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ERRATA

Revista volume 53(112):55-8, 1993.

Artigo: "In vitro" de diferentes drogas sobreMycobacterium Kansasii.

Substituir o último parágrafo da introdução por:

"Com o objetivo de conhecer o grau de susceptibilidade do M. Kansasii frente às drogas
antitiberculosas os autores determinaram a concentração inibitória mínima e a concentração
bactericida mínima de cada droga para cepas isoladas de pacientes com comprometimento
pulmonar".
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COLAÇO, W.; FERRAZ, U. & ALBUQUERQUE, R.L. - Incidência de aflatoxinas em
amendoim e produtos derivados consumidos na Cidade de Recife, no período de 1989 a
1991. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 54(1): 1-4, 1994.

RESUMO: Aflatoxinas foram evidenciadas em amendoim e produtos derivados
expostos ao consumo na Cidade de Recife. Determinadas através de cromatografia em
camada delgada foram detectadas aflatoxinas em 9 (21%) das 43 amostras analisadas. Uma
das amostras apresentou níveis de aflatoxinas de 2S)lg.kg·!,enquanto as outras apresentaram
níveis superiores a 30)lg.kg·!, que é a máxima concentração tolerada pela legislação
brasileira. Os resultados obtidos chamam a atenção para a necessidade de controle eficaz e
efetivo sobre os níveis de aflatoxinas destes produtos.

DESCRITORES: aflatoxinas em amendoim e produtos de, determinação; amendoim,
aflatoxinas em, determinação; cromatografia em camada delgada.

INTRODUÇÃO

As micotoxinas são produtos metabólicos produ-
zidos pelos fungos e que quando ingeridos causam
alterações biológicas prejudiciais aos seres humanos
e outros animais.

Eles podem estar contidos no interior dos espo-
ros de fungos em seus micélios ou então ser libe-
rados no alimento contaminado por estes microrga-
nismos.

As micotoxinas são importantes por ocorrerem
principalmente em cereais e sementes oleaginosas
como amendoim, arroz, milho, etc, que têm partici-
pação na alimentação humana.

Algumas micotoxinas evidenciam toxicidade
crônica podendo ser carcinogênicas, atuandomais fre-
quentemente como hepatotoxinas como é o caso da
aflatoxina B12.7.

O estudo da incidência das micotoxinas destaca-
se como um fator de grande importância em saúde
pública pelo risco que realmente apresenta o consu-
mo dos alimentos por elas contaminados.

As aflatoxinas são micotoxinas identificadas em
alimentos produzidas pelos fungos Aspergillus fla-
vus e Aspergillus parasiticus existindo 4 tipos
principais com estruturas químicas diversas; Bl,
B2, Gl e G2.

Há várias medidas de prevenção a serem utili-
zadas no controle dos níveis de aflatoxinas, entre as
quais a redução da atividade de água (Aa) que pos-
sibilita a inibição dos fungos micotoxigênicos e a
secagem rápida dos alimentos seguida de um arma-
zenamento sob condições controladas de umidade
relativa; entretanto, a secagem posterior não afeta o
teor de aflatoxinas já produzido, pois elas resistem
às condições de secagem e até mesmo ao processo
de torração'.

'" Realizado no Departamento de Bromatologia e Química do Laboratório Central de S.Pública "Dr. Milton Bezerra
Sobrar' Recife, PE.

** Do Laboratório Central de S. Pública Dr. Milton Bezerra Sobra!.
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A legislação brasileira fixa o limite máximo de
tolerância para a presença de aflatoxinas em alimen-
tos no valor de 30 ppb'.

A incidência de hepatoma humano em zonas
tropicais do Kênia, Moçambique, Tailândia, etc., foi
evidenciada por terem seus habitantes o hábito cultu-
ral de se alimentarem de produtos contaminados com
fungos (milho, arroz, etc., embolorados)!".

Observou-se entretanto, que houve uma dimi-
nuição de carcinoma hepatocelular entre os habitantes
da África do Sul quando foi reduzido o consumo dos
alimentos contaminados por micotoxinas 7.

