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AVALIACAO DE PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS NO ESTUDO DA ADULTERACAO
DO AZEITE DE OLIVA

Sabria AUED-PIMENTEL*

Jorge MANCINI FILHO**

Elza Schwarz Gastaldo BADOLATO*
José Byron de CARVALHO#

RIALAG/ 764

AUED-PIMENTEL, 8.; MANCINI-FILHO, I.; BADOLATO, E5.G. & CARVALHO, IR, -
Avsliagho de pardmetsos fisices & quiimicos no estudo da adulieragiio do azeite de
oliva. Rev. Inst. Adolfo FLautz, 54(2). 69-77, 1994,

RESUMO: Foram estudados 5 pariimetros fisico-quimicos do azeite de oliva virgem

de boa gualidade, € de misturas deste, em diferentes proporgGes, com dleo de soja, visande
avaliar algumas caracterfsticas de identidade ¢ gualidade. Determinou-se o8 principais deidos
graxos, indices de iodo e refragho, esqualeno, extingdes especificas a 232 e 270 nm, acidez
{em dcido oléico), fndice de perdxido, a relacfic entre as porcentagens do dcido oldico €
linoléico (O/L1) ¢ um parfimetro obtido do espectro derivado de 2° ordem no ultravioleta
(AK1%/Icm 310-313 nm). Através da andlise estatistica, verificou-se elevado grau de
correlagio entre os parimetros estudados, assim como uma relagio linear entre a maioria
destes e a conceniragio do adulterante, O indice de refragfio e a porcentagem de écido
linolénico, considerando os Himnites previstos no “Codex Almentarius”, mostraram-se os mais
sensiveis na avaliagio da adulteragio do azeite de oliva com dleo de soja. Estas
determinages, isoladamente, mostraram-se mais eficientes do que a avaliagio feita pela
andlise estatistica em componentes principais, dos subconjuntos dos 15 parfmetros
estudados. Avaliagio da relagfio O/Li revelon que este parimetro pode ser utilizado apenas
como indicativo da adulteracdio do azeite de oliva com outros dleos vegetais, devido a grande

faixa de vartacfio destes fcidos graxos.

DESCRITORES: Azeite do oliva; adulteragfio do azeite de oliva.

INTRODUCAO

O azeite de oliva é um dleo vegetal comestivel que
apresenta clevado prego de mercado em fungio de
suas caracterfsticas sensoriais altamente atrativas ao
consumidor e da produgdo limitada®™**, Este éleo €
um dos tnicos, denire os fleos vegetais, que é consu-
mido sem tratamentos industriais de refino'62",

No Brasil todo o azeite consumido € importado da
Argentina ou da Europa® Nem todo o azeite consumi-
do no mundo, entretanto, é de boa qualidade, Grandes
quantidades deste 6leo sio submetidas a iratamento de
refino, principalmente por originarem-se de olivas de

baixa gualidade, isto &, fermentadas ou infectadas, O
processo de refino, consequentemente, destrdi o8 atri-
butos sensoriais do azeite, os quais sfo os principais
responsdveis pela qualidade deste Sleo?,

O elevado valor de mercado do azeite de oliva
favorece certas priticas fraudulentas, que visam a
obtengio de maiores lucros por parte dos produtores
ou enlatadores™> 14152629

O azeite de oliva tem sido alvo de diversos tipos
de adulteragtes, isto €, com outros leos vegetais de
baixo valor comercial ™52 com azeite de oliva re-
finado, obtido de frutos avariados ou da extragio

# Do Instituto Adolfo Lutz - Segiio de Oleos, Gorduras e Condimentos e Laboratério de Cromatografia em fase gasosa.
=%  Dg Faculdade de Ciéncias FarmacButicas - USP - Departamento de Alimentos e Nutrigio Experimental.
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com: solventes da torta residual de prensagem das oli-
vas® 15 on mesmeo com Sleo reesterificado, sinteti-
zado em iaboratSrio*+15,

No Brasil, o principal tipo de fraude ¢ feita pela
adicdo de dleos vegetals de baixo valor comer-
ciajd132342529 principalmente com 6leo de soja, devi-
do 2 sua produgio em larga escala com pregos inferi-
ores aos demais 6leos vegetais®®,

G estudo de novos parimetros e correlagdes entre
os indices fisico-quimicos do azeite de oliva ¢ de
oltros dleos vegetais, através de técnicas analiticas
mais avangadasi”!?02 e a aplicacho de métodos
matemiticos ¢ estat{sticos na selegfo e avaliaciio dos
pardmetros mats caracterfsticos de cada Gleo vegetal
1262627 18m fevado A identificagdio de componentes
que permitam as devidas caracterizaces dos dleos
vegefais e que mostram-se mais sensiveis na ava-
liagho de adulteragBes. Neste sentido, o presente tra-
balho teve como objetivo verificar alguns parfimetros
de identidade do azeite de oliva que podem ser uiili-
zados na avaliagfio de adulteragBes especialmente
com dleo de soja, empregando téenicas de andlise es-
tatfstica para analisar o grau de discriminagio dos
pardmetros isolados ou em conjunto.

MATERIAIS E METODOS
Materiais
Amostras de Azeites de Oliva

Foram selecionadas 24 amostras de azeites de oli-
va de diferentes marcas comercializadas na cidade
de $3o Paulo, durante os anos de 1989 a 1990, adqui-
ridas no comércio oun colhidas por drgfos governa-
mentais de defesa do consumidor e encaminhadas
a0 Instituto Adolfe Lutz, sendo:

- 16 amostras de procedéncia Argentina
- 08 amostras procedentes de diferentes paises da
Europa

Amostras de dleos de soja

Foram analisadas e selecionadas 10 amostras de
dleos de soja comestiveis de diferentes marcas, obti-
das do comércio da cidade de Sdo Paulo.

Misturas preparadas

Foram elaboradas misturas bindrias, a partir de
um azeite de oliva “virgem™ argentino, selecionado,
e de um Gleo de soja brasileiro adquirido no comér-
¢io da cidade de So Paulo.

- nisturas bindrias - oleo de oliva adicionado de :

2,5,10,13,20,30.,40,50,70,80,85 e 90% de dleo de
soja (viv).
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Mérodos

As determinagSes do ndice de refracio a 40°C,
da acidez em de dcido oléico, do indice de perdxidos
e do teor de esqualeno seguiram as Normas
Anatiticas do Instituto Adolfo Lutz®,

Os dcidos graxos foram determinados por croma-
trografia em f{ase gasosa, sendo a transesterificagio,
o processo empregado na metilacio, segundo descri-
to nas Normas Analiticas do Instituto Adoifo Lutz!s.
Utilizou-se um cromatdgrafo & gds com detector de
ionizacXo de chama, marca CG, modelo 500, acopla-
do a um integrador.

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

Foram obedecidas as scguintes condiges de
operacho: temperatura programada da coluna: 100 a
220 °C; temperatura do injetor, 230°C; temperatura
do detector, 240°C; gds de arraste, hidrog8nio (fluxo,
0,8 m¥/min.); razfio de divisio da amostra, 1:100. A
identificagio dos dcidos graxos foi felta através de
padroes de ésteres metilicos dos édcidos graxos, pu-
ros, ¢ a quantificacfio por normalizagfio de drea.

O indice de iodo foi calculado a partir das porcenta-
gensrelativas obtidas paraos dcidos graxos insaturados
{normalizac@ode drea), segundo aseguinte férmula:

indice de Todo = (% 4cido padmitoléico x 0.95) + (%
cido oléico x 0.86) + (% dcido linoléico x 1.732) +
(% &cido linolénico x 2.616)7.

A medida das extingfes especificas, no espectre
ultravioleta, a 232 e 270 am, seguiv a metodologia
descrita na norma internacional recomendada para o
azeite de oliva pela Comisso do Codex Alimentari-

us'® As leiturss foram feitas em espectrofotdmetro

de simples feixe, marca Bausch Lomb, modelo Spec-
tronic, com cubetas de quartzo de 1 cm nas solucdes
do dleo em ciclohexano, isto & 1% (pfv) e 0,2% (p/
v} a 270 e 232 nm, respectivamente.

Para determinar a derivada de 2* ordem dos es-
pectros no ultravioleta dos dleos vegetais e obter o
parimetro AK 1%/1lcm 3106-313 nm, destes espec-
tros, seguiu-se metodologia descrita por AUED-
PIMENTEL e colaboradores®.

Andlise Estatistica
Andlise descritiva

Foi empregada a técnica da andlise deseritiva dos
dados obtidos para os 135 parimetros das amostras pu-
ras de azeite de oliva, de 6leo de soja e suas misturas.

Foi realizada a andlise grafica e foram feitas me-
didas descritivas dos parimetros visando verificar o
comportamente de cada um frente a adulteragfio!?,
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Andlise em componentes principais

Empregou-se a téenica de andlise em compo-
neates principais para trabalhar com combinaces
dos par@metros originais, e verificar como eles se
comportam na avaliaclio de adulteraciio do azeite de
oliva com dleo de soja®®. Através desta técnica a di-
mensio do conjunto de dados é reduzida pela cons-
trugiio de um novo conjunio de pardmetros, ndo cor-
relacionados, que contenham toda a variabilidade do
conjunto original?,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas | e 2, enconiram-se 0s resuftados ob-
tidos das determinactes de 15 parfimetros de um

azeite de oliva virgem, Argentino, de um dleo de
sofa brasileiro ¢ de suas misturas.

Com o8 dados obtidos foi feito um estudo es-
tatfstico para avaliar ¢ gran de discriminagio dos
pardmetros, ou conjunto de parfmetros, {rente a
adulteracio do azeite de oliva com dleo de soja.

Os valores apresentados nas tabelas | e 2s80 as mé-
dias de triplicatas para cada parimetro. A precisfo dos
dados pode ser observada na FIGURA 1, grificos dea
a0, onde todos os pontos originais foram plotados,

Os grdficos foram construfdes para cada um dos
15 pardmefros, tendo na ordenada a média dos va-
lores das triplicatas, ¢ na abscissa a porcentagem de
Sleo de soja adicionado ao azeite de oliva.

TABELA 1

Caracteristicas fisico-quimicas de amostras de dleo de oliva argentino, éleo de soja brasileiro e suas misturas

Determinagbes % Acido % dcido % dcido % dcido % dcido % dcido O/Li
- palmitico  palmitoléico  estedrico oigico linolgico linolénico % acido oléico
Oleo Cl6 (L16:1) (CiB) (C18:1) (C18:2) (C18:3) % #cido Haoléico
Oliva puro

Argentino 13,5 1,4 2,1 70,7 11,8 0.6 6,01
Soja puro

Brasileiro 17 - 32 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 68,3 134 09 509
Oliva - 90%

Soja - 10% 13,5 14 22 64.4 16,8 1,7 3,83
Oliva - 85%

Soja- 15% 13,4 1,2 27 61,4 19,4 1.8 3,16
Oliva - 80%

Soja - 20% 13,5 1.0 25 60,6 20,6 1.9 2,95
Oliva - 710%

Soja - 30% 12,9 0.8 2,4 55,6 256 2,7 2,17
Oliva - 60%

Soja - 40% 12,9 0.7 24 50,7 30,2 32 1,68
Oliva - 50%

Soja - 50% 12,9 0.7 26 44,3 353 4,1 1,25
Oliva - 30%

Soja - 70% 124 - %8 38,5 43,3 59 0,82
Oliva - 20%

Soja - 80% 1.9 - 31 k3N 46,7 6,6 0,68
Gliva- 15%

Soja - 85% 12,0 - 3.0 21,7 50,9 64 0,54
Gliva- 10%

Soja - 90% 120 - 30 25.2 53,1 6,7 0,47
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TABELA 2

Caracteristicas fisico-quimicas de amostras de d¢leo de oliva argentino, 6leo de soja brasileiro e suas misturas

Determinagdes  Indice Indicede  Acidez Indice Esqualeno®** o 2% %

de  refragio (em dcido de Effiezonm  EYS2%nm  Ak[%310-313 0m
Gieo iodo* (A 40°  oldico) perdxidos** Abs.  has)
Oliva puro
Argentino 84 14622 0,74 13,40 463 0,16 0,44 0,0005 6
Soja pure
Brasileiro 136 14678 0,14 1,11 9 1,10 0,50 00043 55
Oliva - 98%
S0ja-2% 85 14621 0,72 14,63 474 0.i8 0,42 6,0005 7
Oliva - 95%
Soja - 5% 86 14624 0,70 14,44 436 0.21 0,43 0,0007 9
Oliva - 90%
Soja- 10% 90 14628 0,68 12,72 409 0,25 0,44 0,0010 12
Oliva - 85%
Soja- 15% 92 14631 0,69 11,77 406 0,31 0,46 0,0011 14
Oliva - 80%
Soja - 20% 93 14634 0,60 11,02 388 0,36 0,43 0,0013 18
Oliva - 70%
Soja - 30% 100 14640 0,55 10,43 333 0,45 0.45 0,0017 24
Oliva - 60%
Soja - 40% 05 14644 0.50 8,77 282 0,55 0,44 0,0021 5
Oliva - 50%
Soja - 50% 11 1,4650 (.42 7,30 248 0,63 043 00024 32
Oliva - 30%
Soja - 70% 121 1,4661 0,32 543 141 0,82 0,46 00033 45
Oliva - 20%
Soja - 80% 125 1,4667 027 4,44 98 0,91 0,46 0,003 48
Oliva - 15%
Soja - 83% 126 1,4670 0,25 3,i8 57 097 0,47 0,0041 51
Oliva - 0%
Soja - 90% i3 1,4673 0,18 2,63 53 1,02 049 00042 53

*  Caleulado pela formula: (0,95 x % ac. palmitoléico) + (0,86 x % ac. oléico) + (1,732 x % ac. linoléico) + (2,616 x %

ac. linolénico).
*#  miliequivikg
L2140 (mg/iOOg)

Nos gréficos foram colocadas faixas (regido
hachurada) de acordo com os limites estabelecidos
pelo “Codex Alimentarius” (Tabela 3), para 0 azeite
de ofiva virgem puro ou de acordo com a literatura,
quando nio previsto por aquele drgho. Estes limites
foram utilizados como critério de avaliagfo da adul-
teragfio. Para o pardmetro AK 19%/icm 310-313 nm
nio hd faixas estabelecidas por tratar-se de um
pardmetro novo, sendo que em outro trabatho® dedi-
camos um estudo mais aprofundado para avaliar sua
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extensdo de variagio, entrefanto ainda nfio estd esta-
belecida. Portanto a avaliacio deste par@metro, no
presente trabalho, tem cardter ilustrativo,

Neste estudo deu-se maior énfase aos principais
pardmetros de identidade, para se avaliar qual ou
quais poderiam indicar com maior sensibilidade a
adulteragfo do azeite de oliva, entretanto, ndo foi fei-
ta pma amostragem armepla para se verificar a real va-
riabilidade dos parfmetros.
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Concentraclio de fleo de soja adicionado

limites estabelecidos pela Comissio do Codex Alimentarius 9 para o azeite de ofiva.

A faixa de variago do tcor de esqualeno para o azeite de oliva (drea achurada), foi obtida da literatura, visto que
pio hd previsiio deste parimetro nas normas estabelecidas pelo Codex Alimentarius.

FIGURA |

Estudo do comportamento grafico dos parimetros fisico-quimicos do azeite de oliva frente & adiglio de diferentes

concentragdes de 6leo de soja
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TABELA 3

Caracteristicas fisico-quimicas dos dleos de oliva segundo
a Cosmissiio do Codex Alimentarius?

Parfimetros Faixa de variagio
9% dcido palmitico 1,5-200

% fcido palmitoléico 0,3-35

% dcido estedrico 0.5-50

% &ctdo oléico 55-385

% fcido tinoléico 35-21

% fcido Hinolénico <15
{ndice de fodo 7594
Acidez (%) {em dcido oléico) <33
Indice de refragfio 2 40°C 1,4601 - 1,4629
Indice de peréxidos(miliequivikg) <20
Esqualeno (%) (mg/100g) 125750
El&.232nm ) <35
El%270nm < 1,10

{*) A faixa de variagiio do teor de esqualeno para o azeite
de oliva, foi obtida da lteratura®, pois niic sio
previstos limites para este parimetro nos padrdes
estabelecidos pelo Codex Alimentarivs.

{**) A leitura 232 nim foi realizada com solugdo a 0,2% do
dleo em ciclohexano, portanto, para comparagio coma
tabela acima dave-se multiplicar o valor obtido por 5.

TABELA 4

Porcentagem minima de detecclio da adulteragBo do azeite
de oliva com dleo de soja para cada parfimetro

10% porcentagem de deido linolénico e fndice de
refragio
20% porcentagem de dcido linolgico, indice de iodo,

% dcido oléico / % dcido linoléico (VL)

30% porcentagem de dcido oléico, indice de perdxidos
60% porcentagem de dcide palmitoléico

80% esqualenc

nfio porcentagem de dcido palmitico, porcentagem

detectada de dcido estedrico, acidez (em dcido oléico),
£%7o0m & ETEP2320m

Observaclio: O parimetro Akidh 310-312nm  nfio aparece
na lstagem, uma vez que nfio estd classificado no Codex.

A maioria dos parimetros estudados apresentam
comportamento linear bem definido com a adulte-
ragio (Figura 1). Os parimetros: porcentagens dos
dcidos palmitico, palmitoléico ¢ estedrico e EQ, 2%/
lcm 232 nm, nfio apresentaram um comportamento
padrio definido com a adigio do adulterante e a
relagio O/Li, apresentou um decréscime ndo linear
com a adulteragfo.
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TABELA 3
Resposta da andlise em componentes principais dos
comjumtos de parfmetros frente a adulteragiio

Varidveis Primeira RZ
componente regressio
explica

1. Todas as varidveis originais 4% 0,998

2. Aki% 310313nm e%oléico  96% 0,985
/ % deido linoléico (/L)

3. Todas exceto % dcido oléico, % 91% 0,994
dcido Broléico, indice de iodo,
fndice de refraglio ¢ escualena

4. % dcido linolénico e indice de 99% 0,999

refraciio

Observou-se para o pardmetro esqualeno (figura
1k}, maior dispersiio dos valores em torno das médi-
as, isto devido a pouco precisfo da metodologia em-
pregada'®, Esta dispersiio tambsm foi observada para
os valores do fndice de peréxidos (Figura 1 7J), isto
devido a instabilidade daqueles compostos, formados
na autoxidaciio dos Sleos.

Para o experimento em estudo, comparando os li-
mites do Codex, ou retirados da literatura, com os
valores obtidos experimentalmente, nos diferentes
graus de adulteracio, pdde-se estabelecer quais as
percentagens minimas de adulteracfo sdo detectadas
g partir de cada parimetro (Tabela 4). Dentre os
parmetros estudados os gue melhor discriminaram a
adplteraciio foram: porcentagem do fcido linolénico
e o indice de refracfio, chegando a 0% o limite de
detecciio do dleo de soja no azeite de oliva.

Os resultados obtidos, entretanto, devem ser ava-
liados com cuidade pois neste experimento empre-
gou-se um modelo simplificado, composto de apenas
uma amostra de azeite de oliva argentino, e portanto
nfio foi possivel avaliar a variabilidade real de cada
parfmetro. Se aplicassemos tal procedimento em um
banco de dados dos pariimetros de azeite de oliva de
diversas variedades e procedéncias geogréficas, pro-
vavelmente, obteriamnos curvas em funggo da adulte-
racfio com diferentes inclinagdes ¢ outros limites de
detecgio para muitos dos parfimetros, Por exemplo,
considerando os valores médios do teor do dcido li-
nelénico, encontrados nos azeites argentinos e euro-
peus, comercializados no Brasi, ¢ nos dleos de soja
brasifeiros (Tabela 6), a detecgdo de 10% de Gleo de
soja no azeite de oliva, através daqueles parfimetros,
serta um valor possivel de ser verificado. Entretanto,
considerando a ampla faixa de variaghio prevista para
o teor de dcide linolénico nos 6leos em estudo®®, es-
pecialmente para os valores extremos, 10% de de-
teccfio da aduiteracfio seria um resultado com pouca
confiabilidade.
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TABELA 6

Caracterfsticas fisico-quimicas de azeites de oliva argentinos e europeus ¢ de Sleos de soja bragileiros

Determinactes % dcido % dcido % dcido % dcido % #eido % dcido O/Li
palmitico  palmitoléico  estedrico oléico lincléico  inolénico % deido oléico

Oteos (C16) {Ci6:1) {C18) {C18:1) {C18:2) (C18:3) % deido linoléico

Azeites Argentinos 142131 L5406 25206 678168 132%£45 09102 6238

{16 amostras)

Azeites Europeus 1,5+ L7 1,105 27208 729447 107430 10£0,3 74524

(8 amostras)

Soja i45+04 - 314205 21516 567x17 7307 0,38 £0,04

{10 amostras)

*  Média £ Desvio padriio.

As mesmas consideragfes acima devem ser feitas
para o fndice de refragio, uma vez que apresenta as
mesmas limitagSes que o pardmetro porcentagem de
dcido linolénico.

Para o parfimetro O/Li (relagdo entre as porcen-
tagens de dcido oléico e linoléico), pela comparagio
dos valores obtidos para os azeites de oliva ¢ para os
Gleos de soja avaliados, notamos grandes diferencas
(Tabela 6} isto é, o azeite de oliva apresenta valores
bem maiores daquele relac@o. Entretanto, conside-
rando os Hmites extremos previstos no Codex Al-
mentarius para aqueles 4cidos graxos no azeite de
oliva {Tabela 3}, a relagfo O/Li pode assamir valores
baixos. Desta forma, a ampla faixa de variagio da-
quela relagfio, para o azeite de oliva, nfo permite que
a adulteragfo seja detectada em baixos niveis, como
foi observado no estudo com dleo de soja, cujo k-
mite de detecgio observado foi 20%. A ndo lincari-
dade do parAmetro O/Li com a adulteragiio, € outro
fator que dificulta sna utilizaglo na previsio dos
niveis de adulteragfio detectdveis.

Pela aplicagio da técnica estatistica de compo-
nentes  principais, vérios subconjuntos dos 13
parfimetros foram avaliados para verificar o comporta-
mento com relagBo a adulteragio. A tabela 5, mostraa
porcentagem de variabilidade explicada pela primeira
componente principal em cada subconjunto testado,
bem como o correspondente coeficiente de explicacio
da regressfio da componente contra o grau de adulte-
racio. A I® componente foi suficiente para explicar
mais de 90% da variabilidade dos dados.

Os resultados da andlise em componentes princi-
pais revelaram que tal técnica nio se mostrou mais

cficiente do que os parmetros utilizados individual-
mente na avaliagio da adeiteragio como: porcenta-
gem do 4cido linolénico « indice de refragfio,

CONCLUSOES

Pela andlise estatfstica descritiva dos parimetros
obtidos do azeite de oliva puro ¢ das misturas com
6leo de soja, verificou-se que a maioria apresentou
relagdio linear com a adulteragiio, sendo que a por-
centagem de dcido linolénico e o indice de refragfio
foram os que apresentaram maior sensibilidade para
discriminar a adulteragio.

A aplicagio da andlise estatistica em compo-
nentes principais, ndo se mostrou mais cficiente na
avaliagfio da adulteragfo do que alguns parfimetros
utilizades individualmente, como: a porcentagein de
dcido linolénico ou o indice de refracéo.

