variando de 51 a 74 anos,
enviadas ao Instituto Adolfo Lutz pelos Centros de
Saúde do ERSA I. Examinamos, também 30 amos-
tras de sangue em mulheres menopausadas não dia-
béticas na mesma faixa etária, consideradas como
normais.

A análise bioquímica obedeceu as seguintes de-
terminações: glicose, método enzimático da Abbott;
glicohemoglobina, método da separação croma-
tográfica em resina de troca iônica da Labtest;
HDL-colesterol total e triglicérides pelo método en-
zimático da Abbott, as proteínas séricas foram se-
paradas por eletroforese em "cellogel", tampão bar-
bital O,OlMpH 8,6 e a quantificação das frações
determinada por densitometria. As proteínas totais
foram determinadas pela clássica reação do biureto,
usando-se como padrão a soro albumina humana
da Sigma.

A análise estatística dos resultados foi efetuada
pelo teste "t" de Studente e o nível de signifícância
estabelecido em 5%.

RESULTADOS

Os resultados obtidos (m±d.p.) das análises bio-
químicas efetuadas nos grupos controle (N) e diabé-
ticos (D), assim como a anáise estatística encontram-
se na Tabela 1. Na Tabela 2 encontramos os dife-
rentes coeficientes de correlação entre as diversas
determinações bioquímicas.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

O tratamento dos pacientes diabéticos tipo II tem
efeitos variáveis nas anomalias das lipoproteínas de-
pendendo se os pacienetes são obesos ou não, se per-
dem peso durante o controle e se o tratamento inicial
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TABELA I

Valores séricos médios obtidos nas análises bioquímicas efetuadas em menopausadas normais (n=30) e diabéticas (n=46).

Glicose HbAlc Colest. HDL-Col. Triglic. P.T. Alfa2G' Beta Gn

(mgldl) % (mg/dl) (mgldl) (mgldl) g% g% g%

N 97,18 6,71 182,07 50,85 225,63 7,46 0,60 ,88
"t" NS# NS# NS# S## NS# NS# NS# NS#
D 248,34 10,97 234,27 36,37 410,20 7,38 0,74 1,20
"til NS# S## S## S## NS# NS# NS# NS#

S.D.* 24,09 1,51 42,94 11,27 57,49 1,41 0,18 0,37
D.## 83,42 3,05 69,43 12,38 344,41 1,55 0,30 0,41

teste "t" de Student NS# = siginificante NS## = não significante
'= alfa2globulinas
"ebctaglobulina

TABELA 2

Correlação entre os níveis de glicose e demais parâmetros utilizados no controle metabólico em mulheres
menopausadas normais (N) e diabéticas (D).

HbAlc Colest. HDL-col. Triaglic. PT AlfaG BetaG

Glicose r*=.951 r*=.768 r*=.608 r*=.503 r*=.961 r*=.714 r*=.641
r**=.496 r**=.163 r*=.274 r**=.374 r**=.493 r**=.379 r**=.413

*p<0,05* Normal ** Diabético

foi com sulfoniluréia, metaformina ou insulina 26.27.
A perda de peso pode resultar numa melhor tole-
rância à glicose e numa diminuição dos níveis
plasmáticos do colesterol, LDL-colesterol e triglicé-
rides e fica difícil determinar se o efeito benéfico nas
lipoproteínas se deve ao melhor controle da diabetes
ou a perda de gorduras corporais=-".

Quando comparamos os resultados obtidos com o
sangue das mulheres em menopausa e diabéticas com
as normais encontramos níveis de coeficiente de corre-
lação(r) diferentes entre a glicemia e os diversos lípides
nas diabéticas o que diferiu das normais (Tabela 2).

A nossa amostragem de mulheres diabéticas apre-
sentou uma alteração no nível de triglicérides de cer-
ca de duas vezes maior que a média das mulheres
normais. Quando separamos as proteínas plasmáticas
notamos (Tabela I) que a média das frações alfa2 e
beta globulinas era maior nas mulheres diabéticas,
demonstrando um aumento na concentração das
frações protéicas carregadoras de lípides.