O desenvolvimento de fungos em alimentos não
apenas tem importância quanto a deterioração a ele
causada, mas particularmente pela importância que
representam na elaboração de alimentos ricos em
proteínas que têm por base cacau, semente de al-
godão, amendoim, soja e outros, usados para aliviar
a má nutrição protéica no mundo",

O amendoim, importante fonte de proteínas, é
consumido em grande escala em países em desenvol-
vimento, onde seus produtos derivados são bastante
usados.

O Brasil por ter um clima tropical e ser um país
ainda em desenvolvimento apresenta condições de
plantio, colheita, secagem e armazenamento dos
produtos agrícolas bastante deficientes, propiciando
condições favoráveis à proliferação de fungos pro-
dutores de aflatoxinas. Isto constitui um grande
problema na produção de amendoim que a partir
dos anos 70 declinou sensivelmente com o incenti-
vo do governo ao cultivo da soja e assim, a sua
produção passou a ser praticamente realizada por
pequenos produtores, com sistema rudimentar de
colheita':",

O Laborat6rio Central de Saúde Pública "Dr. Mil-
ton Bezerra Sobrar', preocupado com a preservação
da saúde da população decidiu conhecer os índices

de contaminação existentes em amendoim e produ-
tos derivados expostos ao consumo. Foi realizado o
levantamento dos dados obtidos nas análises labora-
toriais, objetivando levar ao conhecimento dos po-
deres governamentais a ocorrência de aflatoxinas
nesses produtos.

MATERIAL E MÉTODO

Foram analisadas 43 amostras de amendoim e
produtos derivados, durante o período de março de
1989 a maio de 1991 para determinar aflatoxinas.

As amostras foram remetidas para análise pela
DICONA - Divisão de Controle de Alimentos da
Diretoria Executiva de Vigilância Sanitária do Esta-
do de PE, tendo sido colhidas em supermercados na
Cidade de Recife.

Uma das amostras foi remetida ao Laborat6rio Cen-
tral por empresa particular para análise de orientação.

A metodologia empregada está descrita nas Nor-
mas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz volume 1, 3'
edição".

O extrato clorofórmico final obtido foi usado
para identificar e quantificar as aflatoxinas por cro-
matografia em camada delgada.

A quantificação em cromotoplacas foi por com-
paração visual das intensidades de fluorescência en-
tre os padrões das aflatoxinas e o extrato da amostra.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos encontram-se demonstra-
dos na tabela I, onde se verifica a ocorrência de afla-
toxinas em várias amostras.

Das 43 amostras analisadas expostas ao consumo,
9 (21%) apresentaram contaminações por aflatoxi-

TABELA 1

Níveis de aflatoxinas em amendoim e derivados consumidos em Recife
no período de 1989 à 1991

Ano VariaçãoN" total N" N" amostras N° amostras
amostras amostras >30 jlglkg** <30 jlglkg**

N.D.*

Média
das

amostras mín. ug/kg máx. ug/kg

1989
1990
1991

18
23
2

13
20
1

5
2
1

281,5
271,0
85

45
25
85

518
485
85

Total 843 34

* N.D. =Não detectado.
,,* 30 ug/kg (ppb) = Limite máximo tolerado na legislação brasileira (B 1+ G1).

2
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nas, sendo que uma delas apresentou contaminação
por aflatoxina G1 (60 ppb).

Das 9 amostras contaminadas uma apresentou teor
de aflatoxina baixo (25 ppb), inferior a 30 ug/kg.

Em 8 (18,6%) das amostras analisadas foram evi-
denciadas aflatoxinas B 1.

Os teores de aflatoxinas foram expressos em llg/
kg (ppb) e o não aparecimento de fluorescência no
cromatograma foi representado pela abreviatura
N.D. (não detectado).

Na literatura existem dados sobre a ocorrência de
aflatoxinas em produtos brasileiros, tendo sido ob-
servados em 68,75% das amostras analisadas níveis
de contaminação por aflatoxinas superiores a 30 llg/
kg, acima do limite máximo tolerado pela legislação
brasileira",

O amendoim transporta na casca grande quanti-
dade de inóculo de A. flavus a partir do contato
íntimo com o solo e a deterioração da vagem pos-
sibilita a penetração do fungo aumentando mais ain-
da o risco de uma posterior contaminação da se-
mente pela aflatoxina,

90

80

70
~
'" 60ee
'O.,
'" 50~
§
'" 40
~o 30a-<

20

10

O
1989 1990 1991

• > 30 ug/kg ~ não detectadas

FIGURA 1

Relação entre a percentagem de amostras contendo
aflatoxinas acima de 30 ug/kg e amostras onde não foram

detectadas aflatoxinas, no período de 1989 a 1991

Após a colheita são realizadas operações de seca-
gem extremamente importantes na limitação dos
níveis de aflatoxinas nas sementes. Quando estas
operações são retardadas aumentam os riscos de
crescimento de fungos formadores de micotoxinas.