A avaliaciio da relaclio O/Li (porcentagem de
acido oléico pela de acido linoléico) revelou que
este pardmeiro pode ser utilizado apenas como in-
dicativo da adulteraciio do azeite de oliva com
dleo de soia devido a grande variabilidade destes
dcidos graxos.

Devido a ampia faixa de variagfo prevista para o
teor de 4cido linolénico e fndice de refraglio nos
Gleos vegetais, 0 limite de detecclio de 10% observa-
do em nosso estudo apresentou pequena confiabili-
ade. Possivelmente a determinagiio de outros
pardmetros dos Oleos vegetaiz como: trighicerideos,
esterdis, hidrocarbonetos, entre outros, levariam a
niveis inferiores a 109 de detecgo da adulteragio.
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AUED-PIMENTEL, 8., MANCINI-FHLHO, 1; BADOLATQ, ES.G. & CARVALHO, J.B. -
Evaloation of olive oil adulteration by physical and chemical parameters. Rev. Inst,
Adolfo Lutz. 34(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, ioding valpe, refractive index,
esqualene contents, especific extintions at 232 and 270 om, acidity, peroxides index, the
ratio of oleic to linoleic acids (O/L1) and & parameter from second derivative ultraviolet
spectra (AK 1%/icm 310 - 313 nm), were determined. The data were statistically treated
by descriptive and principal component analysis techniques. Most of the parameters
studied showed high comelation among them, as well as, a linear behaviomr with
adulteration level increase. The refrative index and linolenic acid contents showed fo be
the most sensitive parameters to discriminate olive oil adulteration with soybean oil,
agrecing with the acceptable ranges given by Codex Alimentarius. Principal component
analysis of parameters sets stodied, were not more efficient than some individual
paraimeters to evaluate adulteration. The evaluation of the ratio O/Li showed that this
parameter can be uiilized only as an indiegtor of olive oil adulteration, due to the
variability of these fatty acids in vegetable oils.

DESCRIPTORS: clive oil; olive oif aduiteration.
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GARCIA-CRUZ, C.H.; HOFFMAN, FL. & VINTURIM, T.M. - Estude microbioldgico de
queije tipo minas-frescal de produgo artesanal, comercializado na cidade de Sio José
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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, agougues ¢ supermercados de pequeno ¢ médio portes da cidade de Sfo
José do Rio Preto - SP; trés amostras de gueijos industrializados (27,3%) ¢ uma outra
amosta de queile (9,19%) elaborada sob estritas condigles higiénico sanitdrias, foram
submefidss s seguinfes andlises microbloiégicas: enumeragiio de bactérias aerdbias
meséfitas; eaumeragio de bolores e leveduras; contagem de Staphviccoccus aurens;
determinagiio do mimero mais provédvel de coliformes fotais e fecals; pesquisa de
Escherichia coli ¢ pesquisa de Salmonella sp. Os resultados obtidos foram comparados
entre si e, de acordo com as legisiagtes Federal ¢ a do Hstado de S#o Paulo, foi constatado
que apenas a amostra (9,1%) elaborads sob estritas condigbes higiénico-sanitdrias poderia
ser consumida sem prejufzo 4 salide pliblca.

DESCRITORES: Hstudo microbicldgico; Queijo Minas-Frescal; Produciio artesanal,

INTRODUCAO

O queijo € um concentrado protéico-gorduroso
constituido por casefna em forma de gel, matéria-
graxa, dcido ldctico e substfincias minerais, resul-
tante da coagulagdo do leite!. Este produto € conhe-
cido pelo homem desde a antiguidade e é provével
que ¢ primeiro queijo tenha sido produzido de for-
ma acidental, quando da estocagem do excesso de
feitc em condigBes gquc propiciaram sua coagu-
lagdo'. Atualmente as téenicas de fabricacfio de
queijos estio mais desenvolvidas existindo no mer-
cado queijos de diferentes valores nutritivos e sa-
bores variados!.

Os nomes dados aos gueijos, originalmente, cor-
respondiam & regifio onde eram fabricados, entre-
tanto hoje isto nfio mais ocorre, jA que 0§ queijos
s#o indaustrializados em todos os paises. Um exem-
plo tipico é 0 que acontece com o Cheddar, ori-

gindrio de Cheddar, condado da Inglaterra e, que
hoje € fabricado desde o Capadd até a Nova
Zelandial, No Brasil o mesme ocorre ¢om ¢ queijo
tipo Minas-Frescal, origindrio do estado de Minas
Gerais e que agora & produzido em larga escala em
todo o pais®,

Existem vdrias inddstrias que produzem o queijo
Minas-Trescal, entretanto, como sua fabricacfo é re-
lativamente simples e de baixo custo, a maioria dos
quigjos comercializados em bares, Imercearias e
agougues, sfo de fabricagdoe caseira, existindo a ten-
déncia de comercializd-los em sacos plisticos co-
muns, amarrados ou fechados com um fecho
metdlico, porém sem usar vdcuo. Durante a comer-
cializaciio, esse saco plistico aprescnta-se geral-
mente com um depésite de soro exsudado pelo pro-
duto. Fssa dessora, que ocorre devido ao excesso de
umidade nos queijos, além de proporcionar um as-
pecto pouco atraente ao produto, favorece o cresci-

* Universidade Estadual Paulista - Departamento de Tecnologia e Engenharia de Alimentos - Sdo José do Ric Prete - SP.

78



GARCIA-CRUZ, CH.; HOFFMAN, F.L. & VINTURIM, T.M. - Estude microbiolégico de queijo fipe minas-frescal de
produciio artesanal, comerciatizado na cidade de 580 José do Rio Preto - SP. Rev, Insr. Adelfo Luz, 54(2): 78-82, 1994,

mento microbiano causando odores desagraddveis,
Por essas razdes, 0 queijo tipe Minas-Trescal apre-
senta, geralmente, uma vida de prateleira muito cur-
ta, no maximo duas semanas, Imesmoe em temperalu-
ras adequadas de refrigeragio”,

A maioria dos gueijos frescos tipo Minas-Trescal
consumidos pela populacfio brasileira, sdo prove-
nientes de fazendas onde o acesso ao leite recém or-
denhado € ficil e onde podem também ser fabrica-
dos. Esse [leite geralmente nfio recebe nenhum
tratamento para diminuir sua carga bacteriana. Esta
condigdo se agrava se nio houver higiene durante a
eleboragfio do queiio e se este for transportado ou ar-
mazenado sem refrigeraciiol.

A comercializaclio de queijo Minas, fabricado ar-
tesanalmente, tem sido indiscriminada e este fato
pode acarretar prejufzos 4 saGde da populagio, tor-
nando-se entdo necessario um monitoramento micro-
biolégico dos produtos por ela consumidos. Portanto,
no presente trabalho gueijos tipo Minas-Frescal re-
cém  elaborados, comercializados em  bares,
agougues, mercearias e supermercados de pegueno e
médio porte da cidade de SZo José do Rio Preto - SP,
foram submetidos as seguintes anédlises microbi-
olégicas:  enumeragfio de  bactérias  aerdbias
mesdfilas, enumeragdo de bolores e leverduras, con-
tagem de Staphylococcus aureus, determinacio do
nimero mais provivel de coliformes tolais ¢ fecais ¢
pesquisa de Escherichia coli ¢ Salmonella sp.

MATERIAIS E METODOS
Coleta das amostras

Para a obtengfio das amostras dos queijos, a ci-
dade de S#o José do Rio Preto foi dividida em sete
zonas representativas, Cada zona foi denominada,
respectivamente, como amostras A, B, C, D, E, Fe
G. Foram analisados também, para efeito de compa-
ragio, um queijo Minas-Frescal elaborado no labo-
ratério (amostra H), assim como, um gueijo do tipo
microtexiurizado (amosira I} e, duas amostras de
gueijo tipo Minas-Frescal de fabricacBo industrial de
marcas diferentes {amostras Je L).

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

Preparo das amostras

Foram trituradas com areia estéril 10 gramas de
cada amostra, seguida de diluigde em 90 mi de
fgua destilada estéril. A partir desta diluigio (101,
ohtiveram-se as outras dilvi¢bes seriadas até 10°%
retirando sempre volumes de 1 ml da diluigdo ante-
rior e transferindo-os para 9 ml de fgua destilada
estéril.

Enumeracdo de bactérias aerébias mesdfilas

Foi empregada a técnica de semeadura em pro-
fundidade, utilizando-se ¢ dgar padrio para conta-
gem com incubacio a 35°C durante 48 horas”,

Enumeracdo de bolores e leveduras

Foi feita com o use da téenica de inoculagio em
profundidade, usando-se como meio de cultura o dgar
batata dextrose, acidificado com solu¢iio aguosa de
acido tartdrico a 10% até pH de 4,0. A incubacio dag”
piacas 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 4dgar
manitol e sal com incubaglio a 35°C durante 48 ho-
ras’. As colbnias suspeitas foram confirmadas atra-
vés de testes bioquimicos e sorolGgicos.

Determinagdo do nimero mais provdvel (NMP) de
coliformes totais e fecais

Foi utilizada a téenica dos tubos miltiplos, com
trés séries de irfs tubos de cada diluigio (104, 107 e
103, Empregou-se como meio de cultura ¢ caido
lauril sulfato triptose e foram adicionados também
tubos de Durham para coletar o gds produzido du-
ranie a fermentacio. A incubagiio foi feita a 37°C du-
rante 48 horas e a determiinagfo do NMP de ¢eli-
fornes totais, foi realizada empregando-se a tabela de
Hoskins. Para a determinagiio do NMP de coliformes
fecais foi usado o caldo EC, com incubagfio a
44,5°C, em banho-maria, por 24 horas. A determi-
nagio do NMP de coliformes fecais, tarbém foi fei-
ta com o auxflio da tabela de Hoskins?,

Pesquisa de Escherichia coli

A partir dos tubos contendo caldo EC, gue apre-
sentaram gés no interior dos tubos de Durham, foram
semeadas por esgotamento placas de Petri contendo
dgar eosina azul de metileno. As coldnias considera-
das tipicas de E. coli apresentaram coloragio preta
com brilho verde-metdlico?, seade confirmadas pos-
teriormente através de testes bioguimicos e so-
rolégicos.

Pesquisa de Salmonelia sp

Foram homogenizados 25 g de cada queijo em
225 ml de caldo lactosado. Apds a incubaglio a 35°C,
por 24 horas, 1 mil dessa suspensie fol transferide
para 10 mi de caldo selenito-cistina, e incubado a
35°C. Depois de 24 horas, 48 horas ¢ 5 dias foram
realizadas semeaduras por esgotarnente em placas de
Petri contendo dgar S8 (Safmonella-Shigelia) ¢ dgar
verde brilhante?, As colbnias suspeitas foram confir-
madas através de festes bioguimicos e soroldgicos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela | apresenta os resultados das diferentes
andlises microbioiégicas realizadas nos gueijos obti-
dos em diferentes regites da cidade de SZo José -
SP. As amostras coletadas foram denominadas A, B,
C, D, E, F e G. Foram analisados também, para efei-
to de comparacdo, um queiio Minas-Frescal elabora-
do no laboratério {amostra H), assim como, um quei-
jo de tipo microtexturizado (amostra I} e, duas
amostras de queijo tipo Minas-Freseal de fabricagho
industrial de marcas diferentes (amostras J ¢ L),

A legisiacfio do Estado de Sdo Paulo!! estabelece
para Staphylococcus aureus a auséncia em 0,0ig;
para coliformes fecais um méximo de 10%g e para
Salmonella & auséneia 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 legislacdo!! e em menor
nimero que da legislagio federal® que estabelece
para este microrganismo um méximo de 10%g. Com-
parando esses resultados com os encontrados na li-
teratura, verificou-se que de sessenta amosiras de
queijo tipo Minas examinadas na cidade do Rio de
Taneiro 38,4% apresentaram confagens de 8. anreus
supetiores a 10° UFC/g% Encontrou-se também
20,3% de amostras contaminadas com esse micror-
ganismo na cidade de Lavras'. Foram constatadas
que 67% das amostras analisadas no municipio de
Belo Horizonte estavam contaminadas com essa bac-
téria em niveis variando entre 10! e 10° UFC/g (7).
Encontrou-se também contagens de S. qureus varian-
do entre 1,5x10% e 1,2x10° UFC/g na cidade de Sio
Paulo®. Foram encontradas 62,75% de amostras con-
taminadas por essa mesma bactéria pa cidade de
Quro Preto®, Alguns autores acreditam que este ele-
vado nldmero de bactérias contaminantes, do género
Staphylococcus, sdo decorrentes das mds condigdes
higiénicas do leite cru destinado 2 producfo do guei-
jo tipe Minas-Frescal®!%3. Com relagdo a determi-
nacio de coliformes fecais, os resuitados também
foram altos para todos os gueijos, exceto para as
amostras H, I e L. Os coliformes fecais foram confir-
mados pela pesquisa de E. coli ¢ todas as amostras
analisadas foram positivas, exceto as denominadas
com H ¢ I. Algumas pesguisas similares também de-
monstraram  altos resuifados destes microrganis-
mos*12. A presenga de Salmonella foi confirmada
em seis das onze amostras analisadas.

A andlise global da Tabela ! mostra que apenas a
amostra H reunia as condicBes 6timas para ser con-
sumida sem nenhum perigo potencial; uma vez que
foi obtida de um queijo produzido no laboratério
com condicbes higilnicas estrifamente controladas.
Para isto, o leite utilizado foi submetido a pasteuni-
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zagdo ¢ o queijo produzido foi armazenado sob con-
digtes adequada, De acordo com pesquisa realizada
sobre o leite fipo C, uma das matérias primas que po-
dem ser ulilizadas para producio de queijos, verifi-
cou-se gue se 0 mesmo nfo apresentar qualidade hi-
gibnico-sanitdria satisfatOria, poderd ser vefculo de
contaminaciio bacteriana, principalmente se niio for
adequedamente pasteurizado®, As contagens também
foram baixas para a amostra [, talvez pelo fato de ser
um queijo obtido por ulirafiltracio ¢ 2 Gnica
variavel, que nfc foi avaliada, senia o tempo de ar-
mazenamento,

J4 as ouwiras amostras analisadas, foram obtidas
em diferentes estabelecimentos comerciais e, portan-
to, as condigbes de armazenamento devem ter sido
as mais variadas possiveis. A origem desses gueijos,
assim como as condigBes higiénicas utilizadas du-
rante & sua elaborac@o s8o desconhecidas e segundo
os resultados obtidos, nfo foram as mais adequadas.

Apesar da legislac@o federal ¢ a do estado de Sdo
Paulo™! ndo fazer referfnecia a enumeracio de bac-
térias aerébias mesdfilas (talvez pelo fato de pode-
rem estar af incluidas as bactérias ldticas), bolores,
leveduras e coliformes totais, essas anilises foram
realizadas para se ter um avaliagio da carga bacteria-
na total encontrada nas diferentes amostras de queijo
{Tabela 1}.

Da comparacfio dos resultados, apresentados na
Tabela 1, para as amostras de queijos de fabricacBo
artesanal e os industrializados, pode-se dizer, que o
ndmero de bactérias aerdbias mesdfilas, bem como o
de bolores ¢ leveduras foi bastante elevado para os
queijos artesanais. Com relagfio a coliformes totais
os resultadeos foram iguais para todos os gueijos com
exceclio da amostra [. Entretanto, para coliformes fe-
cais os queijos de fabricacfio industrial apresentaram
resultados baixos, confirmandoe E. coli ¢ apenas a
amostra L apresentou e confirmou Salmonella.

CONCLUSOERS

A andlise microbioldgica das amostras de queijos
tipo Minas-Frescal, tanto artesanais quanto industri-
alizadas, mostrou que apenas uma amosira, aquela
em gue foram monitoradas as condigdes higiénico-
sanitdrias, poderia ser consumida sem perige poten-
cial. As altas contagens apresentadas pelas outras
amostras podem ter as mais diferentes origens; no
entanto, para a obtengiio de um produto de boa quali-
dade microbioidgica, recomenda-se cuidados que
v3o desde 2 obtenglio das diferentes matérias primas,
processamento, estocagem e distribuic8o, até o arma-
zenamento para consumo final.
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Representacio dos resultados obtidos durante as diferentes andlises microbiclogicas.

TABELA I

bactérias
aerdbicas bolores Staphylococcus coliformes coliformes H.coli  Salmonella
mesofilas ¢ leveduras aures totais feeais confirmative  presenca
(UFC X 10%g {(UFC X 10%g UFC X 10%g NMP/g NMP/g em25g
Ampstra 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 5 dias 24 horas 48homas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
A 106 138 850 1.264 1.848 1.200 68.600 >1. 30 >1LH0 >1100 >1.100 {+) (+3
B 86 131 2 7 75 3 26 >1.300 >1.100 1.100 >1.100 (+3 (+3
c 161.500 193.006 3750000 4,120,006 6.890.006 2.000 1.300.000 >1.100 LD 1100 >1.100 (+} (+}
D 225,500 304,000 190.000 765.000 986.006 3.500.000 187.000.000 >1.100 =LI00 >0 >1.100 (+3 (+}
E 247.000 469.000 0.030.006) 11,920,000 22.22G.000 500 500 >1.100 >1.100 >1.100 »1.100 (§2] {-}
F 210.000 245000 10.570.006 12.340.600 12.370.000 560 618.500 >1.100 >1.100 28 >1.100 (+) {)
G 318.000 464. 5000 485.000 725.000 TEG.000 1.500 641.5G0 =130 =1.100 150 »1.100 (+} (+}
H 2 1.500 I 1 1.245 ) (-} =110 >1.100 <3 <3 (-} {-}
1 5 3 (O3] ¢) (=) 3 & <3 <3 <3 <3 (-} (-}
1 4 5 1 2 6 (-3 36 >1. 100 >1.100 43 460 {+} (-}
L 5 5 2 2 2 3 6 >1.100 =1.100 43 43 (0 (+}
Padrio auséncia em 0,01g mixima 1021'5; auséncia em 25g
Estadual (11) méaxima 103Ig Axima H}zlg ausbncia em 25g
Padrio
Federal {3)
Legenda: {+} = presenga
(-) = auséncia

F661 TS-8L (TIPS 20T cliepy 1sup "azy "dS - 01214 ORY Op 250f 0BG 3p SPEPIR BU OPEZIERMSWCD ‘[eUesaue opdnpod
op [eosey-settur ody offenb ap oorSofoiqosonu oprisg - WL WIENLNIA ¥ Td ‘NVINHOH "HO ‘ZNHD-VIDHVD
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GARCIA-CRUZ, C.H., HOFFMAN, FL. & VINTURIM, T:M. - Mycrobiclogical study of
Brazilian Minas cheese of manual facturing commercialized at Sio José do Rio Preto
(SP) city. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 54(2) 78-82, 1994,

ABSTRACT: Sampies of non-industrialized Minas Frescal cheese commercialized at
grocery stores, butcher’s shops, supermarkets and places alike in the city of S3o José do Rio
Preto (State of S#io 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 hygicnic-sanitary conditions. The results showed
that only one sample filled the reguirements to be consumed without potential damage to
public heaith.

DESCRIPTORS: Mycrobiological  study, Braziian Minas  cheese, Manual
Manufacturing.
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MIYAMARU YOROMIZO, R.; YANG, HM.; CANGERANA, FA,; GUSHIKEN, EY.;
NIERO, L.1. & MUNHOZ, M.A.G. - Bstudo morfoldgico da anemia em idosos, Rev.

Inst, Adolfo Lutz, 54(2): 83-7, 1994,

RESUMO: A partir de 2497 hemogramas de idosos nfio hospitalizades (= 60 anos) de
amb0s 05 sexos, realizados no Instituto Adolfe Lutz - Laboratério Central, no periede de
1950 a 1992, triamos 333 exames que apresentavam anemis, para realizar wm estudo

morfoldgico nesta amostra.

A anemja mais frequente foi a normocitica normocrdmica (72,4%), seguida da

microcitica normocrdmica {11,4%).

As alteragBes eritrocitdrias mais encontradas foram: anisocitose (64,3%), poiquilocitose
(12.3%), policromasia (9% e pontithado basdfilo (3.6%).

Hipocromia (CHCM < 31%} foi observada em 15,0% dos casos.

A analise morfolégica do sangue periférico de individuos anémicos ¢ fundamental paca

auxiliar nas decisGes clinicas a serem tomadas.

DESCRITORES: Idosos, ancmia, alteragSes eritrocitdrias.

INTRODUGCAO

O ndmero ¢ a forma pela qual as hemdeias
apresentam-s¢ no sangue perilérico, associadas a
valores ¢ ndices hematimétricos, podem refletir a
clinica dos pacientes, em especial aqueles com
doencas infecciosas, inflamatérias, neoplasias e
anemias,

As alteracfes morfoldgicas observadas em uma
anemid s#o fundamentais para a interpretago de sua
¢tiologia e da adogfic de cendutas clinico-
laboratoriais especificas.

Segundo Rappaport et al'?, os idosos que repre-
sentam um segmento crescente da populacio dos Es-
tados Unidos, no ano 2000, haverd um admero de
pessoas com idade acima de 75 anos aumentadas em

#% Pa Secfic de Hematologia do Institnto Adolfe Lusz.
% Da Discipling de Informidtica Médica da FMUSE.

26%, em relagfo a uma taxa de nascimente de 12% e
de mortalidade de 9%.

Litvak & Maggi'? estimam que no ano 2025, nos
Estados Unidos, um em cada 3 americanos idosos
terd 80 anos ou mais, e atualmente a populaciio nessa
faixa etéria é de 14%. No Brasil, a tendéncia de au-
mento nesta faixa etdria também serd percebida’?,

Segunde o Boletim de La Oficina Sanitdria
Panamericana', na América Latina e Carbe, no
ano 2000, o ndmere de pessoas com 60 anos ou
mais aumentard para 40,9 milhdes (7,2% da popu-
lagio) e no ano 2025 serd de 93,3 milhdes (10,8%
da populagdo).

Nos Estado Unidos, Sative et al?!, em 1992, en-
contraram 12,0% de anemia em idosos; e ro Brasii,

¥ Realizado na Scelio de Hematologiu do Instituto Adolfo Lutz, Laboratdrio Central,
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Cangerana et al%, em 1994 encontraram uma frequén-
cia de 13,3%.

Bevido a importéncia da anemia em idosos
como doenca primdria ou secunddria & diversas
doengas e o pequeno nimero de trabalhos exisientes
em nosso meio sobre esta sindrome nesia faixa
etéria, procuramos apresentar e analisar as princi-
pais alteragBes morfoldgicas observadas no sangue
periférico de idosos andmicos, ressaltando a im-
portincia do hemograma minucioso como exame
complementar & clinica.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados restropectivamente 2497 hemo-
gramas de pessoas com GO anos de idade ou mais, de
ambos o8 sexos, realizados no INSTITUTO ADOL-
FO LUTZ - Laboratério Central, entre o anos de
1890 a 1992. Hsses exames eram provenientes dos
Centros de Saide do ERSA 2 (Escritério Regional
de Sadde 2), Municipio de Sdo Paulo. Destes, 333
exames apresentavam snemia (165 homens ¢ 168
mulheres). Esses hemogramas foram realizados de
maneira convencional e os esfregacos sanguineos
foram corados pelo corante de Leishman.