Assim, as anomalias mais comuns dos lipídios
nas diabéticas não insulino dependentes foram a ele-
vação do nível de triglicérides séricos (devido ao au-
mento do VLDL) e o decréscimo do HDL-colesterol.
Os níveis séricos de triglicérides elevados geralmente
respondem ao controle da hiperglicemia enquanto o
decréscimo dos níveis séricos de HDL-colesterol
nem sempre respondem a essa terapia. A perda de

peso em pacientes obesos e a insulino terapia tem se
mostrado mais eficiente no aumento dos níveis de
HDL-colesterol. A metaformina pode diminuir os
níveis de LDL-colesterol independentemente de seu
efeito hipoglicemiante. A sulfoniluréia não tem efei-
to benéfico nos níveis de HDL-colesterol.

Os níveis plasmáticos de LDL-colesterol em dia-
béticos não insulino dependentes estão geralmente
dentro da normalidade mesmo quando anomalias
múltiplas do metabolismo do LDL sejam descritas.
O mecanismo responsável pela remoção deficiente
do LDL-colesterol parece ser devido em parte pela
glicação da LDL, ocorrendo a diminuição do seu ca-
tabolismo via receptor= sendo captada preferencial-
mente por macrófagos da parede arterial 22.

Podemos concluir que a hipertrigliceridemia nos
diabéticos não insulino dependente é causada pela su-
per produção-? e pelo "clearance" prejudicado do
VLDL-TG3o.31. O mecanismo da superprodução do
VLDL-TG pode ser na maioria dos casos devido ao
aumento do fluxo de glicose e dos ácidos graxos li-
vres pelo fígad032. O aumento da produção do
VLDL-apoB também pode ocorrer mas se deve mais
a obesidade do que ao diabetes+'. O mecanismo mais
aceito sobre a ação da insulina seria o seu efeito per-
missivo na produção de triglicérides. O "clearance"
diminuído dos triglicérides pode ser devido a dimi-
nuição da atividade lipase Iipoproteica", retardando
o catabolismo dos quilomicrons ".
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ABSTRACT: Glycohemoglobin, glucose, lipids, alfa e beta globulins were measured in
46 woman type II diabetics. We investigated the influence on the plasma glucose in
comparison with the concentration of total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides,
avoid increase the risk of atherosc1erois in patients wich poor metabolic control. The
correlation was positively between glucose levels in patients diabetics non insulin dependents
and cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides and can suggest the hyperglycemic effect
in the lipidic metabolism. The effect of diabetes on HDL levels is greater in women than in
men and our study suggest 20% lower than in age and sex-matched non diabetics, and this
decrease in HDL-cholesterol cannot be accounted for by obesity. This diabetics type II
generally has little effect on total cholesterollevels with media of 243 mg/dl, also contribute
to the observed excess in cardiovascular risk in diabetics. Even in those individuaIs without
frank hyperlipidemia, increases in plasma triglycerid levels are observed.

DESCRIPTORS: Hyperglicemy, Hiperlipedemy, Diabetes Mellitus
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RESUMO: Amostras de alface, couve e espinafre cultivadas no Distrito Federal foram
analisadas quanto ao teor de nitrato e nitrito. A determinação do nitrito foi baseada no
método de Follett e Ratcliff, reação com ácido sulfanílico e l-naftol e determinação
espectrofotométrica, em 474 nrn, do azo composto formado. O nitrato foi determinado de
maneira semelhante após redução a nitrito em coluna de cádmio. De 26 amostras analisadas,
84% apresentaram um teor de nitrato acima de 500 mg/kg e 58% acima de 1000 mg/kg. O
maior valor encontrado foi de 2881 mg de nitrato de sódio/kg em uma amostra de couve.
Nitrito não foi detctado em nenhuma das amostras analisadas. O limite de determinação do
método foi de 20 e 16 mg/kg de amostra para nitrato de sódio e nitrito de sódio,
respectivamente.

DESCRITORES: nitrato e nitrito em vegetais, alface, espinafre e couve.