O problema de contaminação de um alimento por
aflatoxina é realmente uma preocupação para a
saúde pública.

O levantamento dos dados aqui apresentados de-
monstra a preocupação do laboratório de saúde
pública local, que pela primeira vez realiza um tra-
balho neste sentido.

A figura apresenta a relação da percentagem en-
tre o número de amostras onde não foram detectadas
aflatoxinas e o número de amostras contendo teores
acima de 30llglkg.

CONCLUSÕES

O presente levantamento demonstra a im-
portância da necessidade de uma monitoração sis-
temática e contínua sobre os níveis de aflatoxinas
existentes em amendoim e produtos derivados consu-
midos na cidade de Recife.

Os resultados apresentados mostram que aflatoxi-
nas foram evidenciadas em diversas amostras anali-
sadas no laboratório de saúde pública local, não sen-
do possível assegurar o grau satisfatório de
qualidade desses produtos.

Apresentados sob diversas formas de comerciali-
zação (torrado, moído, em pasta, etc) o amendoim é
consumido em larga escala pela população local sem
controle higiênico-sanitário adequado, comprovando
a carência nas ações de vigilância sanitária sobre
esses alimentos.

Há necessidade de um controle eficaz, através de
uma vigilância constante sobre os níveis de aflatoxinas
nos alimentos, não só para proteção a saúde pública
como também para orientar as ações governamentais.

Precisamos conscientizar os órgãos públicos so-
bre os efeitos tóxicos causados pela ingestão de pro-
dutos contaminados por micotoxinas.

O levantamento dos dados analíticos servirá para
que se desenvolvam programas de prevenção, evitan-
do assim o aparecimento de danos à saúde, que por
não se manisfetarem de imediato poderão se tomar
irreparáveis.
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ABSTRA TC: Aflatoxins was employed in samples of peanut and peanut products exposed
for consumation in Recife City. Determined through thin-layer-chromatography were detected
aflatoxins in 9 (21 %) ofthe 43 analysed samples. In one ofthese samples the amount of aflatoxins
was found to be 25Jlg.kg-1. The others had more than 30Jlg.kg-1 which is the maximum
concentration tolerated by pertinent brazilian legislation. The results call the attention forneed of
continued and effective control on the levels of aflatoxin in these productions.

DESCRIPTORES: aflatoxins in peanut and peanut products, determination; peanut,
aflatoxins in, determination, thin-layer-chromatography.
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RESUMO: A finalidade deste estudo foi avaliar, através doRancimat, a eficiência relativa
de vários antioxiodantes adicionados à fase oleosa obtida de carne de curimbatá (Prochilodus
scrofa), separada mecanicamente. Além disso, obter informações adicionais sobre o efeito
protetor do óleo de alecrim (OR) comercial, em mistura com butil-hidroxianisol (BHA) e
terc-butil-hidroquinona (TBHQ), pois, aparentemente, não há na literatura especializada
trabalhos relativos ao seu uso em pescado. O melhor resultado obtido com o uso de apenas um
antioxidante foi com TBHQ a 0,02% (período de indução a 9WCigual a 22 horas e 15minutos).
O TBHQ apresentou aumento de 15 vezes o período de indução em relação à estabilidade
oxidativa do grupo-controle, dados estes confirmados na literatura para o óleo de tubarão azul
(Prionace glauca). O emprego de três antioxidantes (TBHQ+ BHA +OR) melhorou em cerca
de 10%a estabilidade oxidativa, o que nãojustifica a sua aplicação.

DESCRITORES: curimbatá (Prochilodus scrofa), carne separada mecanicamente,
antioxidantes, óleo de peixe, Rancimat, oxidação lipídica.