Consideramos anémicos, 0s ¢asos gue apresenta-
ram valores de hemoglobina ahaixo de 13,6 g/dL
para os homens ¢ 12,6 g/dl. para mulheres, valores
cstes estabelecidos pela Organizaghio Mundial de
Salide (OMS) ao nive] do mar como 13,0 12,0 g/dLL
respectivamente™S, acrescidos de 0,6 g/dL. devido a
cidade de Sdo Paulo estar situada cerca de 900 me-
tros de altitude.

Usamos como valores de normalidade para o
VCM de 80 a 100 14* ¢ para o CHCM de 32 2 36%.
Consideramos como sendo hipocromia, os casos
com CHCM < 31%, segundo a OMS!S.

O critério minimo para que uma alteragio fosse
‘considerada uma cruz (1+) foi o achado com dificul-
dade e com especial atengdo; duas cruzes (2+) quan-
do o achade da alteragfio nfoe apresentou dificuldade
neim especial atengfo, porém presenie em pegueno
ntimero de células; (rés cruzes (3+) gquando a alte-
ragio fol observada em muitos campos mas nio em
todas as c€lulas e quatro cruzes (4+) quando a alte-
racio foi observada em todos os campos € em todas
as células.

O estudo estatistico dos fndices hematimétricos
(VCM e CHCM) para caracterizacio do tipo mor-
foldgico da anemia, segundo a idade e o sexo, foi re-
atizado através do teste X? (qui-quadrado) para a és-
tatistica enumerdvel®.

Realizamos também um Teste de Hipdteses com
o cbjetive de verificar o significado estatistico das

84

frequéncias encontradas e adotamos p<0,10 como
regifio de rejeicfio, pois a amostragem decaiu ao lon-
go <fos anos.

RESULTADOS

Nos 333 hemogramas estudados, a anemia mais
encontrada foi a normocitica normocrdmica (72,4%).
Na tabela 1, apresentamos, o mimero de casos e as
frequéncias do tipo de anemis encontradas na popu-
lacBo estudada.

TABELA 1

Frequéncia do tipo de anemia em idosos de ambos 05 sex0§

Anemia Casos {n) Frequéncia (%)
Nermocitica normocrimica 241 72,4
Nermocitica hipecrémica 28 8.4
Microcitica normocrdmica 38 11,4
Microcitica hipocrbmica 21 6.3
Macrocitica normocrémica 4 1,2
Macrocitica hipocrfmica 1 0,3

Na tabela 2 apresentamos a frequéneia do tipo de
anemia discriminada pelo sexo. Comparando com a
tabela 1, encontramos, o valor de X? com 5 graus de
iiberdade dado por X*(5) = 5,53. Isso resulta em
p<0,30. Portanto, nfo existe diferenca estatistica das
freguéneias encontradas em relagdo ao sexc compa-
rada com a da populacgio.

As formas mais comuns, ou sejam, as mi-
crociticas € normociticas apresentam valores de fre-
quéncia compativies com os valores de frequéncia da
populacio.

O valor de X* para 0s selis componentes s30: para
normociticas X1} = 0,18 (p<0,60), para mi-
crociticas X*(1) = 1,33 {p<0,20) e para macrociticas
XX(1) = 1,02 {p<0,30). B relagio ao sexo, a anemia
microcitica foi a que contribuiu com thaior variacio
relativa 2 da populagéo.

Todoes esses valores estdo na faixa de ndo rejeicio
da ignaldade das frequéncias.

Na tabela 3 apresentamos a frequéneia do tipo
de anemia discriminada pelo sexo e pela faixa
etdiria. Nessa tabels, nfio considerando o sexo ¢
comparada com a tabefa 1, encontramos o valor
X2(10) = 24,83, resultando em p<0,05. Portanto, re-
jeita-se a hipétese da igualdade das frequéncias en-
contradas em relacdo s faixas etdrias comparadas
as da populagiio. O valor de X* para seus compo-
nentes sdo: para normociticas X2(2 3=3,15 (p<0,20},
para microciticas X%2)=19,53 (p<0,005) ¢ para
macrociticas XX2) = 2,15 (p<0,30). Em relagio ao
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TABELA 2
Frequéncia do tipo de ancmia discriminada pelo sexo
Homens {H) ¢ Mulheres (M)
Anemin Casos(H) Freq.(%) Casos{M} Freq.(%)
Mormo. normocr. 119 2.1 122 72,6
Normo. hipocr. 15 9,1 13 17
Micro. normoer, 16 8.7 22 13,1
Micro, hipocr. 12 7.3 2 3.4
Macro. normocr, 2 1,2 2 1,2
Macro. hipocr. i 0,6 0 0.0
Fotal 165 100,0 168 100,0

nommo: ROrMocitica, micro: microcitica, macro: macrocitica
normocr: normocrémica, hipoer: hipocrfmica

sexo ¢ faixa etdria, 2 anemia microcitica foi a que
contribuiu com maior variagfo relativa & da popir-
lagiio e estd na faixa etdria de rejeicBo da igualdade
de frequéncia; e influencion no resultado geral
porque o ndmero de casos de anemia microcitica
neste caso ndo & desprezivel (18%) em relacio i
outras duas formas de anemia.

TABELA 2

Frequéncia do tipo de anemia discriminada pelo sexo e
faixa etdria

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

Anemia A B C A B CA
Normo, normoce. 62,7 80,0 83,0 64,0 784 842
Normo. hipocr. 93 100 50 80 68 1035
Micro. normocr. 10,7 86 1006 160 135 00
Miero. hipocy. 160 08 00 93 13 353
Macro. normocr, 40 14 56 27 80 00
Macro. hipocr. 3 00 00 00 00 00
N® casos 730010 20 75 T4 19

A:60269anos, B:70a7%anos, C:80anos ou mais

Na tabela 4, apresentamos as principais alte-
ragles eritrocitdrias encontradas nos hemogramas
dos idosos anémicos estudados.

TABELA 4

Frequéncia de alteragbes eritrocitérias encontradas nos
idosos anémicos

Alteragfio Frequéncia (%)
Anisocitose (1+ a4+ 64,3
Poiquilocitose (14 & 44) i2.3
Policromasia {1+ a 4+) 5.0
Pontithado baséfiio {1+ a 44) 36
Hipocromia {CHCM < 31%) 15,0

DISCUSSAO

A snemia € uma das doencas mais comuns em
idosos?!. E descrita numa incidéncia que varia de 6 a
30 % nos homens e 10 a 22% nas mulheres®1221, AL
guns estudos demonstram gue hd uma prevaléncia
mais alta de anemia em idosos de populacfes de
baixo nivel séeio econdmico’?,

A caréncia de nuotrientes principalmente ferro,
folato e vitamina B12, além das doencas crinicas,
inflamacBes, perda de sangue, hemdlise, alcoolis-
mo e uso de medicamentos, sdo as principais cau-
sas de anemia em idososi?. Parece haver nos ido-
sos  um declinio da funglio medular, com
diminuigio das reservas celulares'?, A idade das
células replicadoras ¢ o microambiente medular
também sdo importantes para a capacidade de mul-
tiplicagfio celular.

E muito provével que a etiologia da anemia em
idosos seja multifatorial'?,

A anemia mais encontrada por nés foi a nor-
mocitica mormocrdmica (72,4%). Em relagdo ao
sexo, as mulheres apresentaram esta anemia com
uma frequéncia ligeiramente maior do que os ho-
mens (tabela 2). Segundo Rappaport, a anemia nor-
mocitica estd frequentemente associada & quadros
hemoliticos, agressfes medulares ou doencas
endderinas®.

Nesta anemia, pela contagem dos reticuldcitos
podemos observar duas situagSes bem definidas:
aumento ou diminvigfo na produgio de células ver-
melhas jovens, Devido ao fato de o estudo ser re-
trospectivo, nfio tivemos controie sobre a contagem
de reticulécitos que foi muito pouco solicitada
{0,6% dos casos).

No estudo da anemia, a contagem dos reti-
culdcitos ¢ fundamental, pois a partir dela se obtém
o indice reticulocitdrio (JR), importante parimetro
para a avaliacfio etiol6gica da anemia. IR menor do
que 2% indica anemia por eritropoese ineficaz on
faléncia medular, enquanto que IR maior do que 3%
(em geral entre 3% e 6%) sugere guadro he-
morrdgico agudo, hemolitico crénico ou resposta
eficiente & terapia'®. As anemias por deficiéncia de
ferro, folato, vitamina B12, infecgBes crénicas e ra-
dioterapia, em geral cursam com contagens de reti-
culbeitos diminufdas™®,

Apesar de ndio termos a contagem de reti-
culécitos, na maioria dos casos encontramos 9% dosg
casos com policromasia importante, o gue sugere um
aumento no nimero de reficuléeitos nesses casos.

O segundo tipo de anemia mais frequente foi a

microcitica normocrdmica. Consideramos esse grupo
de anemia como uma forma transicional, possivel-
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menie enfre a normocitica normogrdmica ¢ a mi-
crocitica hipocrémica.

A alteragfo eritrocitdria mais encontrada foi a
anisocitose (64,3%). Entretanto, a anemia mais fre-
quente foi a normocitica; provavehmente decorrente
do fato de que muitos idosos apresentavam microci-
tose e macrocitose concomitantemente, equibrando
o VOM.

Observamos 6,3% de casos com anemiz mi-
crocftica hipocromica (fabela 1), Os homens aprésen-
taram esta anemia com uma frequéncia discreta-
mente aumentada em relagio is multheres (tabela 2).

Joosten et al® ¢ Serra Valdés et al?? encontraram
anemia ferropriva ¢ anemia associada 4 doenga
cronica como sendo as mats comuns em idosos hos-
pitalizados. Rappaport et al*! e Mckay ot al®® tam-
bém encontraram essas anemigs como as mais co-
muns em idosos nio hospitalizados. A anemia de
doenga crbnica pode ter infcio com normocitose e
posteriormente tornar-se microcitica, gerando con-
fusdo com a anemia ferropriva'®. A anemia ferropri-
va instalada cursa com microcitose, alguns
ovaldcitos, hipocromia e depdsitos medulares de Ter-
ro ausentes, Na anemia de doenga crbnica os
dep6sitos medulares de ferro esto bem supridos,
com macréfagos repletos de ferro. Entretanto, o ferro
por um mecanismo ndo totaimente esciarecido, é
muito pouco utilizado™®. A hipecromia (CHCM <
31%) fol cncontrada em 15,0% dos casos, com 87%
de correlagfo positiva com 0 aumento do halo inter-
no eritrocitirio, observado nos csfregagos san-
guineos indicando tal alteragdo.

Em retacio ao sexo, as mulheres apresentaram
freguéncia de anemia microcitica superior #os ho-
mens {tabela 2). Parasuramaiy et al enconiraram
mais anemia em mulheres do que em homens, prova-
velmente devido 2 carfneia de ferro, resultante da
dificiéncia desle nutriente em suas dictas'®.

Encontramos diminui¢iio da frequéncia de ane-
mia microcitica em relacio a0 aumento da idade {ta-
beta 3). Segundo Salive et ai?*!, a microcitose dimi-
nue entre os idoses com mais idade de ambos os
seX08, enquanto a macrocitose aumenta com a idade
somente nos homens.

Observamos 1,8% de homens € 1,2% de mu-
iheres com anernia macrocitica (tabela 2),

B6

Frequentemente, a anemia macrocitica ¢ decor-
rente da caréncia de folato ¢ ou vitaming B12 ou por
doencas hepéticas™>'7,

A poiquilocitose foi encontrada em 12,3% dos ca-
s0s, com predomindncia de ovaldcifos, hemécias em
alvo e hemdcias crenadas, As outras formas de poi-
quilocitose foram observadas em porcentagens
minimas. Nas anemias ferroprivas ¢ talassemias uma
discreta ovalocitose pode estar presente. A macro-
ovalocitose estd presente nas anemias macrociticas
por deficiéncia de folato ou vilamina B1257-%,

Nas anemias macrocfticas, por causa hepdtica, a
macro-ovalocitose normalmenie niio § observada,

Na anemia ferropriva, doengas hepdticas, anemi-
as hereditarias themoglobinopatias §,C, talassemias),
as hemgcias em alvo sempre estfio presentes®. As
anemias hereditdrias, na forma heterozigota, podem
passar despercebidas 2o longo da vida, pois os sinto-
mas ¢ sinais clinicos apresentados, em geral sdo pou-
co evidentes e, no hemograma, as alteragdes eriro-
citdrias podem ser muito discretas.

Estados febris e desidratacio podem cursar com
hemdcias crenadas®?®, Pontilhado baséfilo foi encon-
trado em 3,6% dos casos. Esta alteraco eritrocitdria
pode ser encontrada em vdrias anemias, porém ¢é
muito observada nas talassemias, intoxicacio pelo
chumbo e leucemias®,

CONCLUSOES

As alteracBes morfolégicas encontradas nos he-
mogramas de idosos anémicos sZo importantes,
pois em conjunio com 0s indices ¢ valores hemati-
métricos e contagem de reticul6cios, orientam
quante & eticlogia da anemia e podem influir deci-

 sivamenie na conduta clinica a ser tomada. Assim,

todas as observagOes hematoldgicas devem ser cri-
teriosas e retratar fielmente a realidade, fazendo do
hemograma um exame complementar importante no
diagnéstico clinico.
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ABSTRACT: During the 1993-1992 pericd, 2497 hemograms from elderly cut-patients of
both sexes aged 200, were performed at Adolfo Lutz Institute, Central Eaboratory.
For morphological study of anemnia in this sample, 333 of them all presenting anemia

were sclected.

The most frequent anermia was normochromic normoecytic (72,4%), foliowed by

normochromic microcytic (11,4%).

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

Hypochromia {MCHC < 31%) was observed in 15,0% of the studied cases,

The morphological analysis of phedpherical blocd in the anemic individuals is
fundamental to help in clinical decisions to be taken.

DESCRIPTORS: elderly, anemia, ervthrocytary alierations.
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RESUMO: De culturas de sangue foram isoladas e identificadas 267 amostras
bacterianas do género Haemophilus, na Seclio de Bacteriologia do Iastituio Adolfo Luiz -
S50 Paulo no perfodo de 1979 a 1991, H.influenzae corresponden a 91.0% (243 cepas) da
totalidade dos casos com a predomindacia do biotipo | {65,9%) seguido dos biotipos If
{29,6%), I (2,1%), IV (0,8%) e V (1,6%). Na quase totalidade das cepas o sorotipe b
prevaleceu {93,0%) ¢ apenas uma amostra bacteriana foi caracterizada come sorotipo f.
H.influenzae biogrupo aegyptius ocorreu em 7,.5% dos casos, tendo as 20 cepas isoladas
apresentado as caracteristicas fenoffpicas e genotfpicas do agente etioldgico da Febre
Purpiirica Brasileira. O H.parainfluenzae foi identificado em 4 amostras, 2 delas pertencendo
a0 biotipo I, outras acs biotipos 1 ¢ V. Considerando o ndmerc de amostras de sangue de
cada paciente, pdde-ge observar gue em 29,5% dos casos o agente eticldgice ndo se
desenvolven na totatidade das mesmas, indicando a necessidade de amostras mitiplas de
sangue para 0 diagndstico de doengas invasivas.

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

INTRODUCAO

A hemocultura tem grande importincia no
diagndstico laboratorial de doengas bacterianas in-
vasivas como também no controle de infecgdes em
atobientes hospitalares', Nas infecoBes bacterémicas
simples as enterobactérias fem prevalecido em nosso
meio, seguidas de cocos Gram-positivos, de bacilos
Gram-negativos aerébios estritos, de Haemophilus e
de diplococos Gram-negativos®.

O Haemophilus influenzae, principalmente o sor-
otipo b, tem side apontado como uma das principais
causas de doenca invasiva em criangas com idade in-
ferior a § anos'. E também o agente etioldgico mais
frequente em meningites bacterianas’, o que conduz
& indicaciio da cultura de sangue para diagndstico
eticldgicol,

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

* Reatizado na Seclo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, 3o Paulo, SP.

#% Do Instituto Adolfo Lutz.
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doenga sistémica em criangas menores de [0 anos,
denominada Febre Purptirica Brasileira (FPB), em
vérias regides do Pafs. Este microrganismo foi pos-
teriormente caracterizado como H.influenzae biogru-
po aegyplius®, sendo o sangue a fonte principal para
o seu isolamento e diagnéstico laboratorial®’. Desta
forma a hemoculfura constitui-se, até o momento,
no Unico méiodo de confirmagiio do diagndstico
clintco, assumindo importancia particularmente rele-
vante quando se propde a esclarecer o agente
etioidgico da FPB.

Considerando gue diferentes espécies do género
Haemophilus também podem provocar infeccBes sis-
témicas, foi feitc um estudo retrospectivo das bactér-
ias deste género que puderam ser isoladas de cultura
de arnostras de sangue na Secfo de Bacreriologia ou
recebidas de hemocuitura processadas cm outros Ia-
boratérios, no perfodo de 1979 a 1991,

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 267 cepas de Haemophilus sp
originadas de cultura de sangue de pacientes interna-
dos com a febre a esclarecer em vérios hosipitais da
Rede Piblica do Estado de S&o Paulo e outros Esta-
dos. Os frascos de cultura semeados ou as cepas ja
isoladas, foram enviadas & Segio de Bacteriologia do
Instituio Adolfo Lutz, S3o Paulo.

Os meios de cultura empregados para as hemo-
culfuras consistiram de caldo triptose soia (TSB)
ou caldo de infusio de cérebro e coraciio (BHI,
acrescidos de sulfato de polianetol sédico (SPS) a
0,05%:.

Os frascos foram semeados no momento da
pungio sanguinea, na proporeio de 10% do meio de
cultura, ou seja, 10 mi de sangue para 50 mi do
meio de cultura, € levados & incubaglio a 35-37°C.
Estes frascos de cultura semeados foram examina-
dos macroscopicamente, diariamente, durante 7 dias
para se¢ evidenciar turvac@c. Havendo tais alte-
ragles, foi recolhida uma aliguota de maferial, as-
septicamente, através de seringa ou colecut BCB
VENT/SVB UNIT (Difco) ¢ realizado esfregago co-
rado pelo Gram, modificado por Hucker®. Dos fras-
cos que permaneccram inalterados foram feitos sub-
cultivos apds 2 © 5 dias de incubagfo, em tubos
contendo dgar chocolate constitufdo de base BHI
acrescida de 10% de sangue estéril de cavalo ou co-
elko. Os tubos foram mantidos em estufa a 37°C
em atmosfera de 5 a 10% de CO2, durante 24-48 h,
para confirmaclo de resultados negativos.

A ocorréncia de crescimento bacteriano com pre-
senca de bacilos Gram negativos pleomérficos com
morfologia de col6nias semelhantes as apresentadas
pelo genero Haemophilus orientou para a realizagio
da prova de satelitismo. A comprovagiio da presenca

de Haemophilus levou & caracterizagdo bioguimica e
sorolégica da cepa, segundo metodologia previa-
mente descrita®67 1214,

RESULTADOS

Das 267 cepas de Haemophilus sp, isoladas de
sangue no perfodo de 1979 a 1991, 243 (91.0%)
foram caracterizadas come H.influenzae. Entre as
cepas de H.influenzae houve maior ocorréncia do
bictipo I {65,9%) e do sorotipo b {83,0%). Um total
de 11 cepas ndo apresentaram capsula (NTY e em S
cepas ndo pdde ser realizada a soroaglutinagio (Ta-
beia 1). Nesse mesmo perfodo foram iseladas 20
(7.5%) cepas de H.influenzae blogrupo aegyptius,
de pacientes com suspeita clfnica de FPB. Estas ce-
pas apresentaram resultados de provas bioquimicas
compativeis com a espécie ¢ demonstraram reagio
de soroaghitinacfio positiva com o antissoro policio-
nal. Outras 4 {1,5%} cepas foram definidas como
H parainfiuenzae (Tabela 2) que apresentaram z ca-
pacidade de sintetizar a porfirina (ALA), fermentar
a glicose {com produgio de gis), e a sacarose po-

TABELA 1
Sorotipos e biotipos de 243 cepas de H. influenzae isoladas
de sangue
Serotipo Biotipe
1 IT HI v v Total
N% N% N% N% NN %
b 146 71 4 2 3 226 930
H ! - - - - 1 04
NT g 1 1 - i 11 43
NR 5 - - - 5 21

Total  160(63,5) 72(28,6) 3(2,1) 2(0.8) 4(1,6) 243 (100.0)

NT = niotipgvel
NR = afio realizado

TABELA 2

Provas diferencials que caracterizaram os biotipos das 4 ce-
pas de H. parainflucnzae isoladas de sangue

Biotipos

I H H IV V VI VI Vill

Ornitina-D + + - + -+ e .
Urease - R N + -
- Triptofanase - - - -+ o+ o+
{Indol)
Total 2 1 06 0 1 6 9 04
+ reagdo positiva

- = reaglio negativa

89



VIEIRA, MEP; MEZZACAPA NETO, B LANDGRAF, LM, BUSCHINELLI, $.5.0; TONDELLA, ML.C.
BRANDILEONE, M.C.C. & VIEIRA, V.8.D. - Bactérias do género Haemophilus isoladas de sangue, na Secdo de
Bacteriologia, Instituto Adeifo Lutz no perfodo de 1979 a 1991, Rev. Inst. Adolfo Luiz, 54(2): 88-92, 1994,

TABELA3

Distribui¢do do ndrmero de amostras de hemoceltura positi-
vas para haemophillus sp de cada paciente, em relagio ao
néimero de amostras de hemocultura enviadas

Amosiras Total Pacientes
Positivas
b 42.6%
212 24.0%
343 3.9%
172 13.9%
13 10,9%
Iz 4,1%

2= N° de amostras de hemocultura positivas
b = N° de amostras de hemocuitura enviadas

rém ndo desdobraram a xilose, lactose ¢ manila.

Relacionando o nimero de amostras de hemo-
culturas positivas com o nimero de amostras envia-
das de cada caso suspeito, pdde-se observar que om
70.5% dos casos o ndmero de amestras enviadas
correspondeu ao nimero de culturas positivas, en-
tretanto para 29,5% dos casos clinicos nem lodas as
amostras recebidas puderam  revelar o agente
etioldgico.

DISCUSSAO

Das 267 cepas do género Haemophilus estuda-
das, foram identificadas espécies diferentes e todas
tveram o teste de satelitistno positivo, Desta for-
ma pdde-se demonstrar que esta prova ndoc contri-
bui para definir a espécie. Este trabalho demon-
strou a importincia da caracterizaglio das espécies
do género Haemophilus, através de provas bio-
quimicas e enziméticas, gue contribufram para a
verificagdo de que H.influenzae fol a espécie pre-
dominante entre as estudadas sendo esse microrga-
nismo um dos agentes mais frequentes de menin-
gites bacterianas.

Embora H.influgnzae biotipo T ¢ o sorotipo b se-
jam os biotipos e sorotipos mais frequentemente iso-
lados de cepas invasivas de H.influenzae, neste estu-
do foi também identificada uma cepa de
H.influenzae do sorotipoe f. Este sorotipo j4 tem sido
isolado do sangue por outros autores como McGow-

G0

an et alii’® gue identificaram duas cepas do sorotipo
£, Kamme' que relatou a ocorréncia de uma cepa e
Wallace!” de 3 cepas provenientes do sangue de trés
pacientes com pneurnonia.