INTRODUÇÃO

Os nitratos e nitritos encontram-se naturalmente
distribuídos no meio ambiente em decorrência do ci-
clo do nitrogênio. Na decomposição microbiológica
de proteínas ocorre a produção do íon amônio, que,
por sua vez, pode ser oxidado na presença de Nitro-
somonas e Nitrobacter a nitrito e nitrato, respecti-
vamente. Além disto, as atividades industriais e
agrícolas contribuem significativamente para o au-
mento de compostos nitrogenados, inclusive nitratos,
tanto na água, e solo, como ar atmosfénco'r'-'".

Os nitratos assimilados pelas plantas, através de
compostos nitrogenados, são essenciais para o desen-
volvimento das mesmas, pois representam uma fonte
de nitrogênio para a síntese de proteínas celulares. O
teor de nitrato, além de variar com a genética da es-
pécie vegetal1,6.7,16 e com as condições climáticas
como intensidade de luz, principalmente no período

de maturação, temperatura''', etc, podem sofrer va-
riações em decorrência da ação do homem sobre o
meio ambiente. O uso abusivo de fertilizantes e pro-
dutos químicos durante o cultivo contribuem para o
aumento do acúmulo de nitratos pelas plantas2,4,22.

A presença de nitritos deve-se principalmente à
ação de bactérias nitrificantes sobre o nitrato. Este
processo pode ser acelerado durante um armazena-
mento inadequado dos produtos, onde fatores como
temperatura, tempo de estocagem e umidade são de-
terminantes 17. A redução do nitrato a nitrito pode
tanto ocorrer nas hortaliças frescas como nas sub-
metidas a um processo de cOCçãOI4•15.

Entre os vegetais que podem apresentar elevado
teor de nitrato, algumas vezes superior a 3000 mg/
kg, destacam-se o espinafre, a beterraba, o rabanete,
a beringela, o aipo, o nabo, a cenoura, o alface e a
couve", LARA e TAKAHASHI6 verificaram a pre-
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sença de 5896 mg de nitrato/kg, expressos em nitrato
de sódio, em uma amostra de couve coletada no esta-
do de São Paulo.

Além do nitrato ser um componente natural pre-
sente em vegetais seu emprego associado ao nitrito,
na produção de alimentos é bastante antigo. Os sais
de sódio e potássio tem sido largamente utilizados
como aditivos alimentares em produtos cárneos cura-
dos", seja por suas características antioxidantes e de
fixação da cor rósea da carne, seja pelo seu poder an-
timicrobiano para inibir o crescimento do Clostridi-
um botulinum responsável pela toxina que causa o
botulismo.

Do ponto de vitsa toxicológico, os nitratos e nitri-
tos, uma vez ingeridos, contribuem para a formação
endógena de N-nitrosaminas, compostos potencial-
mente carcinogênicos, assim como são capazes de
transformar a hemoglobina do sangue em ferriemog-
lobina, processo esse que leva ao impedimento do
transporte do oxigênio dos alvéolos pulmonares para
os tecidos. Enquanto este mecanismo é reversivel em
pessoas adultas, pode levar lactentes à morte, princi-
palmente crianças com menos de três meses de
idade, por apresentarem deficiência fisiológica tran-
sitória da metemoglobina redutase ou de seu co-fator
NADHI.12.

O limite tolerado de nitrito e nitrato como aditi-
vo alimentar depende, em particular, do produto ali-
mentício, assim como da legislação vigente de cada
país. Segundo a legislação brasileira o uso de nitra-
to e nitrito de sódio ou potássio é permitido até um
valor máximo de 0,05 g/lOOg, sendo que no produ-
to a ser consumido não poderá remanescer mais de
0,02 g/lOOg de nitrito (expresso em íon nitritoj".

O Comitê Conjunto FAO/OMS de Peritos em
Aditivos Alimentares (JECFA) estabeleceu para o ni-
trato uma Ingestão Diária Aceitável (IDA) de 0-5
mg/kg de peso corpóreo (calculada como nitrato de
sódio)23 e uma IDA temporária de 0-0,2 mg/kg de
peso corpóreo para o nitrito (como nitrito de
sódio)23.24.Tendo recomendado não adicionar nitrito
nos alimentos destinados a crianças com menos de
seis meses de idade".

Segundo KNIGHT et alii5, as fontes principais de
ingestão de nitrato pelo homem são os vegetais, che-
gando a representar 90% do total ingerido. Este valor
varia de acordo com os hábitos alimentares carac-
terísticos de cada região.