INTRODUÇÃO

Em anos recentes, a carne de curimbatá separada
mecanicamente (CCSM) tem sido utilizada no pro-
cessamento de produtos alimentícios (MORAIS e
col., 1988). Um grande problema com tais tipos de
produtos é a perda da qualidade atribuída à rancidez
oxidativa (DENG et alii, 1977). Este problema está se
tomando especialmente importante com o advento da
carne de pescado separada mecanicamente (SILBER-
STEIN et alii, 1978). A forma com que esta carne é
submetida durante a separação mecânica, bem como

sua composição natural (partículas ósseas, pigmentos,
sangue, lípides, etc.) contribuem para seu alto poten-
cial de oxidação lipídica (MORAIS e col., 1981).

A presença de fragmentos de pele e de peritôneo
pode dar à carne de pescado separada mecanicamente
(CPSM) um aspecto pouco homogêneo e catalizam
reações de escurecimento e de degradação de
proteínas. e de lipídeos. A oxidação deteriorativa em
peixes foi estudada por TAPPEL (1962), que atribuiu
aos compostos prematínicos localizados na linha la-
teral do músculo um importante papel na catálise da

* Realizado na Seção de Pescado e Recursos Marinhos do Instituto de Tecnologia de Alimentos, Guarujá, SP, na Seção
de Óleos, Gorduras e Condimentos do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP, e no Laboratório de Óleos e Gorduras da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, Campinas, SP. Apresentado no 8°Encontro Nacional de Ana-
listas de Alimentos, Porto Alegre, RS, 1993.

** Do Instituto de Tecnologia de Alimentos.
*** Do Instituto Adolfo Lutz.
**** Da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

5



MORAIS, C. de; CARVALHO, l.B. de; TAVARES, M.; GONÇALVES, L.A.G. & CAVALETTI, R.N. - Avaliação da
eficiência de antioxidantes em óleo de carne de Curimbatá (Prochilodus scrofa) separada mecanicamente através do
Rancimat. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 54(1): 5-10,1994.

oxidação. Este estudo foi confirmado por outros pes-
quisadores que, analisando peixes com alto teor de
prematina, observaram a grande suscetibilidade des-
tas espécies à rancidez oxidativa. Compostos pre-
matínicos (premaglobina, mioglobina, citocromos) e
premoproteínas liberados durante o processo de sepa-
ração mecânica contribuem bastante para as reações
de oxidação. Assim, o efeito disruptivo de separação
mecânica, em conjunto com a temperatura, constitui
condição ideal para a oxidação de lipídeos.

Ressalte-se que os lipídeos de pescado contêm
uma elevada proporção de ácidos graxos polinsatura-
dos, principalmente o eicosapentaenóico e o docosa-
hexaenóico (STANSBY, 1981), o que lhes confere
grande importância nutricional, porém uma instabili-
dade e rápida oxidação das duplas ligações das molé-
culas dos triglicerídeos (YI et alii, 1991; VALEN-
ZUELA et alii, 1991). Tal oxidação é um processo
complexo que pode levar à formação dos mais varia-
dos produtos de decomposição, notadamente
aldeídos, cetonas, álcoois e ácidos carboxílicos
(FRANK et alii, 1992). Esses produtos tanto podem
causar a perda das qualidades organoléticas dos ali-
mentos pela produção de aromas e sabores estranhos
como podem reagir com proteínas, vitaminas e
outros componentes, diminuindo assim suas quali-
dades nutricionais e limitando seu uso para consumo
humano (KAREL, 1973; CASTELL, 1974;
LILLARD, 1983; VALENZULEAetalii, 1991).

Com a finalidade de prevenir a autoxidação de
lipídeos da CPSM, têm sido empregados vários antí-
oxidantes fenólicos sintéticos. Os mais comuns são o
butil-hidroxianisol (BHA), o butil-hi-droxitolueno
(BHT) e, mais recentemente, o terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) (MOLEDINA et alii, 1977;
LICCIARDELLO et alii, 1982).