Irino e col®, estudando 15 casos de FPB, dos guais
materiais biolégicos como sangue, lquido ce-
falorraquidiano, secrecio de conjuntiva e orofaringe
foram examinados, observaram que s cultura de
sangue fol positiva em 80% dos casos, 0 que elege esse
exame pata o diagndstico laboratorial dessa infec¢io.

A ocorréncia de cepas de H.parainfluenzae nas
culturas de sangue, como também 4 relatado por
Brunn et alii®, comprova a importineia de s¢ comple-
mentar, com provas bioguimicas e enzimdticas, a ob-
servagio de um satelitismo positivo para 2 definigio
da espécic do genéro Haemophilus.

Segundo Bone!, “A frequéncia com gue sitios
miltipios de infecglo piogénica estdio associados &
meningite por Haemophifus em criangas Com Imenos
de 2 meses de idade comprova que cultura de sangue
ndo ¢ apenas 1til, mas tambén uma investigacio adi-
cional necesséria”,

Este estudo, embora direcionado para caracteri-
zagio das espécies do género Huemophilus, demon-
strou a importincia da cultura de sangue, em vista da
ocorréncia de positividade desses exames laboratori-
ais em 5 pacientes que tiveram também o LCR ex-
aminado, mas com resuitados negativos {dados nfo
demonstrados). De outros 62 pacientes com culturas
positivas de sangue e de LCR, os resultados nos dois
exames foram compativeis para o mesmo biotipo e
sorotipo de H.influenzae.

Segundo Koneman', a obtengio de uma amos-
tra de sangue para cultura, imediatamente antes de
um pico febril, £ ideal porgue este € o perfode de
mator concentracio de microrganismos circulantes.
No entanto como este pico ndo pode ser previsto,
recomenda-se, geralmente, que as hemoculturas de
rotina sejam obtidas de diferentes locais de puncio
venosa com, no minimo, uma hora de diferenca.
Neste trabatho fol comprovada a imporifincia dessa
recomendagiio, pois em cerca de 29,5% dos acasos
a positividade da cultura nfo ocorreu ¢m todas as
amostras enviadas. Fsta observacfio reforga a im-
portiincia da recomendagBo de serem enviadas
vdrias amostras de sangue de cada paciente, princi-
palmente nas bacteriemias com febres intermitentes,
possibiliiando assim a malor probabilidade de ob-
tenclio de cultura positiva,
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genus Haemophilus isolated from bloed in the Section of Bacteriology, Instituto Adolfo
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ABSTRACT: From blood cultures, 267 strains of the Haemophilus genus were isolated
and identified in the Secfio de Bacteriologia of the Instituto Adolfo Lutz, S¥o Paslo, in the
peried 1979 to 1991 H.inflnenzae accounted for 81,0% (243 straing} of the total cases, with
bictype I {65,9%) predorminating, followed by biotypes 1} (29,6%), HI (2,1%), IV {0.8%),
and V {1,6%). In most cases serotype b was predominant (93,0%), and only one strain was
chaencterized as serotype f. H. influenzae biovar segyptins ocorred in 7,5% of thee cases,
having all the 20 isolated strains shown the phenotype and genotype characteristics of the
cticlogic agent of the Brazilian Purpuric Fover, H parainfluenzae was identified in 4 of the
strains, being two of biovar [, and one each of Movar 1 and V. Concerning the number of
biood samples of every patient, it was noteworthy that in 29,5% of the cases, the etiologic
agent did not develop in all of the samples, showing the meaning of multiple bloed samples
for the diagnosis of invasive diseases,

DESCRIPTORS: Haemophilus, H.influenzae, biotypes and serotypes; H.influenzoe
biovar aggyptius; H.parainfiuenzae; blood culture.
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USO DE TAMIS NA IDENTIFICACAO DE ELEMENTOS HISTOLOGICOS EM IOGURTES

COM POLPA DE FRUTA(S) *
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NOGUEIRA, MD. & RODRIGUES, RMMS. - Uso de tamis na identificagio de
elementos histoldgicos em iogurtes com polpa de fruta(s), Rev. Inst. Adolfo Lutz, 54
{2): 93-6, 1994,

RESUMO: Comparou-se¢ a cficiéncia de dois métodos empregados na andlise
microscépica para identificagfo dos elementos histoldgicos em ioguries com polpa de fruta
{s). Os métodos utilizados foram: A - desengorduramento seguido de hidedlise alealing a 5%
e B - uso do tamis USBS 230 e dgua filtrada a 35°C. Foram analisadas. 30 amostras de
ioguries com polpa de fruta(s) de diferentes sabores, simples ou combinados, adquiridas no
comércio da cidade de SHo Paulo. O método B fol mais efeiciente por permitir boa
visvalizacho do material e caracterizagio dos frutas em 96,7% das amostras, assint como,
avaliar a qualidade da polpa de fruta. O Método B, por ser mais répido, simples ¢ preciso ¢
por nfo utilizar reagentes toxicos, mostrou-se mais adequado para a identificacio histoldgica
de vegetais em iogurtes com polpa de fruta(s).

DESCRITORES: iogurte com polpa de fruta(s), identificagiio de elementos

histoldgicos, andlise microscépica.

INTRODUCAO

No Brasil, o jogurte apresenta uma tendéncia de
crescimento de producgfio e apesar da grande popula-
ridade, ¢ recente a legislacfio? que estabelece a deno-
minacfio de iogurtes com polpa de frutals), sendo
classificado comercialmente como iogurte batido®.

Tecnologicamente, © logurte com polpa de fruta
(8) é caracterizado pelo alto teor de sdlidos, teor de
gordura padronizado, podendo-se adicionar de 12%
a 18% de agiicar para melhorar o sabor e a consistén-
cia. A adigfio da polpa de fruta ao jogurte & feita
mima etapa final, apds a fermentago e o rompimen-
to do codgulo, sendo entfio embalado e armazenado
em cémara fria®.

A legislacio em vigor! estabelece dois itens rela-
cionados a andlise microscdpica: a caracterizacfioe a
condi¢do higiénica do produto. Na caracterizacio,
determina-se a genuinidade do produto, ou seja, a

identificagBo histolégica dos constituintes vegetais,
Assim como para a identidade, verifica-sc também a
frande, intencional ou nfo, que é a substituigo rotal
ou parcial de um componente ou outro,

Para a identificagio histoldgica dos constituintes
vegetais, principalmente quande  iriturados ou
mofdos, além de conhecimento e experiéneia do ana-
lista quanfo aos aspectos morfoldgicos e his-
tolégicos®, também devem-se utilizar métodos que
proporcionem a obtenciio de material adeguado para
boa visualizacio ao microscdpio 6tico'.

O elevado teor de sélidos e o alto grau de trity-
racio das frutas dos iogurtes com polpa de frura(s)
tém acarretado demora e dificuldade na identificagao
dos vegetais caracterfsticos desses produtos, quando
se utiliza o método de desengorduramento seguido
de hidrélise alcalina'?, Este problema aliado & de-
manda de trabatho de umn laboratérie de prestagio de
servico e h exposic3o do analista 3 reagentes in-

# Realizado na Segfio de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz.

% Do Instituto Adolfo Lutz.
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flamdveis e toxicos foram fatores preponderantes na
busca dc alternativa para agilizar o preparo das
amostras para andlise microscdpica, melhorar a qual-
idade do processo ¢ assegurar methores condigbes de
trabalho ao analista.

O obietivo deste trabalho foi comparar a eficién-
cias do uso do tamis USBS 230 e da técnica de de-
sengorduramento ¢ hidrélise alcalina na caracteri-
zaglo dos vegetais presentes nos iogurtes com polpa
de fruta(s) e propor mudanga de metodologia.

MATERIAL E METODOS

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

Mérodo

As amosiras utilizadas em cada método foram re-
tiradas da mesma embalagem, apds a homogenei-
zagdo do produto.

Método A - Foi utilizado o método descrito por
Zamboni et ali'®, de uso corrente na Segdo de
Microscopia Alimentar, caracterizado por 3 etapas
principais: desidratacfio com dleool etilico, desengor-
duramento com éter etilico e hidrélise com solugio
de hidréxido de sédio a 5%.

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

Material

Béguer de 200 ml

Equipamento para filtracfio a vicuo
Espatuda de metal

Microsedpio estereoscopice
Microscopio Gtico

Papel de filtro qualitativo

Tamis USBS 230

Reagente

Agua filtrada a 35°C
Agua glicerinada a 2%

Procedimento

Apds homogencizacio, pesar 100 g da amostra
em um béquer de 206 ml. Verter a amostra, em pe-
quenas quantidades, no tamis USBS 230, {avando-a
com jatos de Agua filtrada a 35°C. Lavar as paredes
do béguer com dgua filtrada & 35°C, transferindo-a
para o tamis, até remover a amostra aderida ao reci-
piente. Repetir o procedimento de lavagem até o
residuo apresentar-se limpo. Filtrar o material retido

g4

no tamis, a vicuo sobre papel de filtro, lavando o ta-
mis com #gua filtrada até remover todo o resfduo.
Transferir o papel de filtro para uma placa de Petri e
observé-lo ao microscopio esiereosclpico, aumento
de 20 x, para identificar e guantificar matérias es-
tranhas. Retirar com espdtula de metal, pequenas
porgdes do material retido no papel ¢ montar sobre
lamina com 4gua glicerinada a 2%. Examinar a0 mi-
croscOpio dtico, aumento de 100 a 400 x, ¢ identifi-
car os clementos histolégicos caracterfsticos ¢ estra-
nhos ao produto.

Identificacio Histoldgica

Os elementos histolgicos caracterfsticos das fru-
tas presentes nos iogurtes foram identificados a par-
tir do conhecimento especifico do analista, de com-
paracdes com padrdes ¢ leituras especializadas™ !,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Para avaliagioc dos métodos considerou-se os se-
guintes critérios;

a - Exposigfio 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.

¢ - Tempo de leitura - tempo gasto na observaciio
microscopica para identificaciio dos elementos
histoldgicos caracterfsticos das frutas.

d - Qualidade da leitura - caracterizada pela visibili-
dade adequada do material em ldmina.

No Método A, o tempo gasto para desengordura-
mento variou entre as amostras e ndo foi inferior 2 1
hora. Nesta etapa trabathou-se com éter etilico, que
pode causar irritagfio moderada de pele e das inembra-
nas mucosas, além de outros problemas, quando em
doses altas®, Outro solvente utilizado nessa etapa foi 0
etanol (dlcool absoluto), que pode cansar vérios efeitos
téxicos como ndusea, vomito etc®. Apés o desengordu-

TABELA |

Comparacio dos métodos A e B para identificacio de ele-
mentos histoldgicos em iogurtes com polpa de fruta (s).

Método Reagente usado Tempo Tempo
de preparo de leitura
A dleool
éter etflico th e 40 min. 60 min.
hidréxido de
sédio
B dgua filtrada 10 min. 5215 min,

dgua glicerinada

Fonte: Instituto Adolfo Lutz, S0 Paulo - 1994
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ramento, procedeu-se A hidrdlise alcalina e o material
foi levado & ebulicBo seguido de filtraglo & quente, sen-
do que o tempo gasto foi de 40 minutos (Tabela 1),

Segundo método descrito por ZAMBONI et ali'?,
ap6s a hidrSlise, o material deve ser esfriado e,
entdio, filtrado. Como a filtraglio do material a frio
foi dificultada devido a formagio de uma camada ge-
latinosa sobre o papel de filtro, optou-se pela fil-
tragfo a quente, onde foi possivel filtrar todo o mate-
rial hidrolisado. Porém, a filtragio a wvicuo do
material hidrolisado aquecido expfe o analista dire-
tamente aos vapores toxicos, podendo causar desde
uma irritagio das mucosas do sistema respiratério
alé uma preumonite grave’,

O use do tamis USBS 230 (Método B} eliminou os
reagentes de risco e a4 lavagem do material com dgua
quente foi feita em cercade 10 minutos (Tabela 1),

Enquanto no Método B, o tempo de leitura da
famina para identificagfio do elemento histolégico
caracteristico variou de 5 a 15 minutos (Tabela 1),
dependendo do niimero de frutas adicionadas, no
Método A, o tempo minimo foi de 1 hora. Pela difi-
culdade de identificacfio de determinados elementos
histol6gicos, n#o foi anotado o tempo méiximo de
andlise. Optou-se pela observaclio sistemdlica de
virias Mminas do material obtido por esse método,
onde ocorreram, inclusive, situaces nas quais o ele-
mento histoidgico vegetal ndo foi identificado.

Na observacio do material obtido pelo Método A,
ao microscépio estereoscopico, foi mais diffcil visu-
alizar os fragmentos vegetais, devido ao alto teor de
resfduo {material interferente) e, em alguns casos, as
estruturas ceinkares desses fragmentos, como o0s
rafideos de Ananas sativus (abacaxi), mostraram-se
dilaceradas ao microscopio Gtico, sendo gue © toesmo
nfic ocorreu com o material obtido pelo Método B.

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

1 Quatidade de Ritura
&3 Caracterizaciy da fsta
B8 Presenga de fungo

méipdo
FIGURA
Perceatagem de amostras analisadas quanto & qualidade de

leitura, caracterizagiio da (s) fruta (s) e presenca de fungos.
Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo - 1994,

ra. No restante, a presenga de materias interferentes
dificultou a identificacfio dos elementos histoldgicos
caracter{sticos das frutas. Foi possivel a caracteri-
zagho das frutas em 06,7% das amostras analisadas
{Figura 1). Na leitura das 1dminas deste material, foi
observada a presenga de poucas estruturas celulares
da fruta e, na maioria, apenas ¢ elemento histoldgico
caracterfstico. A facilidade de identificagic ocorren
nos ioguries sabores morango {Fragaria vesca},
framboesa (Rubus idaeus} e amora {Rubus sp), pelas
préprias caracteristicas dos frutos?!,

Quando o elemento histolégico das frutas corres-
pondia 2 estrutura morfologicamente mais delicada
ou presente em pequena proporgio, como célula de
mesocarpo, tubo de ldtex, pdlo, célula de tanino e
outros™!, o material interferente dificultou ou im-
possibilitou a visualizagio e, conseglientemente, a
identificaciio,

A presenca de material interferente, resultante
das arnostras tratadas pelo Método A, pede ser con-
sequéneia da integraciio 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 substdncias gor-
durosas do produto, ¢ que nem sempre 0Cofrey;
hidrélise alcalina incompleta®, pelo curto tempo de
aquecimento ¢ baixa temperatura; ¢, pelas priprias
caracetrfsticas do produto* que possui elevado teor
de solidos (15% de extrato seco desengordurado),
muitas vezes aumentado para dar consisténcia ideal
&0 produto.

O uso do tamis USBS 230 permitiv boa visvali-
za¢io do material em mina em 100% das amosiras
anatisadas, sendo que em 96,7% (Figura 1) foram ca-
racterizadas as respectivas frutas. Isto se deve i eli-
minagio dos sélidos menores que 0,062 mm e 2 re-
tengldo dos elementos histolégicos vegetais sem
impregnacdio de partfculas gordurosas ou profeicas
devido a lavagem a quente. Além do elemento his-
tolégico caracterfstico, pode-se observar um maior
niimero de estruturas do fruto em estudo, o que in-
crementou a eficdcia da andlise.

MNas l4minas obtidas do material tamisado, sem
material interferente, também foi possivel observar
grande guantidade de hifas nas estruturas celulares
das frutas em 70% das amostras, indicando a adiciio
de matéria-prima avariada. Esta etapa também deve
ser considerada um ponto critico de controle, uma
vez gue, apds a adigdo da polpa, o produto serd enva-
sado e resfriado. Se essas hifas estiverem mortas, su-
gere-se estipular um limite de tolerfincia neste tipo
de produto, caso contrédrio, o risco de qualguer alte-
racio de temperatura nas etapas subsequentes de
transporte ou armazenamento comercial acarretard
conseqgligncias mais graves & sadde. Pelo Método A
verificou-se a presenca de fungos somente em 26,7%
das amostras.
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Qs dois métodos permitiram a visualizagio de
gomas, na observacio do material em ldmina e
identificadas através da comparacio com padries,
naqueles produtos com especificacio de espes-
santes na rotulagent.

CONCLUSOES

Na comparacdo entre os dois métedos utilizados
na identificacfio histologica de iogurtes com polpa
de fruta(s) pode-se concluir que o uso do tamis
USBS 230

1 - Apresentou methor qualidade de leitura do mate-
rial a0 microscopio.

2 - Aumentou a eficiéncia da identificagio his-
toldgica e, conseqilentemente, a caracterizagio
da(s) fruta(s),

3 - Possibilitou a identificaclio de matérias estranhas
e methor observagfo de hifas nas estruturas celu-
lares das frutas.

4 - Permitin maior rapidez na andlise microscopica.

Sob o aspecto analitico ¢ de seguranga do analista,
propSe-se ¢ uso do tamis USBS 230 na andlise mi-
croscopica de iogurtes com polpa de fruta(s).

RIALAG/T68

NOGUEIRA, M.D, & RODRIGUES, RMM. - The hystological identification in vogurs
containing fruit pulp by using sieve USBS 230, Rev. fnst. Adolfo Lurz, 54(2): 93-6, 1994.

ABSTRACT: The efficiency of two methods for hystological identification was
compared, by using 30 samples of yogurts containing different flavors of fruits puips.
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 sampies. In both
methods, it was also possible to evalvate 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 frait pulp, hystelogical identification, microscopy

methods.
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CONTROLE DE ESTERILIDADE DE SOLUCOES PARENTERAIS DE GRANDE VOLUME

UTILIZADAS NA REDE HOSPITALAR DA CIDADE DE SAO PAULO*
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NOVO, OF. ¢ AURICCHIO, M.T, - Controle de esterilidade de solugfes parenterais de
grande volume utilizadas na rede hospitalar da cidade de S#Ho Paulo, Rev. Inst
Adoifo Luiz, 54(2); 97-101, 1994,

RESUMO: Foi estudado o problema da contaminagfic de Solugles Pareaterais de
Grande Volume (S8PGV), cujo uso em hospitais destina-se a manter o equilibrio lquido e
eletrolitico do sistema circulatdrio e fomecer calorins 2o paciente. No perfodo de 1989 a
1993 foram analisadas quanto ao controle de esterifidade, 582 amostras de SolugBes
Parenterais de Grande Volume produzidas pela indistriz farmac@utica nacional e por
farmdcias hospitalares. Os resuitados obtidos revelaram que 9,62% das amostras analisadas
foram reprovadas nos testes de esterilidade, tendo sido encontradas amostras aprovadas ¢
reprovadas pum mesmo lote, fato observado para solugbes acondicionadas em frascos

plisticos,

PESCRITORES: Sohdes Parenterais de Grande Volume: Controle de esterilidade,
Alimentaciio Parentcral, Contaminagiio microbiana,

INTRODUGCAQ

SolucBes parenterais de grande volume sdo
solugles de uso endovenoso ¢ dose finica, acondicio-
nadas em frascos de vidro ou pldstico contendo 100
ml ou mais da preparagio farmacgutica’-2¢ 19,

Estas soluges tém por finalidade a manutengiio
do equilibrio liquido ¢ eletrolitico do sangue, além
da aclio energética fornecedora de calorias.

O volume e a composicio dos fluidos orginicos
variam muito de um compartimento para outro ¢ de
urn tipo de célula para outra do organismo e devem
ser mantidos constantes apesar das vicissitudes da
vida didria e de situagtes de stress impostas pelas cn-
fermidades. Distéirbios nestes fluidos e no metabolis-
mo eletrolftico envolvem quatro propriedades: volu-
me-osmolaridade-pH e concentraciio de {ons
espectficos’. Em muitas doencas e estados anormais

do organismo ocorrem variagdes nessas propriedades
orginicas®,

Num paciente em situaglio de emergéncia, de de-
ficiéncia de volume sanguineo, a providéncia inicial
do ponto de vista terapéutico é a pronta aplicacio de
solugiio isotdnica de NaCl 0,9%, que nio apresenta
qualquer tipo de contra-indicagio’. Subsequente-
mente deve ser observado o equilfthrio dcido-bésico e
para tante utiliza-se também do recurso da adminis-
tragdo de soluglio parenteral.

Nas dltimas décadas fol desenvolvida a hiper-
alimentagfio intravenosa® que agora representa uma
importante contribuicdo no tratamento de certos pa-
cientes, particularmente agueles com anormalidades
integtinais, cdlera ou outras disfuncdes severas, tray-
mas ou vdrias complicacbes cirdrgicas tanto em
adultos como em criangas. O sucesso destes procedi-
mentos, justifica seu uso, mas as complicagdes sdo

*  Realizado na Seclio de Esterilidade e Pirogénio, Instituto Adolfo Lutz, Sio Panlo, SP.

#% Do Instituto Adolfo Lutz,
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sérias ¢ devem ser seguidas somente com a atengiio
meticulosa por parte dos farmacéuticos, enfermeiros
¢ médicos.

O volume a ser empregado ¢ 2 via de adminis-
tragio diio a nogHo cxata da responsabilidade pela
qualidade destes produtos®. A verificagfio da esterili-
dade e pirogénio de tais produtos é imprescindfvel e
fundamental dentro do Controle de Qualidade de
Medicamentos,

Os métodos de esterilizaciio mais comumente em-
pregados s80 0s seguintes:

- esterilizacdo a vapor sob pressio desde que os
principios ativos da soluciio ¢ a embalagem
pldstica que as contém, resista a este tipo de trata-
mento.>8

- esterilizacdic a vapor fluente é o método mais
utilizado na inddsiria, normalmente & repetido
por trds vezes consccutivas para garantia da
eficdcia da esterilizaco.

«  calor seco (esterilizagdo em estufa utilizando ar
Jorgado} que pode ser empregado porém com cui-
dados, para evitar problemas como a carameli-
zacfio em solugbes de glicose, gue pode ocorrer
também quando a soluclo & resfriada muito ra-
pidamente.’

A degradagfo guimica ¢ particularmente impor-
tante para as SPGV face g0 processo de esterilizagio
utilizado. Os carboidratos sob condigdes de aqueci-
mento que venham a sofrer caramelizagio resultam
em produtos gue podem ser potencialmente toxicos?.

Quande a produgiio das SPGV se dd em pequena
escala, como & o caso das farmdcias hospitalares, es-
tas solugbes geralmente sfo esterilizadas por fil-
tragéio®. Fste tipo de esterilizagfo deve seguir rigidos
controfes de qualidade segundo precomiza o FDA
(1985), devendo ser utilizadas membranas de 0.45
um de porosidade para uma filtragdo preliminar. A
partir de 1960 passou a ser recomendada membrana
de 0,22 um de porosidade com repeticio da filtragio
apds 24 horas®. Hste tipo de esterilizagio 6 emprega-
do também quando a preparaggo néo pode sofrer ou-
tro ratamento esterilizante. As SPGV devem ainda
estar isentas de particulas em suspensiio®.

Para assegurar-nos da eficiéneia da esterilizagdo
devemos estabelecer documentos de  validagiio
apropriados para cada tipo de esterilizaglio, que evi-
denciem alto grau de seguranga de que 0 processo
produziré, efetivamente, um produto com as carac-
terfsticas de qualidade dentro de critérios especificos
pré-estabelecidos”.