Uma vez que, em geral, as hortaliças desempe-
nham um papel importante na dieta alimentar, princi-
palmente na dieta infantil, e considerando a com-
plexidade da interação de fatores, ainda não
totalmente esclarecidos, que propiciam o acúmulo de
nitratos nos vegetais, surge a necessidade do estudo
e controle de nitratos nos locais de cultivo, afim de

que sejam produzidos vegetais com baixos teores de
nitratos, minimizando assim o potencial de risco à
saúde pela exposição a essas substâncias. O presente
estudo teve como propósito determinar os níveis de
nitrato e nitrito em amostras de alface, couve e espi-
nafre cultivados na região do Distrito Federal.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 26 amostras, sendo 9 de couve,
9 de alface e 8 de espinafre, no período de março a
abril de 1993. As amostras foram coletadas, ao aca-
so, em locais de venda do Distrito Federal. A meto-
dologia utilizada segue o esquema da figura L

FIGURA I

Fluxograma. do roteiro analítico. (Página 6)

1. Determinação de nitrito
2. Determinação de nitrato e nitrito na forma de nitrito total

Preparo da amostra

Apenas as partes comestíveis de cada espécie fo-
ram analisadas. Para tanto, as folhas foram lavadas
em água corrente, secadas com papel absorvente e
posteriormente trituradas até a obtenção de uma mas-
sa homogênea.

Extração do nitrato e nitrito

5,0 g do homogeinizado foram misturados com 80
ml de NaCI 0,9%. A solução foi aquecida em banho
maria a 100°C por um período de 30 minutos. O vo-
lume final foi levado a 100 ml com água destilada.

Clarificação da amostra

A solução foi filtrada e clarificada com 25 ml de
creme de alumina. Após este procedimento a amos-
tra foi novamente filtrada.
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Determinação do nitrato e nitrito

A determinação do nitrato foi realizada após a sua
redução a nitrito. Para tanto, 5,0 a 40,0 ml do extrato
clarificado, dependendo do teor de nitrato na amostra
original, foram passados por uma coluna de cádmio",
cuja eficiência foi testada previamente. O eluído da co-
luna foi levado a 100 ml com água destilada. O nitrito
formado foi determinado espectrofotometricamente
segundo FOLLETT & RATCLIFF3. A determinação
do nitrito seguiu o mesmo procedimento, porém utili-
zando 5,0 a 40,0 ml do extrato clarificado sem a sua
passagem na coluna redutora (rota I, figo 1). O teor de
nitrato foi calculado pela diferença dos valores de nitri-
to obtidos com e sem o emprego da coluna de cádmio.

Análise espectrofotométrica

A 10,0 ml da solução anteriormente obtida fo-
ram adicionados 5,0 ml de tampão amoniacal pH
9,6 e 10,0 ml de ácido sulfanílico com l-naftol. A
solução foi deixada em repouso por 30 min a uma
temperatura de 30°C. A concentração de nitrito e
nitrato, na forma de nitrito de sódio, foi determina-
da através de uma curva de calibração, medindo-se
a absorbância do azo composto formado na região
do visível em 474 nm.

O preparo da amostra e a extração do nitrato e
nitrito foram realizados segundo a metodologia pro-
posta por LIN e YENIO, com a seguinte modifi-
cação: no processo de clarificação usou-se o creme
de alumina conforme sugerido pelo Instituto Adolfo
Lutz+' para a análise de nitritos, em substituição a
coluna de alumina como proposta pelos autores,
uma vez que na coluna foi verificada a coeluição de
pigmentos.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A recuperação de nitrato foi avaliada mediante a
adição padrão de nitrato em amostras de alface. Em
cinco replicatas obteve-se um valor médio de 91,6 ±
1,1%. A recuperação não total do nitrato, provavel-
mente ocorreu devido a perda na etapa de clarifi-
cação. Segundo USHER & TELLING21 pode ocorrer
a oclusão do nitrato com a alumina do agente clarifi-
cante, sendo que a extensão da oclusão depende da
quantidade de alumina utilizada.