Compostos com propriedades antioxidantes,
como o extrato de alecrim ("rosemary extracts") têm
sido reportados (RAC et alii, 1955). Tal extrato foi
testado por SHUN et alii (1992) como um sinergista
(óleo e carne). Esses autores observaram claramente
o efeito sinergístico do referido extrato, o qual au-
mentou sobremaneira a atividade antioxidante do
alfa-tocoferol,

A tendência, nos últimos anos, de se empregar
antioxidantes naturais, preferencialmente nos ali-
mentos, em substituição aos químicos sintéticos, tem
motivado o estudo e uso do óleo de alecrim
("oleoresin rosemary", OR) em produtos à base de
carnes bovinas e de aves (LIU et alii, 1992). Assim
sendo, HOULIHAN et ai (1985) relatam que o OR
contém um número de componentes que possue ati-
vidade antioxidante similar ou maior que o BHA e
igualou ligeiramente inferior àquela do BHT.

BARBUT et ai (1985) reportaram que o óleo de
alecrim possue atividade antioxidante comparável à
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mistura comercial de BHAIBHT/ácido cítrico na su-
pressão da oxidação lipídica em salsicha de peito de
peru mantida sob refrigeração. Por sua vez, KORC-
ZAK et alii (1988) constataram um efeito antioxidante
pronunciado daquele óleo em produtos pré-cozidos à
base de carne bovina separada mecanicamente.

Existem diferenças significativas entre os antioxi-
dantes com respeito à eficácia em diferentes alimen-
tos e sob diferentes condições de processamento e
manuseio. Logo, toma-se imprescindível o levanta-
mento de informações concernentes à potência relati-
va de antioxidantes e de suas combinações antes dos
mesmos serem aplicados, com sucesso, em alimentos
(SWEET,1973).

Com o propósito de determinar a resistência de ali-
mentos processados contra a oxidação, diversos méto-
dos analíticos têm sido desenvolvidos. Um dos que
tem apresentado maiores vantagens, por permitir a
contínua medida da establilidade oxidativa, sem deter-
minações analíticas periódicas e apreciável economia
de tempo e trabalho, é aquele conhecido por "Ranci-
mat'', Desenvolvido por Hadorn e Zurcher, o equipa-
mento Rancimat 617-Metrohm baseia-se no princípio
da detecção condutométrica dos produtos voláteis de
oxidação, principalmente ácido fórmico (FRANK et
alii, 1992; LAUBLI et alii, 1986; HASENHUETTL et
alii, 1992;BARRERA-ARELLANO, 1992, 1993).

A finalidade deste estudo foi avaliar, através do
Rancimat, a eficiência relativa de vários antioxidantes
na estabilização do óleo da carne de curimbatá (Pro-
chilodus scrofa), separada mecanicamente. Os resulta-
dos obtidos para a fase oleosa, conforme sistemas já
estudados, serviram como parâmetros para avaliar in-
diretamente a estabilidade da carne, quando a esta se
adicionou um determinado antioxidante que apresen-
tou bons resultados naquela fase. Pretendeu-se obter
informações adicionais sobre o efeito protetor do óleo
de alecrim comercial, em mistura com BHA e TBHQ
pois, aparentemente, não há na literatura: especializada
trabalhos relativos aos seu uso em pescado.

MATERIAL E MÉTODOS

Matéria-Prima

Utilizou-se neste trabalho a carne proveniente de
um lote de 10 kg de curimbatás (Prochilodus scrofa),
que . apresentavam características organoléticas
próprias da espécie. Os peixes foram doados pela
Seção de Hidrologia e Aquicultura da Estação
Experimental de Piscicultura das Centrais Elétricas
de São Paulo SIA. (CESP), localizada em Salto
Grande, Estado de São Paulo.

O transporte dos peixes até a Seção de Pescado e
Recursos Marinhos do Instituto de Tecnologia de
Alimentos, em Guarujá, SP, foi feito logo após a
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despesca, em caixas de isopor contendo gelo britado
comercial, até o momento de serem processados.

Obtenção da Carne de Curimbatá Separada Meca-
nicamente (CCSM)

Após a remoção do gelo de refrigeração, por
meio de jatos d'água, os peixes foram eviscerados,
descabeçados e espalmados com o uso de facas.