O controle da esterilizacZo deve ser feito com o
emprego de Indicadores Bioldgicos (IB) ou “paper
strips” (USP - NF 1987), que sfo tiras carreadoras de
microrganismos de alta resisténeia, segundo o tipo
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de esterilizacdo a ser monitorado, Estes indicadores
eolocados estrategicamente nes eguipamentos esteri-
lizadores, dentro ou fora das embalagens, certifi-
carfio a eficiéncia do processo empregado®,

Os microrganismos comumente utilizados sdo:
Bacillus subtilis var. niger para a esterilizagfo por
aquecimento a seco e Bacillus stearothermophilis
para 0s virios tipos de esterilizagZo a vapor.

Devemos lembrar que concluido o processo de
esterilizacde, o produto esterilizado deve manter sua
condicfio estéril, se o acondicionamento for adequa-
do. Placencia e Oxborrow (1984-1986) desenvolve-
ram uma série de testes de avaliac@io da integridade
da biobarreira de embalagens para assegurar gque o
material utilizado realmente manterd 2 esterilidade
do produto®.

Outro fator de importdncia a ser levado em conla
quando se (rata de SPGY € ¢ acondicionamento.

Frasco de vidro é o material ideal para acondicio-
namento, pois oferece garantias maiores para a ma-
nuten¢lio da qualidade do produto pelas carac-
terfsticas préprias do vidro; contudo razdes de ordem
econdmica ém levado 2 utilizagio do pléstico.

Sde empregados frascos plasticos que devem se
ecnquadrar  dentro  de  especificagdes  fisicas,
mecnicas, t€rmicas, elétricas e fisico-quimicas de
tal modo a serem indcuos e ndo cederem produtos
toxicos, bem como serem inertes em relacio aos
principios ativos gue acondicionam. Além de todas
estas propriedades € imprescindivel que haja sufi-
ciente impermeabilidade do material # microrganis-
mos (biobarreira), vapores e gases’,

Os pldsticos mais utilizados sdo: polietileno de
baixa pressdo e alta densidade que pode ser aquecido
a 120°C sem alteragfic e com possibilidade de serem
autoclavados’, Q polietileno costuma ser revestide
por outros polimeros afim de tornd-le menos
permedvel.

Utiliza-se também o polipropileno que € mais leve
& menos permedvel, porém mais opaco (o que afio é
desejdvel), ainda que resista bemn 3 antoclavagem.

E importante ressaltar que os frascos plésticos
apresentam microporos em sua estrutura. Quando hd
empilhamento excessivo, devido & agio do peso,
ocorrem vazamentos através do rompimento de tais
microporos resultando daf contaminagdes gue levam
# perda da esterilidade do produto.

Outro ponto critico dos frascos pldsticos £ o bico,
pois no momento de sua vedagEo nem sempre o
processo se realiza com a eficiéneia desejada, acare-
tando mais uma possibilidade de perda da esterili-
dade.



NOVQ, O.F. e AURICCHIQ, M.T. - Controle de Esterilidade de Solucfies Parenterais de Grande Volume na rede hospitalar
da Cidade de Sio Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 54(2): 97-101, 1994,

O presente estudo teve por objetivo avaliar as
condicles de esterilidade das SPGV que sio coloca-
das em nossa rede hospitalar, muitas vezes em con-
digSes improprias para 0 consumo.

Tal estudo também foi realizado em fungo de jd
termos realizado trabalho semelhante considerando a
presencga de Plrogénio em tais solugbes.

Tmportante € aqui considerar o alto risco para pa-
cientes hospitalizados e jd debilitados, que fazem uso
dessas solugdes, levando-se em conta o grande vol-
ume que & injetado.

Nosso intuito foi o de realizar o Controle de Este-
rilidade dessas solugGes para observar a porcentagem
de amostras nfo estéreis, imprdprias para 0 consumo,
observando ainda que muitas solugbes condenadas,
por apresentarem crescimento evidente a olho mi oun
observagio macroscipica, revelaram frascos de mes-
mo lote com amostras absolutamente estéreis.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 582 amostras encaminhadas ao
Instituto Adolfo Lutz pelos Servigos de Vigiléncia,
por Hospitais da Rede Pdblica ¢ Particular e pelos
préprios laboratérios fabricantes.

Trataram-se¢ de amostras de lotes dos principais
laboratérios especializados em SolugSes Parenterais
de Grande Volume {SPGV) que abastecem a rede
hospitalar de S&o Paulo, como também amostras pro-
duzidas em Farmdcias Hospitalares.

Quanto & composicio, as 582 amostras analisadas
foram assim distribuidas:

Ameostras Quantidade
Solucdo de glicose 2 5% 209
Solugiio hipertdnica de glicose 43
Sclugiio fisioldgica 116
Solugiio glicofisioldgica 23
Solucio de nutrigiio parenteral(NP} 89
Solugio de didlise peritonial a 1,5% 31
Solugfio Ringer com lactate 30
Cutros 41
Procedimento

As amostras foram verificadas guanto ao Con-
trole de Esterilidade de acordo com a técnica deseri-
ta na Farmacopéia Brasileira HI edigfo.

Essas andlises foram realizadas em condigfes ad-
equadas de trabatho, sendo efetuadas em sala espe-
cial com capela de fluxo laminar,

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

Meios de Cultura empregados

Meio de Tioglicolato Fluido pH 7.1 £0,2
Meio de Casefna - SojapH 7,3+ 0,2
Flufdo A - Pepsinaa 0,1% pH 7,1 £ 0,2

Equipamentos

Camara de Fluxo Laminar Vertical

Unidade suporte para filtros

Pincas e tesouras especiais, estéreis

Filtros d¢e membrana de 0.45 um de porosidade,
47 mm de difimetro, estéreis,

Filtrou-se 500 mi de cada frasco através de duas
membranas filtrantes. A seguir, as mesmas foram la-
vadas com flufde A, removidas assepticamente, cor-
tadas ao meio e semeadas, cada mefade em 100 ml
do meio de Caseina-Soia ¢ em 100 ml de meio de
Tioglicolato fluido respectivamente. Os meios de
Caseina-Soja foram encubados & 20-25°C e 0s meios
de Tioglicoiato & 30-35°C ambos por 10 dias.

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

RESULTADOS

Os resuitados das andlises obtidos no periodo es-
tudado, sdo mostrados na tabela 1.

TABELA 1

Distribuicfio da freqliéncia dos resultados de andlises em
solugdes injetdveis de grande volume segundo o perfodo
entre 1.989 a 1,993, Instituto Adolfo Lutz - S3o Pauio

Periodo Total Amostras em
analisado desacbrdo

1.989 188 20
1.9%0 74 2

1991 140 16
1.992 112 17
1993 68 7

Total 582 56

O fluxo de recebimento de amostras de Solugfes
Parenterais de Grande Volume no perfodo estudado
pode ser observado no gréfico 1.

Os dados relativos ao resultado das andlises, se-

gungo tipo de soluglo parenteral de grande volume
estadados sfio representados na tabela 2.
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1991
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GRAFICO 1

Fluxo de envio das amostras para o laboratério segundo
pericdo, 1,989 a 1.993, Inst, Adolfe Lutz-S.Paulo.

TABELA2

Bistribuigiio da fregiincia dos resultados de andlises em
solugdes injetdveis de grande volume segundo o periodo
entre 1.98% a 1.993. Instituto Adolfo Lutz - Sio Paulo

Tipo Total Amostras
analisado em

desactrdo

N. % N %

a- Solugbes de ghicose 5% 209 359 21 375
b- Sotu¢fio Hipertdnica deglicose 43 74 & 143
c- Soluggo fisioldgica 16 199 6 16,7
d- Sclugdio glicofisioldgica 23 40 4 71
e- Solugho de N.P. 8 153 12 214
f- Solugfio de didlise peritonial 1,5% 31 53 2 36

g- Soluciio de Ringer com Lactato 30 52 0 60
h- Cutros 4 70 3 54
Total 582 100,056 1000

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados obtidos revelaram que 9,62% das
amosiras analisadas foram reprovadas nos testes de
controle de esterilidade, indice bastante elevado se le-
varmos em conta a via de administracio (endovenosa)
o que significa gque uma solug@o nessas condigdes de
contaminagfo representa uma carga microbiana colo-
cada diretamente na corrente circulatéria do paciente.

Observa-se dos dados da tabela | ¢ da figura i,
que ndo ocorre, infelizmente uma monitorizaciio sis-
temdtica deste tipo de medicamento por parte dos
orglos de Vigildncia Sanitdria, em conseguéneia dis-
to deu-se a variagio observada no nimero de amos-
tras recebidas para andlise,

Os dados obtidos mostram niimeros muito impor-
tantes do ponto de vista Sanitério. Esse tipo de medi-
cagdo exige, dadas suas peculiaridades, controles
rigidos de fabricagio, onde o processo de produgio
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deve ser executado em obediéncia As Boas Priticas
de Fabricacfo, daf a importincia das inspegBes, as
inddstrias farmac8uticas ¢ farmdcias hospitalares por
equipes da Vigildncia Sanitdria, serem sistematiza-
das, onde as condigfes de instalagio, produgiio ¢ pro-
cedimentos comprometedores do produto seriam in-
vemtariados  pelas  equipes, compondo assim
juntamente com a andlise laboratorial a monitori-
zagfo da gualidade das SPGV.

Dentre as caracteristicas das instalagdes e proce-
dimentos mais importantes a serem observados estd
3 qualidade de 4gua a ser utilizada,

A fgua deve ser destilada ou entfio submetida a
processo de osmose reversa, pois ndo € recomendadoe
para preparagiio das SPGV o uso da dgua deionizada,
visto que os cartuchos dos deionizadores podem
eliminar substncias que iriam contaminar quimica-
mente a dgua assim obtida.

Quanto a filtraciio, também apresenta o inconve-
niente de particulas serem eliminadas dog filtros, o que
¢ absolutamente indesejado pois podem acarretar pro-
blemas em grandes cirurgias, como cardiacas e renais.

Ainda que tenham sido fabricades de acordo com
as Boas Prdticas de Fabricagio, alguns produtos po-
dem em fungiic de mas condigOes de transporte e ar-
mazenamento (j4 nos hospitais} apresentar proble-
mas de crescimento microbiano em decorréncia da
quebra da biobarreira anteriormente mencionada,
além do problerna da eferiva vedag@o dos frascos
pldsticos na hora do enchimento, situagdes que po-
dem explicar o fato de que num mesmo lote, terem
sido encontradas amostras com crescimento evidente
€ outras em condi¢Bes de esterilidade adequadas. Es-
tas observagbes correboram com o fato de que as
embalagens plisticas apresentam limitagBes impor-
tantes em refagho & embalagem de vidro ainda que
sobre a2 primeira haja o aspecto financeiro favordvel,

Observando-se os dados da tabela 2 verificamos
que as solugdes glicosadas (ab e d) apresentam
maior indice de amostras impréprias ac consumo
(58,9%, em relagfio ao total de reprovagdes) sendo
importante aqui considerar além do problema da em-
balagem pldstica utilizada, 2 prépria natureza dessas
solugbes que apresentam condighes bastante fa-
vordveis ao desenvolvimento microbiano. Essas
solugOes sfo as que apresentam maior nimero de
amostras com crescimento evidente de fungos ¢ leve-
duras em alguns frascos e amostras estéreis em fras-
cos de mesmo lote.

Ouiro indice bastante elevado de contaminagfio
ocorre nas solugOes de nutricBo parenteral (21,4%
em relagfio ao fotal do reprovagdes). E importante
ressaltar que a maioria dessas solugbes sio produzi-
das nas Farmicias Hospitalares, com composiciio
bastante complexa e varidvel (para atender &s neces-
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sidades especificas dos pacientes} com alta porcenta-
gem de glicose, aminodcidos, sais de sddio, potdssio
¢ magnésio, polivitaminas, dcido fdlico e oligoele-
mentos. Esta complexidade resuita numa maior difi-
culdade na sua producio por ser necessdria drea esté-
ril para a fabricagfio, 0 gue nem sempre ¢ possivel
dentro de uma Farmdcia Hospitalar. Contudo € im-
portante que a Farmdcia Hospitalar tenha condigdes
de prepard-las de acordo com as Boas Prdticas de
Fabricagio para que possa atender assim, 2 demanda
com alto grau de individualizacio da prescri¢do, que
as soluches de nutrigo parenteral apresentam.

A maioria dessas solugbes sfo de uso pedidtrico ¢
tem sido muito frequente o aparecimento de proble-
mas em criangas hospitalizadas, principalmente re-
cém-nascidos, que fazem uso desta medicagfo.

Com relacgiio aos produtos industrizlizados nota-se
que nos hltimos anos os Laboratdrios Farmacéuticos
passaram a $€ preocupar com o ponto critico das
indiistrias que & a drea de preparagio das SPGV. Os in-
vestimentos foram grandes no sentido de se enquadra-

rem dentro das boas préticas de fabricacgo, o que tem
acarretado melhoras sensiveis naqualidade do produto.

E importante também conmsiderar o perfodo
minimo de estocagem de 30 dias em condi¢bes nor-
mais ¢ a 20°C. Ap6s esse periodo, novos controles de
esterilidade devem ser cfetuados antes desses produ-
tos serem liberados para a venda. Cuidados com o
transporte, acompanhamente da estocagem do pro-
duto ros almoxarifados hospitalares observando se
nio ocerre empilhamento excessivo dos {rascos sdo
préticas que asseguram a qualidade do produto até ¢
momento do uso no paciente.

No entanto os problemas oriundos das embalagens,
transportes ¢ armazenamento continuam. Existem la-
boratérios que mantém fiscalizacBo na armazenagem
de seus produtos mesmo depois decolocados no almox-
arifado do hospital, mostrando preocupaciio com a
qualidade comque o produto chega ao paciente.

As indiistrias menores tém muito mais dificuldades,
obviamente por problemas de ordem financeira.
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ABSTRACT: This surveillance intend to show up the conditions of sterility from
comercially prepared great volume parenteral soletions used in hospitals 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.

DESCRIPTORS: Great volume parenterat solutions, parenteral nutricion, contaminacion of.
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RESUMO: Foram analisadas 146 amostras de embalagens utilizadas no
acondicionamento de dguas minerais, no perfodo de 1983 a 1993, segundo os testes contidos
nas Resolugdes 13/75 e 45/77 da legislagiio brasileira. Constatou-se que todas as amostras
analisadas segundo a Resolugho 45/77 foram aprovadas, enguanto gue, quando avaliadas
conforme a Resolucfio 13/75, 15% foram condenadas, Destas, o material com maior indice de
rejeigiio foi o poliestireno, Sugere-se neste trabatho que sejam mantidos, os testes especificos
previsios na Resolugdo 13/75 gue ndo constam dos regalamentos téenicos do MERCOSUL.

DESCRITORES: embalagens para dguas minerais. Caracteristicas organoiticas.

Migraciio total de substincias orglinicas, minerais, Permeabilidade,

INTRODUCAC

Agua mineral natural pode ser definida como
uma dgua de origem profunda, de fonte natural ou ar-
tificialmente captada, ndo sujeita & influéneia de
dguas superficiais®. Deve ser também uma 4gua bac-
teriologicamente sadia, muitas vezes apresentando
propricdades medicinais, rica em oligoelementos,
com composigiio guimica ou propriedades fisico-
quimicos distintas das dguas comuns®, Face a esta di-
versidade de composicio quimica e a fim de preser-
var as suas propriedades, tornou-se necessério exigir
dos materiais em contato com dgua mineral, critérios
de qualidade indiscutiveis!’, Segundo o artigo 4.2.3
da Resolugdo 25/76, que estabelece padrbes de iden-
tidade ¢ qualidade para as dguas mineirais ¢ dgua
natural da fonte, as dguas minerais, quando envasa-
das, devem apresentar composi¢iio quimica sensivel-
mente idéntica 4 indicada para a dgua emergente da
fonte correspondente®,

Estas caracterfsticas espectais fazem com que
no Brasil os materials que entram em contato com
dguas minerais cstejam sujeitos a duas regulamen-
tagOes, no que concerne a suas embalagens: a Re-
sofugfio 45/77 8, que estabelece critérios para ava-
liacHio da adequacfo de embalagens para alimentos,
através da determinagfio da migragio global, arsé-
nio ¢ metais pesados no resfduc das provas de
cessfio e verificagfio das caracteristicas organoléti-
cas dos solventes ufilizados nos testes, ¢ a Reso-
lugiio 13/757, que dispbe sobre o acondicionamento
de dguas minerais ou de mesa, que deverfio aten-
der, além dos testes previstos na Resolucio 45/77,
as seguintes exigéncias especificas: ndo alierar as
caracterfsticas  organoléticas,  f{fsicas, fisico-
quimicas, microbiolégicas ¢ farmacodinfmicas
proprias da dgua mineral, semelhantes as de legis-
lagOes internacionais™*. Existe portanto, uma preo-
cupaclio maior no controle destas embalagens,
guando comparado com as de alimentos,

*  Realizado na Seglo de Plasticos, Vernizes ¢ Quiros Materiais de Embalagem do Instituto Adeifo Lutz, 840 Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz,
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A grande maioria da 4gua mineral comerciali-
zada em nosso pafs & embalada em material
pldstico, tanto flexivel (sacos plisticos) quando
rigido (garrafas, bombonas, copos). No grupo das
embalagens rigidas estio também incluidos os ma-
teriais usados na elaboragio de eclementos de
vedagiio (selos de aluminic com pelicula plastica,
tampas plésticas), que em geral s3o confeccionados
com materfas diferentes daqueles usados na fabri-
cagdio do corpo ¢ que, portanto, devem ser cuida-
dosamente selecionados ¢ sofrer ¢ mesmo conirole
que o Tecipiente.

Os materias mais utilizados na fabricagfo de em-
balagens rigidas para d4gua mineral sdo: o polictorete
de vinila, poliestirene, polipropileno, polictilenc de
alta densidade para {rascos e bombonas e polietileno
de baixa densidade para tampas ¢ filmes. Na clabo-
ragdo de filmes plisticos laminados a folkas sfo nor-
malmente usados os mesmos materials, conveniente-
mente processados. Pldsticos suscetiveis de formar
filmes com boas qualidades quimicas, aplicados so-
bre folhas de aluminio, papel, papeldo ou cartoling,
também sdo empregados.

Qualquer 4gua acondicionada estd sujeita a sofrer
alteragfes nas suas caracteristicas fisico-quimicas e
organoléticas por efeito dos materiais de embalagem,
Os plasticos podern ceder elementos de sua formu-
lacBo para a Agua, sendo que alguns destes apresen-
tam toxicidade e devem ser controlados, enguanto
que ouiros elementos, apesar de isentos de qualguer
efeito wixico, alteram o odor ¢ sabor da dgua, poden-
do ser imperceptiveis no caso de embalagens para al-
imentos, devido aos odores ¢ sabores caracter{sticos
dos mesmos'?,

No Brasil, o consumo estimado de dgua mine-
ral em 1989 foi de 800 milhdes de litros por anc
{5 litros/habitante), com um crescimento anual de
4%15, B 1991, o consumno cresceu para 1,016
bilhdes de litros'®. Estes dados sugerem que, ape-
sar da sitvagio econfmica que o pais vem enfren-
tando, o setor de Aguas minerais vem aumentando
sua produgio.

Considerando que uma das razes do aumento no
consumo de dgua mineral se deve & presenga de odor
e sabor nas dguas de abastecimento, que nem sempre
estio dentro dos limites de tolerfneia, torna-se mais
importante o controle das caracteristicas organoléti-
cas nas dguas minerais's,

Existemn controvérsias na legislagfio européia,
brasileira e argentina’ quanto ao tipo de controle efe-
tuado em cmbalagens para 4gua mineral. Na
Franga'? e na Bélgica®, além dos testes exigidos para
embalagens de alimentos, faz-se o controle de per-
meabilidade a gases e a componentes odorfferos, mi-
crobioldgio, de substdncias orglnicas athelas & com-
posiciio da dgua e de elementos minerais.

No Brasil também sdo efetuados estes testes, cons-
tando o de determinac@io da permeabilidade da emba-
lagem no projeto de norma da Associacio Brasileira
de Normas Técnicas - ABNT?, com o intuito de verifi-
car a passagem de gases ¢ vapores, através da espessu-
ra da parede, além da metodologia utilizada pela Com-
panhia de Tecnologia de Saneamento Armbiental -
CETESB!!, gue visa verificar a quantidade de
substincias orginicas ¢ minerais passfveis de migrar
da embalagem para a dgua mineral, alterando deste
modo suas caracteristicas proprias.

A Argentina, entretanto, nfio possui uma legis-
lagio especifica para o controle de embalagens de
dguas minerais,

Os regulamentos téenicos MERCOSUL? da 4rea
de embalagens. atualmente em discussdio e que pas-
sarfo a vigorar em janeiro de 1995, em substituicio 2
legislacHio brasileira, ndo fazem distingZo entre emba-
lagens paraalimentos ¢ para dgua mineral, ndo preven-
do portanto testes complementares para as mesmas.

O objetivo do presente trabatho & fazer um controle
da adequacio das embalagens para dgua mineral na
ltima década, verificando-se a importincia de manter
os testes especificos previstos na Resolugho 13/75.

MATERIAL E METODO

No perfedo compreendido entre 1983 ¢ 1993, 146
amostras de embalagens e seus acessérios utilizadas
no acondiclonamento de dguas minerais e de mesa
foram encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz por
fabricantes, consumidores e 6rglos de fiscalizagiio, a
fim de serem submetidas  andlise de orientacBo, fis-
cal e prévia para registro do produte no Ministério
da Sadde.

Estas amostras correspondem & maioria das em-
balagens para ¢ste tipo de finalidade, comercializa-
das em todo territdrio nacional, ¢ se encontram des-
critas na tabela 1, de acordo com o tipo de material
empregado em sua fabricacfio ¢ quanto & sua forma
de apresentac3o. Alguns materiais nfio citados sepa-
radamente na tabela 1 e que também sfio utilizados
no acondicionamento de dgua mineral foram agrupa-
dos como outros, € se referem a: polietileno e co-
polimeros de etileno e acetato de vinila, aluminio ¢
verniz termosselante, poliéster e policarbonato.

Os parmetros avaliados constam da legislacio
brasileira, nas Resolucdes 13/75 e 45/77, estando a
metodologia descrita no Livro de Normas Analfticas
do Instituto Adolfo Lutz!®,

No caso de embalagens pigmentadas, foram
analisados os pigmentos ou corantes separada-
mente, para & verificaglo da presenga de arsénio ¢
metais pesados’S.

103



MURATA, L.T.F.; NUNES, M.CD.; ALCANTARA, MRS,

PASCUET, N.S. & MINAS, V.HM. - Metodologias para

controle da adequagio de embalagens para dgua mineral. Reb. Inst. Adelfo Lutz, 54(2): 102-6, 1994,

TABELA |

Niimero de amostras analisadas, de acorde com o tipo de
material empregado ¢ sua forma de apresentagiio.