O limite de determinação 11 do método foi de 20
mg de nitrato de sódio/kg de amostra fresca, para 5,0
g de amostra inicial, equivalente a 0,0397 ug de nitri-
to de sódio/ml de solução na curva de calibração es-
pectrofotométrica. No caso no nitrito o mesmo foi de
16 mg/kg de amostra.

Os resultados das análises de amostras de alface,
couve e espinafre, expressos em nitrato de sódio,
estão apresentados na tabela 01.
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TABELA 01.
Teores de nitrato, expressos como nitrato de sódio, em

amostras frescas de couve, espinafre e alface

~

NaN03/mg.Kg-I

Alface Couve Espinafre

x dr x dr x dr

I 2223 6,25 1144 3,51 856 7,53
2 1131 5,88 993 9,28 917 1,76
3 783 2,51 1109 4,88 813 1,81
4 401 0,59 782 6,70 1276 2,97
5 2554 2,56 445 0,53 1115 1,09
6 2485 1,07 590 3,62 1009 8,64
7 2824 0,78 368 1,54 1100 6,41
8 2595 3.04 2881 3,52 1249 2,58
9 1389 0,88 nd ...

x de todas as 1820
determinação

924 1042

x: Valor médio de 3 determinações;
dr: Desvio médio relativo em partes por cem;
nd: Abaixo do limite de detecção do método;

Enquanto que para o alface, de 9 amostras 5 apre-
sentaram um teor de nitrato de sódio acima de 2000
mg/kg, de 9 amostras analisadas de couve apenas
uma amostra superava este valor. Já para o espinafre
nenhuma das amostras analisadas continha um teor
de nitrato de sódio superior a 1500 mg/kg. O maior
valor de nitrato, 2881 mg/kg, foi encontrado em
uma amostra de couve.

Os valores médios de nitrato encontrados
nas amostras de couve e espinafre são menores
do que aqueles relatados por LAR A & TAKA-
HASHI6 em amostras coletadas em 1982 em
São Paulo (1975 mg/kg e 2030 mglkg para
couve e espinafre, respectivamente). Já as amos-
tras de alface coletadas no Distrito Federal apre-
sentaram teores mais elevados (valor médio de
1820 mg/kg) quando comparados com os valores
obtidos em São Paulo (valor médio de 1245
mg/kg)6.

Nas hortaliças frescas analisadas não foi detec-
tada a presença de nitrito (limite de detecção 4,8
mg de nitrito de sódio/kg de amostra). No entanto,
quando a amostra homogeinizada, era deixada em
repouso, à temperatura ambiente, por um período
de 24 horas, pode-se verificar a conversão do ni-
trato a nitrito em todas as espécies sob estudo,
chegando a 30% nas amostras de alface, 50% nas
de couve e até 80% nas amostras de espinafre. A
redução do nitrato a nitrito pode ser explicada
tanto pela atividade da enzima nitrato-redutase
quanto pela presença de microorganismos
nitrificantes presentes no homogenizado do vegetal
em questão.

As variações de nitrato nas amostras analisadas,
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indicam a necessidade de um estudo sobre a corre-
lação dos teores de nitrato com fatores externos,
principalmente no que se refere ao uso de fertili-
zantes empregados no cultivo das hortaliças consu-
midas na região.
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ABSTRACT: Nitrate and nitrite were determined in samples of lettuce, cabbage and
spinach produced at the region of the Distrito Federal. Nitrite was determined by the method
of Follett & RatcIiff, spectrophotometric determination at 474 nm of the diazo compound
formed after reaction of nitrite with sulphanilic acid and l-naphtol. Nitrate was similarIy
determined after is reduction to nitrite by using a cadmium column. Of 26 samples analyzed,
84% presented a leveI of nitrate over than 500 mg/kg and 58% greater than 1000 mg/kg. The
highest value of nitrate was 2881 mg/kg obtained in a sample of cabbage. Nitrite was not
detected in any of the samples analyzed. The Iimit of determination of the method was 20
mglkg and 16 mglkg for sodium nitrate, respectively.

DESCRIPTORS: Nitrite and Nitrite in vegetable; Lettuce; Spinach and Cabbage.
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