Os peixes espalmados foram lavados com água elo-
rada, contendo 5 ppm de cloro residual e submetidos à
ação da máquina separadora de carne e osso, marca Bi-
bun, modelo SDX-13, com perfurações no cilindro de
5mm de diâmetro, sendo aplicada força máxima na
correia tensora, a fim de se obter maior rendimento
cárneo. A CCSM, assim obtida, foi dividida em lotes,
conforme os sistemas de antioxidantes.

Sistemas de Antioxidantes

Todos os antioxidantes utilizados, de diferentes
procedências, apresentavam grau analítico P.A.

Foram selecionados para este estudo os seguintes
tratamentos com antioxidantes:

I) Grupo-controle;
2) 0,02% TBHQ;
3) 0,05%OR;
4) 0,02% TBHQ + 0,05% OR;
5) 0,02% BHA + 0,02% ácido cítrico;
6) 0,02% TBHQ + 0,02% BHA;
7) 0,02% TBHQ + 0,02% ácido cítrico;
8) 0,02% BHA + 0,05% OR;
9) 0,02% TBHQ + 0,02% BHA + 0,05% OR;
10)0,02% "Embanox 2" (BHA + BHT em propileno

glicol).

Preparo das Soluções Antioxidantes

As concentrações dos antioxidantes empregados,
com base no teor de matéria graxa da CCSM (6,7%),
não ultrapassaram ao limite máximo permitido para
óleos e gorduras comestíveis na legislação brasileira
(BRASIL, 1988).

Os antioxidantes fenólicos (BHA, BHT, TBHQ),
bem como o extrato de alecrim (OR), nas quanti-
dades necessárias, foram primeiramente ernulsiona-
dos em uma mistura de propileno glicol e água desti-
lada (1:3), por meio de um misturador
(LICCIARDELLO et alii, 1982). O antioxidante
solúvel em água foi dissolvido em água destilada.

No tratamento de número 5, o BHA dissolvido
em pequena quantidade de etanol, foi adicionado à
água destilada (80 ml ) contendo o ácido cítrico.

As soluções de antioxidantes, assim preparadas,
foram aplicadas na CCSM.

Aplicação das Soluções de Antioxidantes na CCSM

As soluções de antioxidantes foram dissolvidas em
água destilada (80 ml) e borrifadas sobre 2 kg de
CCSM, com auxílio de um "spray", por um período de
dois minutos, em um batedeira tipo Hobart, operando
com velocidade 2 (média) (MOLEDINA et alii , 1977).

Um controle, contendo 80 ml de água destilada,
foi preparado da mesma forma mencionada anterior-
mente.

Após os tratamentos, a CCSM foi acondicionada
como amostras de 500 g, em sacos plásticos indivi-
duais de polietileno e imediatamente estocada a -4U'C
até o momento de serem analisadas, em duplicata.

Extração do Óleo da CCSMa

Todas as amostras foram encaminhadas, sempre
congeladas a -40°C, à Seção de Óleos, Gorduras e
Condimentos do Instituto Adolfo Lutz, em São Pau-
lo, SP, onde o óleo das mesmas foi extraído, após o
descongelamento até a temperatura ambiente, pelo
método de BLIGH & DYER (1959).

Determinação do Índice de Peróxido

No óleo extraído das amostras de CCSM foi deter-
minado, logo após essa operação, o índice de peróxido
pelo método AOCS Cd 8-53 (AOCS, 1990).

Determinação da Eficiência dos Antioxidantes Pelo
Rancimat

O óleo restante da determinação do índice de
peróxido foi estocado em frascos de vidro, com tam-
pa, estéreis, protegidos da luz. Cada frasco foi iden-
tificado e, sob refrigeração a cerca de -18°C, enviado
de imediato ao Laboratório de Óleos e Gorduras da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universi-
dade Estadual de Campinas, em Campinas, SP. No
citado laboratório, a eficiência dos diferentes siste-
mas de antioxidantes foi determinada através do
Rancimat 617-Metrohm, a temperatura de 60, 80 e
98°C, utilizando-se 2,5 g de óleo e fluxo de ar de 8,3
Llh como condição padrão para o Rancimat.