Tipo de material

Apresentagic PVC PS PET PP PE Outros Total

Garrafas 2 - 2 it 8 - 47
Bombonas ki - - 4 5 1 i7
Tampa 2 - - 3 18 2 25
Vedante 8 - - - - . 8
Laminado

para tampa - - 1 1 35 8
Saco - - - I 8 - 9
Reservatdro 1 .- - 1 2 4
Copo “ 18 - g - 1 28
Total 44 19 2 29 41 11 146
PVC - POLICLORETO DE VINILA

P8 - POLIESTIRENO

PET « POLIETIRENO TEREFTALATQ

PP - POLIPROPILENO

PHE - POLIETILENO

OUTROS - POLIETILENO E COPOLIMERO DE ETILE-
NO E ACETATO DE VINILA ALUMINIO E
VERNIZ TERMOSSELANTE
POLIESTER
POLICARBONATO

RESULTADOS

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

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

No caso da determinagiio da migragiio total de
substincias orghnicas, o maior valor obtido foi de
9,9 mg/l, sendo que a Resolug@o 13/75 permite até
0,3 mg/l. Da mesma forma, foi encontrado um valor
de 22,8 mg/l, na determinagio da migrag@o total de
substincias minerais, quando o valor miximo tolera-
do nesta mesma Resoluclo £ de 15 mg/l.

Qs pigmentos ¢ corantes ufilizados neste tipo de
embalagem foram também analisados e apresenta-
ram teores de arsénio, chumbo e cddmio dentro dos
lirnites previstos pela legislagfo atual.

DISCUSSAO

Todas as embalagens analisadas, quando submeti-
das nos tesies da ResolugBo 45/77 foram aprovadas,
enquante que 15% das amostiras apresentaram-se em

TABELA 2

Comparagio dos resultados dos diversos materiais de embalagern utilizados no acondicionamento de dguas minerais quando
submetidas & andlise pelos métodos das ResolugBes 45/77 e 13/75

Tipo Nimero Resoluciio 45/77 ResolucBo 13775

de de

Material amostras Caracteristicas Migragiio totai de
analisadas Organciéticas substiincias

Odor Cor Alteragio Resfduo Arsénio Metais

Total{ OQdor Cor Sabor Minersis Orginicas Permeab. Total

amosira pesados ao fenol
AC AC A C A C A LT A CACIAC AT AC A C A C A CAC
BVC 44 4 - M- 44 - 44 - 44 - M4 - -4 M- 43 44 - 40 4 44 - 377
PS 9 19 - 19- ¥ . 1% . 19 - 19 . 9.1 (8119 . 19 . 19 - 136 19 - 127
PET Z z - 2- z - 2 - 2 - 2 - -3z 2. 2- 2 - 2 - 2 - 2 -
PP 25 2% - - 2% - 20 - 29 - 20 - 291325 -.290.20. 29 . 263 2 - 263
PE 41 4] « 41 - 41 - 41 . 4t - 4F . 4} - 1401 41 - 401 41 - 39 2 41 - 32
Gutros 3t - 10 1 - 10 - 10 -~ 0 - 18-y 91 10- 82 10 - 73 W0 - 13
A - Aprovados C - Condenados
TABELA 3

Porcentagem de aprovagio de embalagens para dguas minerais no periodo de 1983 & 1993,

Ano

1983 1984 1985 1986 1987 198% 1989 1990 1991 1992 1993

Nimero de amostras

analisadas 14 6 3 13 32 13 2 12 1 17
Porcentagem de
aprovagio 8 67 100 77 8B 84 100 100 100 63 82
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desacordo nos testes realizados segundo a Resolugdo
13/75. O que por um lade se explica, uma vez que a
Resolugio 45/77 prevé um contato de 10 dias da em-
balagem com a dgua a uma temperatura de 40°C, en-
quanto que a Resolugio 13/75 e o Livro de Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz'S estipulam um

periodo de 30 dias de contato a 45°C, que mais se

aproxima das condig@es reais de uso, além da diver-
sidade de técnicas empregadas nas duas legislagbes.
Também merece destaque a disparidade de resulta-
dos nos testes de odor efetuados pelas duas reso-
lugdes, como pode-se constatar na tabeia 2

Das amostras em desacordo, 82% foram repro-
vadas pelo teste de migracio total de substfincias
orginicas, teste este importante pois d4 uma indi-
cagio da quantidade de substfncias passiveis de al-
terar as caracterfsticas organoiéticas da dgua. A
maioria das amostras condenadas apresentou va-
lores significativos com relagBo ao limite mdximo
permitido. Quanto & migragfic de substincias mine-
rais, apenas uma amostra de selo de alumfnio com
verniz termosselante se apresentou acima do limite
toletado, provavelmente devide & imperfei¢Bes no
verniz, que ocasionaram uma migragio maior de
aluminio.

A aprovagfio fotal dos coranies € pigmentos se
deve & pouca diversidade de produtos utilizados na
coloragiio deste tipo de embalagem, sendo que geral-
menie 08 mesmoes ndo contém sais de metais pesados
em sua formulagio,

De 1989 a 1991, a qualidade das embalagens de
Agua mineral, com relacio aos pardmetros verifica-
dos foi excelente, com 100% de aprovaclio neste
perfodo. Esperava-se que com estes resulfados a
qualidade se mantivesse constante nos anos posterio-
res, fato esse gue nio ocorreu com um decréseimo na
porcentagem de aprovagio (65%) em 1992 e um au-
mento em 1993 (82%). Modificacdes no processo de
fabricac#o, alteragGes nos tipos de aditivos utilizados
para diminui¢fio de custos, embalagens alternativas,
como também a entrada no mercado de novos for-
necedores podem ser responsabilizados por esta que-
da na quatlidade.

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

nde existe um controle sistemdtico de embalagens

para dgua mineral nem pela fiscalizagdo nem pelos
fabricantes, pois o niimero de amostras analisadas
anualmente varia muito, sendo necessdria uma pro-
gramagio através dos érgaos de fiscalizag@o para sa-
niar esta deficiéncia.

Dos tipos de materias pldsticos analisados, o que
apresentou o maior indice de rejeicéio foi o poliestireno
(63,16%), devido provavelmente & migracio do
mondmero de estireno. Enfatiza-se que deve existir
um controle de monémero residual em embalagens
elaboradas com este lipo de polimero. O polietileno, o
polipropiieno, o policloreto de vinila e o polictileno te-
reftalato apresentaram boa porcentagem de aprovacio
(95.12; 89,66, 84,10 e 100, respectivamente),

CONCLUSOES

O padriio de qualidade das embalagens analisadas
ndic varion muito durante o perfodo de estudo, apesar
de um decréscimo nos dois Gitimos anos.

Este trabatho procurou demonstrar a necessidade
de manter os testes adicionais previstos na Reso-
lugdo 13/75, tanto no aspecto de Sadde Piblica
quanto de controle de qualidade industrial. Do pon-
to de vista de Safide Pdblica, verificando a mi-
gragiio de componentes t6xicos, orginicos ou mine-
rais, e a permeabilidade a componcntes nocivos i
satide. Do ponto de vista de controle de qualidade
industrial, avaliando, além dos ftens acima citados,
as possiveis alteracSes organoléticas que, mesmo
sem 1isco ae consumidor, comprometem a quali-
dade da dgua embalada.

Portanto, deve-se considerar, no imbito do MER-
COSUL, uma diferenciaciio entre embalagens de ali-
mentos e de dgua mineral, para gue nac se perca em
qualidade de controle quando da substituigiio da le-
gislagfo atual pelos regulamentos técricos do Grupo
Mercado Comum.

Recomenda-se, também, efetuar uma revisio ¢
atualizaciio nos pardmetros avaliados, com énfase na
determinago de migragbes  cspecificas  de
mondmeros ¢ aditivos de interesse em Satide
Piiblica, bem como definir mecanismos para uma
avaliaghio periddica deste tipo de embalagem.
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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. 45/77 that fix stan-
dards fests to value the quality of food packaging and the Res. 13/75 that fix specific tests
for mineral water packaging. Al samples tested by one of them {Res. 45/77) were approved
and [5% of samples were in desagreement by the tests from the other one (Res. 13/75). The
plastic material with more insatisfactory conditions were polystyrene, The purpose of this
work is include the specific tests from 13/75 legislation in MERCOSUL laws.

DESCRIPTORS: Mineral water packaging, determinations. Sensory perceptions. Total
migration of organics and mineral substances and permeability,
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RESUMQ: Para avaliar o valor caldrico de chocolates dietéticos disponfveis no
coméreio, foram analisados 15 produtos convenciomais e 15 dietéticos, através da
composicio centesimal (protidios, lipidios e glicidios}. Os métodos analiticos utilizados estio
descritos nas Normas Analfticas do Instituto Adolfo Lutz. Os valores encontrados variaram
de 506 2 549 keal/100 g, para os chocolates convencionais, e de 503 a 615 kcal/100 g, para
os dietéticos. Dos resultados obtidos, concluiu-se que o valor caldrico de chocolates
dietéticos & significativamente superior aos dos chocolates convencionais ¢ o consumidor
deve ser alertado para esse fato, pois estes alimentos nifo sio adequados para as pessoas que

estio sob regime de emagrecimento.

DESCRITORES: Valor caldrico dos chocolates, determinacfio; chocolates dietéticos.
determinaciio do valor calGrico; composigio centesimal,

INTROPUCAO

Dentre os alimentos dietéticos, os chocolates sdo
amplamente consumidos tanto por pessoas portado-
ras de diabetes, como por aquelas que estio em re-
gime de emagrecimento. Muitas vezes a populagio
consumidora nfio estd consciente do alimento dietéti-
co que estd ingerindo, pois pela definiciio da legis-
lagfo em vigor, nem sempre significa tratar-se de ali-
mento de baixa calorial,

Nos dltimos anos, houve uma grande expansio
no mercado de alimentos dietéticos, onde as
inddstrias nacionats lancaram diversos produtos para
atender & demanda da populagfio que necessita de
dieta especial ¢ gue anteriormente s6 tinha acesso
aos produtos imporiados. Diante deste universo de
alimentos dietéticos, o consumidor, na maioria das
vezes, nio estd suficientemente informado a respeito
do produto que estd adquitinde, talvez por ndo ler a
rotulagem ou por niio entender os dizeres nela conti-

dos. Na rotulagem dos alimentos dietéticos € obri-
gatdrio constar, cntre outros dizeres, a finalidade do
produto ¢ a declarago do seu valor caldrico!. Entre-
tanto, todos estes dados sfio irrelevantes se o consu-
midor nde tiver em mente que as informacdes explic-
itadas no réulo sio dirigidas a ele.

Os chocolates  dietéticos sdo  especialmente
elaborados ¢ formulados, substituindo, adicionando
ou suprimindo, parcial ou totalmente, um ou mais
de seus componentes, de forma que sua composicio
atenda As necessidades dietéticas especificas de
pessoas com exigéneias metabdlicas, fisioldgicas ou
fisicas particulares. Em comparagio com os produ-
tos convencionais, nos chocolates dietéticos hd
substituigio do agdcar (sacarose) por edulcorantes
permitidos no Brasil, tais como aspartame, sacarina,
ciclamato, steveosidio, sorbitol, manifol, acesulfame
K3* e adigio de maior proporgio de manteiga de
cacau ¢ leite, e, conseglientemente, aumento do teor
de lipidios e protidios.

*  Reatizado na Se¢lioc de Doces e Amildceos da Diviséio de Bromatologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz

** Do Instituto Adolfo Lutz
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Fundamentados na necessidade de esclarecer aos TABELA 2
usufirios de alimentos dietéticos, principalmente os . ) »
que os utilizam em dieta de emagrecimento, ¢ por Composigic centesimal e valor caldrico de

desconhecerem, a nfvel nacional, a existéncia de pes- chocolates dietéticos

quisa semf;ih?nteé o8 f:“to;es se dp,“’g‘?sefag? a avfrih?r Amostra Lipidios Protidios Carboidratos Valor caldrico
o valor calérico le choco ates dietéicos disponiveis i (%) (%) (%) (Keal/100g)
£1n 1nosso comércio.

1 43,73 9,17 19,56 548
p 43,73 9,09 14,06 486
MATERIAL E METODO 3 37,00 5,82 17,14 424
4 47,10 22,05 748 542
Material 5 48,62 10,80 14,56 539
ria 6 5265 1225 17,50 503
Foram analisados 15 chocolates convencionais e 7 33,37 9.94 10,90 564
R . L 8 30,92 17,63 34,60 487
15 dietéticos, de diferentes marcas de fabricagfo na- 9 3519 1028 20,91 447
cional, disponiveis no comércio da cidade de Sdo 10 47,10 22:05 748 847
Paulo. 11 52,61 12,16 18,74 597
12 55,11 12,51 17,30 615
Métodos 13 45,12 9,76 14,48 503
14 55,77 10,60 13,51 562
A determinagio de protidios, lipidios e 15 43.73 9,09 14,06 486
glicidios, foi efetuada segundo os métodos oficiais,
constantes das “Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz’. GRAFICO 1
O valor cal6rico de cada amostra analisada foi Composiclio Centesimal - Média de Valores
calculade wutilizando-se os fatores de conversfio Composigiio Centesimal
tradicionais, ou seja: protidios (dkeal/g), lipidios %
(9kcal/g) e carboidratos (4kcal/g).
60 - 57.85
- 56+
RESULTADOS E DISCUSSAC
46+
Os teores de lipidios, protidios e glicidios e 05 va- 10 -
lores caldricos calculados para os chocolates conven-
cionais e dietéticos, estio expressos nas tabelas 264
abaixo: ok
ip& Ht Pmu’ms Carboidratos
TABELA 1 B8 Chocolate convencional Chocolate dietético
Composigiio centesimal & valor caldrico de
chocolates convencionais GRAFICO 2
Amostra Lipidio Protidios Carbeidratos Valor calérico Valor Cal6rico - Média de Valores
a° (%y (%) (%) (Keal/100g)
Valor Caldrico
i 30,55 1,92 37,56 537 T00
2 28,96 7,84 59,28 328 578
3 3086 767 57,92 541 600 -
4 33,86 6,18 53,90 546
5 31,61 566 5920 543 500
6 30,74 R3S 5542 532 400+
7 3246 6,16 57,95 549
8 36,81 8,35 56,49 537 3001
9 29,26 6,95 59.06 527
10 3028 678 57,19 528 200
13! 2829 748 58,71 520 100 -
12 30,44 6,84 57,74 536
i3 30,29 6,89 59,44 538 4]
14 30,57 6,65 59,59 540 Valor Calbrico
15 28,26 581 37,36 506 u Chocolate convencional hocolate dietético
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Os resultados apresentados nos grificos 1 e 2
referem-s¢ 4 média de valores encontrada nos
chocolates convencionais ¢ nos chocolates dietéti-
cos. Os valores caléricos variaram de 506 a 549
kcal/100 g para os chocolates convencionais ¢
de 503 a 615 keal/100 g para os chocolates
dietéticos.

Nos chocolates dietéticos deve-se ainda con-
siderar um acréscimo de 50 kcal/100 g prove-
nientes de sorbitol e manitol adicionados 2 amos-
tra, que fornece 2,4 Keal/gh O sorbitol e manitol
ndo foram quantificados e computados na compo-
sigio centesimal dos produtos analisados neste
trabalho.

A explicagdo para os valores encontrados funda-
menta-se no fato de que nos chocolates dictéticos hd
adicfio de maior quantidade de manteiga de cacau e

leite, consequentemente um aumento do valor de
Hpidios e protidios.

CONCLUSOES

Pe maneira geral, os chocolates dietéticos comer-
cializados t8m valor caldrico superior aos chocolates
convencionais.

Os consumidores devem ser conscientizados da
importincia da rotulagem dos produtos e, no caso de
davidas sobre as informagBes nela contidas, devem
consultar os Orglos de Protegiio ao Consumidor e os
Servicos de Vigilancia Sanitdria.

Chocolates dietéticos sfo indicados para diabéti-
cos, pela substituicfio do aglicar (sacarose) e contra
indicados para regimes de emagrecimento, pelo seu
alto valor calérico.

RIALAG/TTE

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

ABSTRACTS: 15 samples of conventional chocolate and 15 samples of dictetic
chocolate sold in Sfo Paulo city, Brazil, were analysed for protein, lipid and glydic contents,
to determine their caloric values. The anthors 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.

DISCRIPTORS: Catoric value of chocolate, evaluation; dietetic chocolate.
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RESUMO: Foram morfo-histologicamente descritas as folhas de trés espéeies de
compostas de interesse medicinal efou alimentar: Emilia sonchifolia L., Sonchus asper (L.)
Hill ¢ Taraxacum officingle Weber. O estudo foi desenvolvido de forma comparativa,
visando a distingio das espécies mesmo quando empregadas em mistura ou em substituicdes
entre si (fraude). DimensBes relativas das células epidérmicas, distnibuiglio de estdmatos,
ocorréncia de estOmatos geminados e tubos de idtex, foram algumas das caracteristicas
histologicas destacadas como de importncia diagndstica para a identificacio das espécies

quando comercializadas (tecnologicamente processadas, fragmentadas, trituradas, efc).

DESCRITORES: Emilia sonchifolia L., Sonchus asper (L.} Hill, Taraxacum officinale
Weber, serratha, serrathinha, dente-de-lefio, vitiligo, anti-vitiligo.

INTRODUCAO

Diversos vegetals cosmopolitas da familia Astera-
ceqe (on Compositae) popularmente designados ser-
raiha, sdo comestiveis e medicinais, de sabor amargo,
tdnicos para o estémago, adstringentes, anti-diarréicos
¢ anti-térmicos: Sonchus oleraceus L.; Sonchus asper
(L.) Hill; Sonchus arvensis L.; Silybum marianum L.;
Taraxacum sp;, Emilia sonchifolia D.C., etc’% M7,

As espécies do género Sonchus & atribuida ativi-
dade anti-vitilige, moléstia dermatoldgica de péssi-
mos efeitos psicolégicos, que ndo tem cura no
ambito da quimica farmacButica até os dias de hoje’.

O presente trabalho tem por objetivo fornecer da-
dos para exame microscdpico de tr8s espéeies de ser-
ralhas, com vistas ao seu reconhecimento quande co-
mercializadas  (formas  trituradas, pulverizadas,
submetidas i acBo do calor, etc). Indiretamente tam-
bém formecemos subsidios & identificaglo do vege-

tal para posteriores estudos farmacelégicos ¢ toxi-
coldgicos. SHo agui esfudadas as seguintes espécies:
Emilia sonchifelia L. (serralhinha), Sonchus asper
(L.} Hili (serralha de espinho) e Taraxacum offici-
nale Weber (dente-de-lefio}.

Emiliasonchifolia L. ¢ espéciericaem flavondides,
4cidos fendlicos, esterdides e terpendides'>1,

Taraxacum officinale Weber apresenta teores
aprecidveis de triterpendides, vitamina A, esterdides,
aminodcidos, aglicares e minerais> %0 A espécie ¢
pobre em vitamina C e contém menos 4cido oxdlico
do que o espinafre®!*. O taraxasterol ou taraxasterina
€ um ilcool triterpénico idéntico & antesterina de
Anthemis nobilis e ao alfa-lactucerol encontrado no
ldtex de Lactuca virosa, Cichorium intybus ¢ Son-
chus asper L€, H4 estudos acerca da anatomia fo-
Har e radicular de Taraxacum afficinale Weber®*#,
porém as informacgdes ou sfio incompletas ¢ sem fi-
guras, ou ndo objetivam a finalidade diagndstica.

*  Realizado na Seg¢fio de Microscopia Alimentar do {AL, Capital, SP.

#% Do Institute Adolfo Lutz
w4 Da Faculdade de Cidncias Parmacéuticas (USP).
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MATERIAL E METODO

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

Foram efetuados cortes anatdmicos a méo
livre, obtidos com auxilio de IAmina de barbear ¢
medula de sabugueiro como suporte. Os fragmen-
tos assim obtidos foram submetidos a descolo-
racio em solugfo de hipoclorito de sédio 10% ¢
coloragiio com solugdo de lugol efou solugio de
floroglucina  cloridrica 20%. Foram empregados
microscépio dptico, cimara clara e régua micro-
métrica.

RESULTADOS
Exame morfoldgico

A folha de Sonchus asper (L.) Hill € 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 sio mais fortemente dentea-

A - Sonchus oleraceus L. (serralha)

B - Sonchus asper {L.) Hill {serzalha de espinho)
C - Taraxacum officinale Weber (dente-de-ledo)
D - Emilig sonchifolia L. (serralhinha)

FIGURA I

Serrathas brasiieiras - folhas

dos na primeira espécie (Figura 1-A e Figura 1-B). O
caule de Sochus asper (L.} Hill nfio apresenta ramifi-
cacBes ao passo que o cawe de Sonchus oleraceus L.
€ ramificado.

Taraxacum officinale Weber € erva acaule, com
folhas fortemente recortadas ou em forma de
espitula (Figura 1-C). Suas folhas sSo sésseis,
atenuadas em peciolo, diferentes das folhas am-
plexicantes de Sonchus sp e de Emilia sonchifolia
f.. A nervura central da foltha de Taraxacum offici-
nale Weber & bem larga e proeminente no ter¢o
médio inferior, estreitando-se em direcio ao dpice
(Figura 1-C).

As folhas de Emilia sonchifolia L. sio menores
relativamente s de Sonchus sp ¢ as de Tararacum
officinale Weber. S3o cordiformes ou elfpticas, com
4pice acuminado ou obtuso, margem denteada ¢ base
amplexicante. Como em Sonchus sp, a disposigio
das fothas é alternada.

Exame microscépico

Sonchus asper (L.} Hill (serralha, serralha-
espinhenta)’.

A - Epiderme supetior

B - Epiderme inferior

C - Limbo foliar (corte transversal} - ep. sup. = epiderme
superior; £ IX. = tnbo de ldtex; ep. inf. = epiderme inferi-
or; est. = estémato,

FIGURA 2

Sonchus asper {1..) Bill (serralha espinhenta)
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Observadas em secgfio paradfrmica, as epi-
dermes foliares de Sonchus asper (L.) Hill sdo
constitufdas de células de contorno sinboso, com
estdmatos anomociticos restritos 2 epiderme inferi-
or {Figura 2-A e Figura 2-B). Observadas em corte
transversal, as células da epiderme superior sfo ra-
dialmente alongadas e bem maiores do que as célu-
las da epiderme inferior, gque sfio periclinalmente
alongadas (Figura 2-C). O mesofilo € homogéneo
lacunoso, apresentando tubos de jdtex articulados
que percorrem a estrutura na mesma diregfo dos
vasos, Os feixes vasculares sio colaterais abertos e
no ha incluses celulares.

A nervura central ¢ plano-convexa, alargada na
base e estreitando-se em dire¢fio ao dpice, onde se
apresenta bi-convexa. Ha um feixe vascular central e
dois pequenos feixes que o flangueiam. Hé coléngui-
ma discreto, constituido de duas camadas abaixo das
epidermes.

Taraxacum officinale Weber {serratha, dente-de-
ledio, dandelion}.

Ambas as epidermes foliares de Taraxacum
afficinale Weber sfo estomatiferas, diferenciando-se
pela porcentagem relativa desses estdmatos ¢ pelo

A

A - Epiderme superior

B - Epiderme inferior - est. gem. = estbmatos geminados

C - Limbo foliar {corte transversal) - tr. tec. = tricoma tector;

ep. sap. =epiderme superior; ep. inf. =epiderme inferior,
FIGURA 3

Taraxacum officinale Weber (dente-de-ledo)
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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 estbmatos sfo anomociticos, porém hid a
ocorréncia singular de estdmatos geminados (dois
ou trs geminados) na epiderme inferior (Figura 3-
B). Observadas em secgfio transversal, as células
da epiderme superior sfio ligeiramente maiores do
que as da epiderme inferior, sempre alongadas no
sentido periclinal, em ambos os casos (Figura 3-C).
Tricomas tectores pluricelulares sfo muito raros,
mas podem ser ocasionalmente observados em
cortes grossos (Figura 3-C). H4 tabos de ldtex rela-
cionados aos feixes vasculares, que sdo do tipo
colateral aberto.

A nervura central é nitida, sendo proesminente
na face inferfor ¢ ligeiramente saliente na face su-
perior. Ela ¢ bem larga nas porgdes inferiores, es-
treitando-se em direglio ao dpice. Ao nivel de ner-
vura central, o feixe vascular principal (Banqueado
por dois ou trés feixes menores) apresenta feixe
cojateral. Erm torno dos feixes vasculares ocorrem
fibras peri-vasculares. O colénquima € abundante
no lado inferior (trés 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. = estbmato,

FIGURA 4

Emilia sonchifolia L. (serralhinha)
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Emilia sonchifolia L. (serratha, serrathinha)®?,

As epidermes foliares de Emilia sonchifolia L.
sdo praticamente indistintas, tanto se observadas
frontal como transversalmente seccionadas (Figuras
4-A, 4-B e 4.C). Observadas de face as células epi-
dérmicas tém contorno sinuose e sdo guarnecidas de
estOmnatos anomocfticos (Figuras 4-A ¢ 4-B). O corte
transversal do imbo foliar revela mesofilo do tipo
homogéneo lacunoso (Figura 4-C) e células epidér-
micas alongadas no sentido periclinal.

A nervura central € plano-convexa, apresentando
trés feixes vasculares do tipo colateral ou bicolateral.
A parte convexa (inferior) tem colénquima abaixo da
epiderme. Tubos de ldtex ocorrem predominante-
mente em torno dos feixes vascufares, geralmente
proximos ao floama.

DISCUSSAQ

Neste trabalho confirmamos a ocorréncia de tu-
bos laticiferos ¢ de estdmatos ranunculdceos, previs-
ta por METCALFE & CHALK'! como sendo uni-
versal dentro da familia. Ressalvamos porém o
registro de estdmatos dois ou trés geminados que fi-
zemos para a espécie Taraxacum officinale Weber. B
também original a estrutura homogénea que apresen-
ta o mesofilo das espécies estudadas neste trabalho,
uma vez que a Tamilia Compositae geralmente tem
mesofilo foliar com simetria dorsiventral't, Sonchus
oleraceus 1.7, espéeie estudada em trabatho anterior
pelos mesmos autores® apresenta mesofilo ligeira-
mente dorsiventral, Sonchus oleracens L. apresenta
pouca diferenca entre as dimenses das célufas da
epiderme superior ¢ as da epiderme inferior. Em

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

JORGE & FERRO apresentam desenho da
secgdio transversal da nervura foliar central de Son-
chus oleraceus L.: “contorno plano-convexo, pre-
senca de trés feixes vasculares do tipo colateral, en-
voltos por tubos de l4tex, e colénquima discreto
focalizado sob a epiderme inferior”, As espécies
descritas neste trabalho apresentam idéntico tipo de
estrutura para a nervura central,

Diversos autores observaram a ocorr@ncia de
flavondides entre as espécies aqui estudadas, nio ha-
vendo diferengas guali ou quantitativas enfre as mes-
mas quanto a esta caracteristica®>7-1%15.16,

CONCLUSOES

- Sonchus asper (1.) Hill: HA diferenga expressi-
va nas dimensdes relativas das células da epi-
derme superior comparadas as da epiderme in-
ferior. Os estOmatos s3o restritos 3 epiderme
inferior.

~ Taraxacum officinale Weber: Ha presenca de
estdimatos geminades. Ambas as epidermes foli-
ares sio estomdticas.

- Emilia sonchifolia L.: As epidermes superior € in-
ferior $8o praticamente indistintas, tanto se obser-
vadas frontal como radialmente.

As wrés espécies estudadas apresentam mesofilo
foliar do tipo homogéneo lacunoso e tubos de ldtex.
rara a ocorréncia de cristais on de tricomas.

RIALAG/GTO

RIALA 7 JORGE, L.1LF; FERRO, V.O. & QLIVEIRA, L - The serralhas of Brasil: Emilia
sonchifolia L., Sonchus asper (L.) Hill e Taraxacum officinale Weber - compared
microscopic examination . Rev, Inst, Adolfo Lutz, 54(2): 110-4, 1994,

ABSTRACT: Leaves of three species of Compositae were morpho-histologycal
studied: Emifia sonchifolia L., Sonchus asper (L.) Hill and Taraxacum officinale Weber. The
study was carried out by comparison infending to diffcrentiate the species even when they
were employed in mixture or in frands 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, eic).

DESCRIPTORS: Emilia sonchifvdia L., Sonchus asper {L.) Hill, Taraxacum officinale
Weber, serratha, serrathinha, tooth of lion, vitiligo, anti-vitiligo.
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KITAMURA, C; CANGERANA, FA. YOKOMIZO, RM,; GUSHIKEN, EY.; NIERO,
L1 & MUNHOZ, MAG. - A importincia do diagndstico e do estudo familiar na
anomalia de Pelger-Huét, Rev./nst. Adolfo Lurz. 54(2) 115-20, 1994,

RESUMO: A znomslia de Pelger-Hu#t é uma alteragBio levcocitdris autossémica
dominante, caracterizada pela segmentagfio incompleta do ndcleo dos neutrdfilos e
eosindfilos. A forma heterozigoto em geral é assintomética, com prevaléncia que varia de
1:1.000 & 1:10.000 pessoas, podendo acometer cancaséides, negréides e orientais. A forma
homozigoto é exwremamente rarg, algumas vezes letal. Os autores estudaram o sangue
periférico de wma famflia de dez pessoas, sete portadoras desta anomalia, nas quais os
neutrofilos e eosindfilos apresentaram ndcleos com aspecto em  “casca de amendoim” e
“Geulos™ (pince-nez), com ¢romating mais densa. No heredograma € lustrada a distribuigo
da anomaklia nos individoos portadores. O reconhecimento desta anomalia leucocitdria nos
hemogramas ¢ Importante, pois evita interpretagfes clinicas errfneas, como o “desvio 2

esquerda’ por causa infecciosa.

DESCRITORES: Leucdcitos. Anomalia de Pelger-Huégt.

INTRODUCAO

A anomalia leucocitdria de Pelger-Huét consiste
em uma deficineia no desenvolvimento do micleo
dos granuidcitos, em especial nos neutréfilos e eo-
sinéfilos, que apresentam dificuldade na sua segmen-
tagfio. Foi descrita inicialmente por Pelger em 1928,
gue julgava tratar-se de uma manifestacfio da twber-
culose e posteriormente por Hudt, em 1931, que
mostrou a caracterfstica genética com sua heranga
avtossdmica dominante. A forma heterozigoto €
mais encontrada e em geral & assintomdtica. B
descrita em caucasdides, negrdides e orientais numa
prevaléncia que varia de 1:1.000 a 1:10.000 pessoas,
dependendo da regifio estudada®&1L12141637.0024 Ng
sangue periférico desses individuos encontramos um

aumento significativo do niimere de neutréfilos bas-
tonetes, cujos nlcleos apresentam em sua maioria,
aspecto de “casca de amendoim”, com cromatina
mais densa. Os neutréfilos que conseguem segmen-
tar-se, em geral nfo apresentam mais do que dois To-
bos, unidos por am denso filamento cromatinico,

dande ao miicleo um aspecto de “dculos” (pince-
nez) 67 89.000112,15,14.15.21 22,2425

Uma varianie da forma heterozigoto (Stodtmeis-
ter} ¢é caracierizada pela presenca de nucleos redon-
dos, com peguena chanfradura, lembrando meta-
mieiécitos3‘15"7"9'22'24.

A forma homozigoto € rara {1:1.000.000 pes-
soasy! 32 algumas vezes letal, podendo apresentar

¥ Trabalho realizado no Instituto Adobfo Lutz, Laboratério Centeal.

*%  Dip Instituto Adolfo Lutz, Laborat6rio Central,

115



KITAMURA, C.; CANGERANA, FA; YOKOMIZO, RM.; GUSHIKEN, E.Y.; NIERQ, L.I. & MUNHOZ, M A.G, - A
importincia do diagndstico ¢ do estude familiar na anomatia de Pelger-Huét. Rev.inst. Adolfo Lurz. 54(2): $15-20,

1994,

distirbios esqueléticos; afetando neutréfilos, eo-
singfilos, baséfilos e megacaridcitos! 5610311824

Os neatréfilos apresentam miicleos, a maioria re-
dondos, com grande densidade cromatfnica, niimero

de granulos secundérios diminuidos ¢ mais grossei-
0g10H16,19,22.24

Nas sindromes miclodispldsicas, Ileucemia
miel6ide aguda, doengas mieloproliferativas como a
jeucemia mieldide crnica e a metaplasia mieldide,
anemia de Fanconi, céncer metastdtico do osso, in-
fecghes crbnicas do intestino, mononucleose infec-
ciosa, malédria e no uso de medicamentos como col-
chicina, sulfonamida e agentes terapéuficos
mielotéxicos, podemos encontrar bastonetes com as-
pecto pelgerGide (pseudo-Pelger-Huét) fazendo parte
do quadro hematoldgico. Entretanto, nessas si-

tuagdes, essas alteracGes nucleares frequentemente
s30 transitéﬂasz.fs.d,sﬁ.ll.22,14.15,16,28,21.24,25'

O objetivo deste trabatho é apresentar o estudo
morfoldgico dos granuléeites € o heredograma obti-
dos de uma familia portadora desta anomalia, além
de salientar a importincia do diagndstico diferencial
desta alteragfo leucocitdria, com o “desvio A esquer-
da” por causa infecciossa,

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho originou-se de um caso isolado
de uma senhora de 66 anos, funciondria do Insti-
tuto Adolfo Lutz, com guadro infeccioso apa-

' rente, cujo hemograma indicava discreta leucope-

nia ¢ bastonetose, sugestiva de anomalia de
Pelger-Huét. Realizamos entfio um estudo fami-
liar, onde analisamos amostras de sangue de
mais sete pessoas consanguineas: duas irmés,
uma fitha, dois netos, wma bisneta ¢ um sobri-
nho. Estudamos também um cunhado e a esposa
de um neto, visando obter maior nadmero de in-
formacBes hematolégicas para o heredograma.
Nio foi possivel obtermos amostras de sangue
do marido da paciente, ja falecide e de dois
genros da mesma. Todas as amostras de sangue
foram coletadas em iubos de vidro, sistema a
vécuo, 5 ml, com EDTA e as contagens globais
dos leucéeitos foram obtidas em analisador he-
matolégico TOA Sysmex CC-110.

Os esfregacos de sangue foram corados pelo co-
rante de Leishman ¢ as contagens diferenciais dos
lencdeitos  realizadas em microscdpio Optico co-
mum, comn objetiva de imerséio. :

Construimos um heredograma para melhor visu-
alizar a distribuicfo da anomalia nos membros da
famflia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das contagens globais e dos dife-
renciais dos leucécitos sfio apresentados na tabela 1.

TABELA }

Contagens globais de Jeucéeitos (/mm?) e diferenciais de
leucdeitos{%)

n idade sexo lenc/mm’® Difesencial de leucdeitos (%)

Bast segm eos basof linf mon

1 66 F 4500 30 22 €1 - 43 o4
2 7% F 6700 1 41 01 - 48 (09
3 5% F 6000 34 08 03 . 53 02
4 52 M 4000 01 33 06 - 49 11
5 4 F 7400 33 27 066 01 35 08
6 22 M 4600 17 14 34 01 30 04
7 24 M 8500 13 29 16 0 33 08
g8 21 F 8000 02 54 06 0@ 34 03
% 23 F 9500 38 20 66 - 23 4
Hlalom F 6800 24 23 06 01 40 06

0 1 =paciente; n 2 = irm; n 3 =irmd; n4=cunhado,n 5 =
filha;, n & = sobrinho; n 7 = neto; n § = esposa do neto; n 9
= peta ¢ n 10 = bisneta.

Consideramos a soma total de bastonetes ¢ seg-
mentados de cada portador como 100%. Calculamos
as variacBes de cada tipo de neuntrdfilo e encontra-
mos: Neutrdfilos bastonetes: 31 a 81% ¢ Neutr6filos
segmentados: 19 a 69%.

Nos portadores heterozigotos, 35% dos neutrdfilos
do sangue periférico sio bastonetes, 70 a2 90% sfo seg-
mentados com dois lobos, menos de 10% possuem trés
lobos e nenhum apresenta quatro ou mais lobos!2,

Apresentamos na pégina seguinte ¢ heredograma
da familia estudada.

A irmi (n 2) n3o apresenton qualquer sinal da
anomalia, apesar de ser consanguinea. Na heranga
mendeliana dominante, com um dos genitores hete-
rozigoto ¢ o outro normal, a probabilidade dos
descendentes de niio serem portadores é 50%; com
dois genitores heterozigotos, essa probabilidade cai
para 25%%. O cunhado (n 4) e a esposa do neto (n 8)
da paciente (n 1) nfo apresentaram sinais da anoma-
lia, pois nfio eram parentes consanguineos.

A heranca autossOmica dominante pode ser vista
no heredograma nas quatro geragBes estudadas,
meostrando que cada pessoa afetada possul um geni-
tor também afetado, aparecendo a anomalia em to-
das as geragdes.

A anomalia leucocitdria de Peiger-Huét possue a
caracteristica mendeliana autossdmica dominante,
com quase 100% de penetrancia®o,
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HEREDOGRAMA

ANOMALIA DE PELGER-HUET HERANCA AUTOSSOMICA

2 3 4
OO
5 6
111
g
Fenétipos Genbtipos
Fenotipos
. Mulher afetada PP l:] Homem portador Pp |:| Homem normal
O Mulher portadora Pp D Homem niio examinado O Mulher normal
- Iomem afetado PP O Mulher nfo examinada O Sexo desconhecido nio examinado
Em nosso estudo, dos oito membros consan- Os esfregagos sanguineos desses individuos apre-

guineos da familia, sete (87,5%) apresentaram a sentaram bastonetose, com niicleos em “casca de
anomalia leucocitdria de Pelger-Huét de forma amendoim” e segmentados com dois lobos unidos por
heterozigoto (tabela 1 e heredograma), ndo sendo denso filamento cromatinico em forma de “dculos”
possivel observarmos a propor¢do de 1 portador: 1 (pince-nez) e cromatina mais densa. Nao observamos
normal??, devido a amostra estudada ser relativa- neutréfilos com niicleos redondos (Stodtmeister). Ra-
mente pequena. ros neutréfilos apresentaram trés lobos. Os eosindfilos

¥
G

Az neutrofilo segmentado, nucleo com aspecto de “oculos B: ncutrofilos, nucleos com aspecto de “oculos™ (pinee-

(pince-nez). nez) e “casca de amendoim”.
FIGURA 1

Fotomicrografias de sangue periférico apresentando células da anomalia de Pelger-Huét.
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C: neutréfilo, nicleo redondo.

amendoim”,

=

E: cosindlilo, nicleo redondo, com chanfradura, lembrando
metamieldcito (Stodtmeister).

FIGURA 1 - Continuagiio

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

apresentaram as mesmas caracteristicas nucleares que
os neutréfilos, com predominio da forma bilobulada,
melhor observada nos portadores 6 e 7, que apresenta-
ram eosinofilia mais pronunciada. Os baséfilos, pores-
tarem presentes em pequeno nimero e possuirem
grande quantidade de grinulos metacromaticos gros-
seiros, tiveram sua avaliacfo nuclear prejudicada.

Pela coloragdo pandptica de Leishman, os
neutréfilos e eosinéfilos do sangue periférico dos
portadores, ndo apresentaram alteracbes mor-
fol6gicas na maturac@o citoplasmatica.

Na figura 1, apresentamos granuldcitos encontra-
dos no sangue periférico de portadores da anomalia
de Pelger-Huét.

As células de Pelger-Huét possuem fungfo nor-

mal e sdo capazes de fagocitar microrganis-
mosH10:11,12,17,18,22

A anomalia em sua forma heterozigota em geral
ndo tem sintomatologia clinica, sendo considerada
benigna7#10:1L1617.19 Entretanto, as alteracdes mor-
folégicas dos neutréfilos e eosinéfilos presentes nos
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esfregacos sanguineos desses individuos, podem pas-
sar despercebidas por laboratorista menos expe-
riente, considerando esta situagiio como “desvio a es-
querda” devido a bastonetose presente, podendo
ocasionar falsas interpretacGes clinicas.

O diagnéstico da anomalia de Pelger-Huét e
consequente estudo familiar sdo fundamentais, pois a
anomalia ndo estd presente no individuo isolada-
mente, mas é de cardter familiar.

CONCLUSOES

A importincia do diagnéstico da anomalia de
Pelger-Huét é imprescindivel, pois pode ser inter-
pretada clinica e laboratorialmente como “desvio a
esquerda”. E transmitida por mecanismo genético
autossOmico dominante, ndo apenas do individuo
estudado, mas também a sua familia. O estudo fa-
miliar se torna necessdrio para diagnosticar ¢ alertar
aos portadores de que estes possuem uma anomalia
leucocitdria benigna, mas que eventualmente pode
ser interpretada erroneamente como reagdo a um
processo agudo.
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ABSTRACT: The Pelger-Hugt anomaly is a domisant autossomic leukocyiary
abnormality, churacterized by the incomplete segmentation of nucleus of the newtrophils
and eosinophils. The heterozygous form is in general assyntomatic, with prevalence
ranges from 11000 to 1:10.000, occurring in caucasians, negroes and orientals. The
homozygous form is extremely rare, sometimes lethal, The wuthors are studying the
peripheral blood from ten pessons of the same family, which seven carded out this
anomaly of neutrophils and eosinophils with the rod-like or spectacles-like (pinee-pe)
nuclet with more condensed clwomatin. In the pedigree is illustrated the distribuition of
the anomaly. The identification of this leukocytary anomaly in the bloed films is
important to avoid crronecus clinical interpretations, as the left shift, on account of

infection cause.

DESCRIPTORS: Levkocytes. Pelges-Hugt anomaly.
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RESUMO: Estudamos os niveis sérices de glicose, HbAlc, alfa2 ¢ beta globulinas em

46 mutheres entre 31 e 70 anos, para observar sea correlagiic com o perfil Hpidico ne
digbetes mellitus nfie insulino dependente, para teatar estabelecer uma associagfio entre 2
hiperlipemia ¢ o controle glicmico inadequado. Dentre os parimetros estudados o colesterol
total, o HDV~colesterol e os triglicérides se correlacionaram positivamente com a gliceria e
as proteinas glicadas nos diabéticas tipe H, o que pode ressaltar o efeifo da hiperglicemia no
metabolismo lipidico. No nosso estudo houve uma diminuiciio de 209 nos niveis de
HDL-Col. nas mulheres diabéticas quando comparadas com o grupe controle nfio diabético.
Este decréscimo se accntoa com a obesidade. Estas diabéticas apresentaram um nivel pouco
alterado de colesterol total, corn média geral de 243 mg/dl com um risco malor para o
problemas cardiovasculares. Observamos tamnbém wm aumento de 2 vezes a média dos nivels
de triglicérides, quando comparados com a popuiacio controle de mesmo sexo, idade ¢ peso

semethantes,

DESCRIPTORES: Hiperglicemia; hiperlipemia; Diabetes mellitus.

INTRODUCAO

O risco de doengas cardiovasculares no diabetes
estd aumentado de 2 a 3 vezes, quando comparado
com pessoas niio diabéiicas de mesma idade e sexo,
podendo haver, ou nfo a pariicipaciio de outros fa-
tores de risco como por exemplo fumo e hipertensio
arterial??, O aumento deste risco atinge particular-
mente as mulheres®,

No estudo de Framsingham®, o risco relativo de
morte por problemas cardiovasculares em diabéticos
versus individuos ndo diabéticos foi de 2,1 para ho-
mens e 4,9 para mulheres.

A maioria dos estudos epidemioldgicos, inclui a

¥ Pesq., Clentfficas;
##  Bielogista;
#% T E Pesg.Cientifica do Inst, Adolfo Latz

maioria dos pacientes nfio insulino-dependentes (tipo
11}, mas um aumento do risco cardiovascular foi tam-
hém observado nos insuline dependentes® e consta-
tou-se que em diabéticos juvenis, insulino depen-
dentes com doengas coroparianas  (CHD) a
mortalidade aumentou rapidamente na terceira déca-
da da vida, e aos 55 anos chegou a 35% nos homens
e muiheres’s,

Embora o diabetes pareca ser um fator de risco in-
dependente, anomalias no metabolismo lipidico tam-
bém contribuem para um risco cardiovascuiar maior
nos diabéticos™0H - Agsim & quantificacie do co-
lesterel sérico tem sido um dade importante na aval-
iagho do risco nas doengas coronarianas (CHD). Se-
gundo West e colaboradores'!, diabéticos com niveis
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de colesterol majores gue 245 mg/dl t8m uma mortali-
dade cardiovascular duas vezes maior quando compa-
rada com aqueles que apresentam niveis menores gque
180 mg/dl. Em diabéticos com doengas corenarianas
(CHD) hd um aumento nas lipoproteinas totais e
EDL-colesterol e uma diminuigio do HDi.-colesterol
muito mais frequente do que nos diabéticos sem
CHD'?%, Uma explicagfic proposta para 0 aumento
de risco cardiovascular em mutheres diabéticas com-
parado com os homens € ¢ efeiio adverse maior nos
niveis de lipfdeos e lipoprotefnas nas mutheres'”.