O período de indução foi obtido graficamente atra-
vés das tangentes à parte linear das curvas. A distância
em em, convertido em horas de oxidação no cruza-
mento das tangentes com as retas iniciais, dá o valor
exato do período de indução (OOSTEN, 1981).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A tabela 1 mostra os resultados obtidos para o
índice de peróxido e o período de indução, determi-
nado pelo Rancímat, a 80 e a 98°C. A temperatura
de 60°C foi desprezada já que forneceu períodos de
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TABELA 1

Estabilidade oxidativa, determinada pelo Rancimat,
para os antioxidantes adicionados à carne de curimbatá separada mecanicamente

Sistemas de antioxidantes

Determinações

Índice
de peróxido

(meq 02/1OOOg)

Período de indução (h)

Grupo-controle
0,02%TBHQ
0,05%OR
0,02% TBHQ + 0,05% OR
0,02% BHA + 0,02% AcC
0,02% TBHQ + 0,02% BHA
0,02% TBHQ + 0,02% AcC
0,02% BHA + 0,05% OR
0,02% TBHQ + 0,02% BHA + 0,05% OR
0,02% "Embanox 2"

7,2
3,0
4,0
6,0
3,7
3,2
6,0
5,6
3,6
5,4

17
>96
17
76
96
>96

19 h 15'
n.d.
n.d.
n.d.

1 h 30'
22 h 15'

J h 30'
11 h 30'
18 h
n.d.+
2h
lOh
25 h
1 h 30'

n.d.
(+)
TBHQ
OR
BHA
AcC
"Embanox2"
BHT

não determinado
período de indução estimado igual a 25 h.
terc-butil-hidroquinona
óleo de alecrim
butil-hidroxianisol
ácido cítrico
BHA + BHT em propileno glicol
butil-hidroxitolueno

indução muito elevados, sem condições de determi-
nação de tangente à curva.

Como se pode observar, algumas amostras, a 8OC,
após 96 horas de testes, apresentaram apenas estágios
iniciais de oxidação. Para avaliar melhor estas amos-
tras, a temperatura de 98°C trouxe maiores elucidações,
retardando em menor grau as reações oxidativas.

o fato acima verificado com a temperatura de 80'C
deveu-se, provavelmente, a um aumento na atividade
antioxidante, a qual depende da temperatura e pode
estar associada à observação de que o alfatocoferol e os
fosfolipídeos, antioxidantes naturais presentes na
carne do pescado, tenham reagido sinergisticamente
com outros antioxidantes. Os fosfolipídeos ocorrem
em todos os tecidos e têm sido largamente reconheci-
dos pela ação como sinergistas de antioxidantes
(OLCOTI, 1962). Cabe aqui lembrar que uma das van-
tagens do método de extração de lipídeos de Bligh and
Dyer é a extração, principalmente, de fosfolipídeos
presentes na amostra. Já a provável formação de ácidos
graxos livres, com o decorrer do tempo, pode ter contri-
buído para o retardamento de reações oxidativas, pois
tais ácidos, no músculo do pescado, retardam a ranci-
dez induzida por compostos prematínicos, localizados
na linha lateral do músculo (TAPPEL, 1962).

O melhor resultado obtido com o uso de apenas
um antioxidante foi com o sistema de número 2, ou
seja, TBHQ, com 22 horas e 15 minutos de período
de indução a 98°C. A adição de ácido cítrico ao
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TBHQ afetou negativamente a estabilidade oxidati-
va, diminuindo o período de indução de 22 para 2
horas. Este comportamento foi observado nas duas
temperaturas testadas, o que sugere um estudo à
parte. Já o óleo de alecrim não apresentou atividade
antioxidante quando utilizado sozinho e mostrou-se
um próoxidante forte quando usado em conjunto
com TBHQ, para testes a 98°C, pois fez o período de
indução do óleo de curimbatá cair à metade.

O emprego de três antioxidantes (TBHQ + BHA
+ OR) melhorou em apenas 10% a estabilidade, dado
este que não justifica a sua aplicação.

Por seu turno, o "Embanox 2" não apresentou
qualquer atividade antioxidante. O efeito sinergista
observado em banha, na mistura de BHA e BHT,
não se aplica a óleo de pescado neste caso. Na ver-
dade, BHT apresenta grupo estericamente impedido
na reatividade do grupo fenólico, com substituintes
presentes na posição orto no anel aromático
(ANTUNES e col., 1983).