A prevaléncia de hiperlipemia em diabéticos ndo
insulino dependentes € de duas ou tfs vezes maior
gue na populagiio normal'®. A anomalia mais comum
£ a elevaciio dos niveis de trighicérides plasmdticos,
que ocorre em 10 a 20% dos pacientes com diabetes
tipo 11 Um aumento de 2 vezes na média dos niveis
de triglicérides foi observado em diabéticos tipo H
guando comparados com a populagio nfo diabéti-
ca'®@, Hste aumento dos niveis de triglicérides
plasméticos pode ocorrer com as mudangas precoces
no metabolismo da glicose, mesmo guando os in-
dividuos sfio assintomyticos para o diabetes®. Outra
anomalia comum nas lipoprotefnas de diabéticos nio
insulino-dependente ¢ a diminuigio dos niveis de
HDl.-colesterol cerca de 30% menor do que o grupo
controle nfio diabético de mesmo sexo ¢ idade; este
decréscimo ndo € acompanhado na obesidade!”. O
efeito do diabetes nos niveis de HDL € maior nas mu-
theres do que nos homens!' ™. Os diabéticos tipo 1
nio apresentan: win nivel alterado de colesterol total ¢
a maioria dos estudos ndo encontram LDL-colesterol
elevado quande comparado com nfo diabéticos de
mesmo sexo, idade ¢ peso. Poucos estudos @m
examinado o efeito do controle glicdmico do diabéti-
co com 08 niveis de lipoprotelnas, nfio associando o8
ganhos ou perdas de peso ¢ a composicio da dieta. A
perda de peso resulta numa melhor tolerincia 3 gli-
cose e numa diminnig@o dos niveis plasmidticos do
colesterol total, LDL-colesterol ¢ triglicérides e €
dificil determinar se o efeito benéfice nas lipo-
protefnas se deve ao conirole melhor do diabetes cu a
perda de gorduras corporais 72,

Em resumo, as anomalias mais comuns no perfil
lipidico dos diabéticos Tipo H sic a elevagio do
nivel dos triglicerideos devido ac aumento da VLDL
e o decréscimo de HDL-colesterol. Os triglicérides
elevados geralmente respondem ao controle da hiper-
glicemia enquanto o decréscimo dos niveis de HDL-
colesterol nem sempre ocorre. Perda de peso em pa-
cientes obesos ¢ a insulino terapia sfo mais efetivos
no aumento dos niveis de HDL-colesterol. A
sulfoniluréia tem um efeito benéfico menor nes
niveis de HDL colesterof e a metaformina pode dimi-
nuir o8 niveis de LDL-colesterol independente do
seu efeito hipoglicemiante™?,

Pacientes insulino dependentes com um “Gtimo”
controle metabdlico tem nfveis lipfdicos similares

122

aos coniroles ndo diabéticos de mesma idade €
sexo™. O efeito do controle com insulina nos niveis
de HDL ¢& varidvel. Alguns estudeos apresentam
niveis de HDL normais em dizbéticos tipo T quando
comparados com sujeitos controles’>?* e putros con-

sideram as elevagbes de HDE-colesterol moedes-
l3515’24‘25.

Neste trabalho comparamos os resultados obtidos
na determinagfio de diversos catabdlitos plasmaticos
em mulheres diabéficas tipo 1 (menopausadas) com
um grupo normal correlacionando-as, a fim de res-
saltar a importdncia de conirole metabélico tentando
prevelir os fatores de risco cardiovascular.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 46 amosiras de sangue de ma-
theres diabéticas menopausadas tipo I (nfic insulino
dependentes) com idades variando de 51 a 74 anos,
enviadas ao Instituto Adolfo Lutz pelos Centros de
Saide do ERSA 1. Examinamos, também 30 amos-
tras de sangue em muiheres menopausadas nio dia-
héticas na mesma faixa etdria, consideradas como
normais.

A andlise bioquimica obedecen as seguintes de-
terminagbes. glicose, método enzimatico da Abbott;
glicohemoglobina, método da separagiio croma-
tografica em resina de froca i0nica da Labtest;
HDL-colesterp! total e triglicérides pelo método en-
zimdtico da Abbotf, as proteinas séricas foram se-
paradas por eletroforese em “cellogel”, tampao bar-
bital 0,01M pH 8,6 e a quantificacfio das fragles
determinada por densitornetria. As proteinas totais
foram determinadas pela cléssica reagfio do biureto,
usando-se comeo padrio a sore albumina humana
da Sigma.

A andlise estatistica dos resulfades foi efetuada
pelo teste “t” de Studente e o nivel de significéncia
estabelecido eny 5%.

RESULTADGS

Os resubtados obtidos (mfd.p.) das andlises bio-
quimicas efetuadas nos grupos controle (N) e diabé-
ticos (D), assim como a andise estatfstica encontram-
se na Tabela 1. Na Tabela 2 encontramos os dife-
rentes coeficientes de  correlacfio entre as diversas
determinacbes bioquimicas.

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

() tratamento dos pacientes dizbéticos tipo If tem
efeftos varidvels nas anomalias das lipoproteinas de-
pendendo se 0s pacienetes sfo obesos ou ndo, se per-
dem peso durante o confrole ¢ se o tratamento inicial
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TABELA §

Valores sérices médios obtidos nas andlises bioguimicas efetuadas em mencpavsedas normais {n=30) ¢ diabéticas (n=46),

Glicose HbAle Colest. HDL-Col.  Triglic. P.T. Alfa2G'  Beta G"
(mg/dl) % {mg/dl} {mg/dl} (mg/dhy g% g% g%
N 97,18 6,71 182,07 50,85 225,63 746 0,60 88
g NS# NS# NS# St NS# NS# NS# NS#
D 248,34 10,97 234,27 36,37 410,20 7,38 6,74 1,20
" NS# S#it Sé S## NS# NS# NS# NS#
$hH= 2469 1,51 42,94 11,27 57.49 1,41 018 0,37
Dt 83,42 3,05 69,43 12,38 344,41 1,55 0,30 0,41
teste “t" de Student NS# == siginificante NS## = ndo significante
= alfa2globulinas
"=hetaglobuling

TABELA 2

Corselaciic entre 08 nivels de glicose ¢ demais pardmetros utifizados no controle metabélico em mulheres
menopausadas normais (N) e diabéticas (D},

HbAlc Colest, HDL-col. Triaglic. PT Alfa G Beta G
Glicose =951 =768 rE= 608 =503 ¥ 961 r¥= 714 r¥=6d]
%2, 496 17,163 y¥= 274 ¥z 374 PRz 403 = 379 r#%= 413

*0<0,05% Normal ** Diabético

foi com sulfoniluréia, metaformina ou insulina 6%,
A perda de peso pode resultar numa melhor tole-
vdncia & glicose e numa diminuigdo dos niveis
plasmdticos do colesterol, LDL~colesterol e triglicé-
rides e fica dificii determinar se o efeito benéfico nas
lipoproteinas se deve ao melhor controle da diabetes
oy a perda de gorduras corporais®?,

Quando comparamos os resuitados obtidos com o
sangue das mulheres em menopausa e diabéticas com
as normais encontramos niveis de coeficiente de corre-
lacio(r) diferentes entre a glicemia e os diversos lpides
nas diabéticas o que diferiu dasnormais (Tabela 2).

A nossa amostragem de mutheres diabéticas apre-
sentou uma alteraco no nivel de triglicérides de cer-
ca de duas vezes maior que a média das mulheres
normais. Quando separamos as proteinas plasmaticas
notamos (Tabela 1) que a média das fragdes alfa2 e
beta globulinas era maior nas mulheres diabéticas,
demonstrando um aumento naz concentragio das
fracdes protéicas carregadoras de lipides.

Assim, as anomalias mais comuns dos lpidios
nas diabéticas ndo insulino dependentes foram a ele-
vacio do nivel de triglicérides séricos (devido a0 au-
mento do YLDL} e o decréscimo do HDL-colesterol.
Os niveis séricos de triglicérides elevados geralmente
respondem ao controle da hiperglicemia eaquanto o
decréscimo dos niveis séricos de HDL-colesterol
nem sempre respondemn a essa forapia. A perda de

peso em pacientes obesos e a insulino terapia tem se
mostrade mais ¢ficiente no aumento dos niveis de
HDL-colestersl. A metaformina pode diminuir os
niveis de LDL-colesterol independentemente de seu
efeito hipoglicemiante, A sulfoniluréia nfo tem efei-
to benéfico nos niveis de HDL-colesterol.

(s nfveis plasmiéticos de LDL-colesterol em dia-
bélicos no insulino dependentes estfo geralmente
dentro da normalidade mesmo quando anomalias
miltiplas do melabolismo do LDL sejam descritas.
O mecanismo responsdvel pela remogiio deficiente
do LDL-colesterol parece ser devide em parte pela
glicagio da LDL, ocorrende a diminuigfo do seu ca-
taholismo via receptor® sendo captada preferencial-
mente por macréfages da parede arterial 2,

Podemos concluir que a hipertrigliceridemia nos
diabéticos nfo insulino dependente € causada pela su-
per produgio® ¢ pelo “clearance” prejudicado do
VLDL-TG¥. O mecanismo da superproducio do
YLDL-TG pode ser na maioria dos casos devido ao
aumento do fluxo de glicose e dos dcidos graxos li-
vres pelo figado™. O aumento da producio do
VLDL-apoB também pode ocorrer mas se deve mais
a obesidade do que ao diabetes™. O mecanismeo mais
aceito sobre a acfo da insulina sezia o seu efeito per-
missivo na produgic de friglicérides. O “clearance”
diminufdo dos triglicérides pode ser devide a dimi-
avigdo da atividade lipase lipoproteica™, retardando
o catabolismo dos guilomicrons ™.
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ABSTRACT: Glycohemoglobin, glucose, lipids, slfa e beta globulins were measured in
46 woman type If diabetics. We investigated the influence on the plasma ghicose in
comparison with the conceniration of total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides,
avoid increase the risk of atherosclercis in patients wich poor metabolic control. The
correlation was positively between glucose levels in patients diabetics non insulin dependents
and cholesterod, HIML.-cholestercl 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 H
generally has littie effect on fotal cholesterol levels with media of 243 mg/dl, also contribuie
to the observed excess in cardiovascular risk in diabetics. Even in those individuals without

frank hyperlipidemia, increases in plasma triglycerid levels arc observed.

DESCRIPTORS: Hyperglicemy, Hiperlipederny, Diahetes Mellitus
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RESUMO: Amostras de alface, couve ¢ espinafre cultivadas no Distrito Federal foram
analisadas quante ac tcor de nitrato e nitrito, A determinacfio do nitrito foi bascada no
métode de Follett ¢ Ratcliff, reagio com 4cide sulfamilico e l-naftol e determinacio
espectrofotométrica, em 474 nm, do azo composte formado, O aitrato foi determinado de
maneira semelhante apds reduc@o a nitrito em coluna de cddmio. De 26 amostras analisadas,
849% apresentaram um teor de nitrato acima de 500 mgfkg ¢ 58% acima de 1000 mg/kg. O
maior valor encontrado foi de 2881 mg de nitrato de sédio/kg em uma amosira de couve.
Nitrito ndo foi detctade em nenhuma das amostras analisadas, O limite de determinaciio do
método foi de 20 e 16 mgfkg de amostra para nitrate de sddio e nitrite de sédio,

respcclivamente.

DESCRITORES: nitrato ¢ nitrito em vegetais, alface, espinafie ¢ couve,

INTRODUCAO

Os nitratos e npitritos encontram-se naturalmente
distribuidos no meio ambiente em decorréneia do ci-
clo do nitrogénio. Na decomposigdo micrebioldgica
de protefnas ocorre a produgfo do fon amdnio, que,
por sua vez, pode ser oxidado na presenga de Nitro-
somonas © Nitrobacter a nifrito e nitrato, respecti-
vamente. Além disto, as atividades indusiriais e
agricolas contribuem significativamente para o au-
mento de compostos nitrogenados, inclusive nitratos,
tanto na 4gua, e solo, como ar atmosféricohH!,

Os nitratos assimilados pelas plantas, através de
compostos nifrogenados, s&o essenciais para o desen-
volvimento das mesmas, pois representam uma fonte
de nitrogénio para a sintese de proteinas celulares. O
teor de nitrato, além de variar com a genética da es-
pécie vegetal'$73¢ & com as condighes climdticas
como intensidade de Tuz, principalmente no perfodo

de maturagio, temperatura®, etc, podem sofrer va-
riagbes em decorréncia da agho do homem sobre o
meio ambiente. O uso abusivo de fertilizantes e pro-
dutos quimicos durante o cultivo contribuem para o
aumento do actimnio de nitratos pelas plantas®*22,

A presenca de nitritos deve-se principalmente &
agiio de bactérias nitrificantes sobre o nitrato. Este
processe pode ser acelerado durante um armazena-
mento inadequado dos produtos, onde fatores como
temperatura, tempo de estocagem e umidade séio de-
terminantes’’. A reduglo do nitrato a nitrito pode
tanto ocorrer nas hortalicas frescas como nas sub-
metidas a um processo de cocglo! 5,

Entre o5 vegetais que podem apresentar elevado
teor de nitrato, algumas vezes superior a 3000 mg/
kg, destacam-se ¢ espinafre, a beterraba, o rabanete,
a beringela, o aipo, 0 nabo, a cenoura, o aiface ¢ a
couve’, LARA e TAKAHASHI® verificaram a pre-

Departamento de Quimica, Universidade de Brasilia - Brasilia/DF

*  Inpstituto de Sadde do Distrite Federal « Bras’la/DF

#*  Faculdade de Engenhariz de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.
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senga de 5896 mg de nitrato/kg, expressos em nitrato
de s6dio, em uma amostra de couve colefada no esta-
do de SZo Paulo.

Além do nitrato ser um componente natural pre-
sente em vegelais sen emprego associado ao pitrito,
na producdo de alimentos € bastante antigo. Os sais
de sGdio e potdssio tem side largamente utilizados
come aditivos alimentares em produtos cdrneos cura-
dos®, seja por suas caracterfsiicas antioxidantes e de
fixacfo da cor rdsea da carne, seja pelo seu poder an-
timicrobiano para inibir o crescimente do Clostridi-
wm botulinim responsdvel pela toxina que causa o
botulismo.

Do ponto de vitsa toxicoldgico, os nitratos & nitri-
tos, uma vez ingeridos, contsibuem para a formagio
enddgena de Ne.nitrosaminas, compostos potencial-
mente carcinogénicos, assim como s#o capazes de
transformar a hemoglobina do sangue em ferriemog-
fobing, processo esse que leva ao impedimento do
transporte do oxigénio dos aivéolos pulmonares para
os tecidos, Enquanto este mecanismo & reversivel em
pessoas aduitas, pode levar lactentes a morte, princi-
palmente criangas com menos de trés meses de
idade, por apresentarem deficiéncia fisiol6gica tran-
sitoria da metemogiobina redutase ou de seu co-fator
NADH!,

O limite tolerado de nitrito e nitrato como aditi-
vo alimentar depende, em particular, do produto ali-
menticio, assim como da legislagio vigente de cada
pais. Segundo a legisiacBo brasileira o uso de nitra-
to ¢ nitrito de sddio ou potéssio € permitido até um
valor méiximo de 0,05 g/100g. sendo que no produ-
to a ser consumido ndo poderd remanescer mais de
0,02 g/100g de nitrito {expresso em fon nitrite¥,

€ Comit¢ Conjunto FAG/OMS de Peritos em
Aditivos Alimentares (JECFA) estabelecen para o ni-
trate uma Ingestio Didria Aceitdvel (IDA) de 0-5
mgflig de peso corpéreo (calculada come nitrato de
s6dioy? e uma IDA  tempordria de 0-0,2 mg/ke de
peso corplreo para o nifrito (como nilrito de
s6dioy 2, Tendo recomendado nio adicionar nitrito
nos alimentos destinados a criangas com menos de
seis meses de idade®,

Segundo KNIGHT et alii®, as fontes principais de
ingestiio de nitrato pelo homem s80 os vegetais, che-
gando a representar 90% do total ingerido. Este valor
varia de acordo com os hédhitos alimentares carac-
terfsticos de cada regifo.

Uma vez gque, em geral, as hortalicas desempe-
nham um papel importante na dieta alimentar, pringi-
palmente na dieta infantil, ¢ considerando a com-
plexidade da interacfio de fatores, ainda ndo
totalmente esclarecidos, que propiciam o actimulo de
nitratos nos vegetais, surge a necessidade do estudo
e controle de nitralos nos locais de cultivo, afim de

que sejam produzidos vegetais com baixos tecres de
nitratos, minimizando assim o potencial de risce 2
satide pela exposicfo a essas substineias. O presente
estudeo teve como propésite determinar 08 niveis de
nitrato e nitrito ¢m amostras de aiface, couve ¢ espi-
nafre cultivados na regifio do Distrito Federal.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 26 amosiras, sendo 9 de couve,
9 de alface e 8 de espinafre, no perfodo de marco a
abril de 1993, As amostras foram coletadas, ao aca-
50, em locais de venda do Distrite Federal. A meto-
dologia utilizada segue o esquema da figora 1.

[ preparc da amostra

[extracio do nilrato e mitrie]

clarificac@o da amostra

2

tedp a0 4o mitrato 1

a nitrito

[Geterminagdo espectrofotométrica
" do nitito

FIGURA 1
Fluxograma. do roteiro analitico. (Pdgina 6)

1. Determinag@o de nitrito
2. Detestninacdo de nitrato e nitrito na forma de nitrito total

Prepare da amostra

Apenas as partes comestiveis de cada espécie fo-
ram analisadas. Para (anto, as folhas foram lavadas
em dgua corrente, secadas com papel absorvenle e
posteriormente trituradas até a obtengio de uma mas-
sa homogénea.

Extragdo do nitrato e nitrito

5,0 g de homogeinizado foram misturados com 80
mi de NaCl 0,9%. A solugiio foi aguecida em banho
maria a 100°C por um periode de 30 minutes. O vo-
fume final foi levado a 100 mi com dgua destilada.

Clarificacdo da amostra

A sohugio foi filtrada e clarificada com 23 il de
creme de alumina. Apés esie procedimento a amos-
tra foi novamente filtrada.
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Determinacdo do nitrato e nitrito

A determinagfo do nitrato ol realizada apds a sua
redugfio a nitrito. Para tanto, 5,0 a 40,0 ml do extrate
clarificado, dependendo do teor de nitrato na amostra
original, foram passados por uma coluna de cddmio’,
cuja eficibneia foi testada previamente. O elufdo da co-
luna foi levado a 100 ml com Agua destilada. O nitrito
formado foi determinado espectrofotometricamente
segundo FOLLETT & RATCLIFF®. A determinagio
do nitrito seguiu 0 mesme procedimente, porém utili-
zando 5,0 a 40,0 md do extrato ¢larificado sem a sua
passagem na colina redutora (rota 1, fig, 1), O wor de
nitrato foi calculado pela diferenga dos valores de nitri-
to obtidos com e sem o emprego da coluna de cédmio.

Andlise espectrofotométrica

A 10,0 ml da soluglio anteriormente ebtida fo-
ram adicionades 5,0 mi de tamp8o amoniacal pH
9,6 e 10,0 mi de dcido sulfanilico com i-naftol. A
solucfio fol deixada em repouso por 30 min a uma
temperatura de 30°C. A concentracdo de nitsito e
nitrato, na forma de nitrito de s6dio, foi determina-
da através de uma curva de calibragiio, medinde-se
a absorbiincia do azo composto formado na regifio
do visivel em 474 am,

O preparo da amostra e a extracfio do nitrato e
nitrito foram realizados segundo a metodologia pro-
posta por LIN ¢ YEN¥, com a seguinte modiii-
cagio: no processo de clarificagfo asou-se ¢ creme
de alumina conforme sugerido pelo Instituto Adolfo
Lutz!* para a andlise de nitritos, em substituigio a
coluna de alumina como proposta pelos autores,
uma vez que na coluna foi verificada a coeluiclo de
pigmentos.

RESULTADOS E DISCUSSAD

A recuperacio de pitrato foi avaliada mediante a
adicdo padrdo dc nifrato em amostras de aiface. Em
cinco replicatas obleve-se wm valor médio de 91,0 &
1,1%. A recuperagfio ndc total do nitrato, provavel
mente ocorreu devido a perda na ctapa  de clarifi-
cagio. Segundo USHER & TELLING?! pode ocorrer
a oclusdio do nitrato com a alumina do agente clarifi-
cante, sendo gue a extensio da oclusiio depende da
quantidade de alumina utilizada.

O limite de determinagio'! do método foi de 20
mg de nitrato de sodio/kg de amostra fresca, para 5,0
g de amostra inicial, equivalente a 0,0397 ug de nitri-
t¢ de sédic/mi de soluglio na curva de calibraco es-
pectrofotométrica. No caso no nitrite o mesmo foi de
16 mg/kg de amostra,

Os resultados das andlises de amostras de alface,

couve e espinafre, expressos em nitrato de sédio,
est#o apresentados na tabela 01,
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TABELA (1.
Teores de nifrato, expressos como nitrafo de sédio, em
amostras frescas de couve, espinafie ¢ alface

Vegetai NaNO3/mg Kg-1
Alface Conve Espinafie

Amosira X d, X d, X d,
1 2223 625 it4d 351 856 7,53
2 1131 3583 993 9,28 917 1,76
3 783 2,51 1109 4,88 813 1,81
4 401 059 782 670 1276 297
5 2554 2,56 445 4,53 1118 109
0 2485 1,07 590 362 1009 8464
7 2824 078 368 1,54 1100 641
8 2595 3.04 2881 352 1249 2358
g 1389 0,83 nd
X de todas as | 1820 924 1042
determinagio

X Valor médio de 3 determinagdes;
d.: Desvio médio relative em partes por cem;

nd: Abaixo do limite de detecglio do método;

Enquanto que para o alface, de 9 amostras 5 apre-
sentaram um teor de nitrato de sddio acima de 2000
mg/kg, de 9 amostras analisadas de couve apenas
uma amostra superava este valor. Ja para o espinafre
nenhuma das amostras analisadas coniinha um fcor
de nitrato de sédio superior a 1560 mg/kg. O maior
valor de niirato, 2881 mg/kyg, foi cncontrado em
uma amosira de couve,

Os valores médios de nifrafo encontrados
nas amostras de couve ¢ espinafre s8o menores
do que aqueles relatados por LARA & TAKA-
HASHI® em amostras coletadas em 1982 em
Sgo Paule (1975 mgkg e 2030 mg/kg para
couve ¢ espinafre, respectivamente). J4 as amos-
tras de alface coletadas no Distrito Federal apre-
senfaram (eores mais clevados (valor médio de
1820 mg/kg) quande comparados com os valores
obtidos em S8o Paulo (valor médio de 1245
mg/kgyb.

Nas hortaligas frescas analisadas ndo fol detec-
tada a presenca de nitfito {limite de detecclio 4,8
mg de nitrite de sodiofkg de amostra). No entanto,
quando a amostra homogeinizada, cra deixada em
repouse, A temperatura ambiente. por um perfodo
de 24 horas, pode-se verificar a conversio do ni-
trato a nifrite 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
reduglic do nitrato a nitrito pode ser explicada

- lanto pela atividade da enzima nitrato-redutase

gquanto  pela  presenca  de  microorganismos
nitrificantes presentes no homogenizado do vegetal
em guestio.

As varjagdes de nitrato nas amostras analisadas,
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indicam a necessidade de um estudo sobre a corre-
fagiio dos teores de nitrato com  fatores externos,
principalmente no que se refere ao uso de fertili-
zantes empregados no cultive das hortaligas consu-
midas na regifo.
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ABSTRACT, Nifrate and nitrite were determined in samples of lettuce, cabbage and
spinach produced at the region of the Distrito Federal. Nitrite was determined by the methed
of Follett & Ratcliff, spectrophotometric determination at 474 nm of the diaze compound
formed after reaction of nitrite with sulphanilic acid and f-naphtol. Nitrate was similarly
determined after is reduction to pitrite by using a cadmium columa, Of 26 samples analyzed,
84% presented a level of nitrate over than 500 mg/kg and 58% greater than 1000 mg/kg. The
highest value of nitvate was 2881 mig/kg obtained in a sample of cabbage. Nifrite was not
detected in any of the samples analyzed. The limit of determination of the method was 20
mg/kg and 16 mg/kg for sodium nitrate, respectively.

DESCRIPTORS: Nitrite and Nitrite in vegetabie; Letiuce; Spinach and Cabbage.
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