Ácido cítrico e TBHQ têm sido utilizados como
sinergistas para óleo de dendê (SANG, 1984), efeito
totalmente oposto ao aqui detectado para ácidos
graxos altamente insaturados. Resultados seme-
lhantes foram obtidos por PACHECO (1991) e
CHAINE et alii. (1974).

O TBHQ, considerado neste estudo como o me-
lhor antioxidante, apresentou aumento de 15 vezes
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em relação à estabilidade oxidativa do grupo-
controle. Este aumento de estabilidade foi confirma-
do em outros níveis para óleo de .tubarão azul
(PACHECO, 1991), bem como para outros óleos de
peixe e de origem vegetal (INCENHOUR et alii,
1991; CHU, 1991; KAITARANTA, 1992).

CONCLUSÕES

A utilização do equipamento Rancimat mostrou-
se adequada para determinar a estabilidade oxidativa

de vários antioxidantes empregados na estabilização
de óleo da carne de curimbatá separada mecanica-
mente, em especial à temperatura de 98°C.

O uso de uma mistura de três antioxidantes não
se justificou, visto que não melhorou significativa-
mente a estabilidade oxidativa do produto em
estudo.

O melhor antioxidante, dentre os testados, foi
TBHQ, confirmando o apregoado na literatura, tanto
para óleos de peixe como para óleos vegetais.
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CA VALETTI, R.N. - Avaliation in the oxydants eficiency in meet oil of
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ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate, according to Rancimat method, the
effectiveness of several antioxidants alone and in combination in retarding the development of
rancidity in mechanically deboned curimbatá (Prochilodus scrofa) meat. In addition, the
antioxidants properties of an extract of rosemary (OR) alone and in combination with
tert-butylhydroquinone (TBHQ) and butyl-ated hydroxyanisole (BHA) were determined by
their addition as solutions to curimbatá flesh. Apparently there is no report in the scientific
literature on the efficiency of OR for minimizing effects of lipid oxidation in minced fish flesh.
The most effective treatment in order to extend the induction period through the use of one
antioxidantwas with TBHQat 0,02% w/w (induction periodat98"Cwas 22 hand 15 min). Using
TBHQ the induction period increased 15 times as compared to control-group. From the literature,
a similar result was obtained with blue shark (Prionace glauca) oi!. The use ofTBHQ + BHA +
OR improved the lipid stabilization by retarding the development of rancidity in order of 10%.
Such result doesn 't recommend its appications at the technical and economical point -of-view.

DESCRIPTORS: curimbatá (Prochilodus scrofa), mechacically debones meat,
antioxidants, fish oil, Rancimat, lipid oxidation.
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RESUMO: No período de Janeiro/1992 a Janeiro/1993 foram analisadas 351 amostras
de doce de amendoim em tablete e 157 amostras de doce de leite em tablete adquiridas
mensalmente em dez barracas de ambulantes de doces, distribuídas em 4 regiões da cidade de
São Paulo, para avaliar a situação de contaminação dos doces pelos ácaros, durante as 4
estações do ano. Estas amostras foram examinadas sob microscópio estereoscõpico,
percorrendo toda a superfície da amostra, no ato da aquisição, e semanalmente até completar
28 dias, mantidas em ambiente e em estufa BOD a 25°C e 75% U.R.A.. Outra parte da
amostra foi selada em saco plástico e analisada após 90 dias de armazenamento. Cerca de
18,2% das amostras de doce de amendoim e 13,5% das amostras de doce de leite foram
encontradas parasitadas por ácaros. Das espécies encontradas, 98,9% foram Tyrophagus
putrescentiae Schrank, 0,9% Blattisocius tarsalis Berlese, 0,2% Blomia tropicalis Bronswijk,
Cock e Oshima e 0,04% Suidasia pontifica Oudemans. Quando em ambiente, as amostras de
doce de amendoim tiveram um número médio de 0,3 ácaros, e em estufa 4,4; enquanto que,
para as amostras de doce de leite, 4,5 ácaros em média em ambiente e 3,1, em estufa. Os
ácaros foram encontrados em número maior no 21° e 28° dias de análise, sendo que o exame
no ato foi negativo, o que indica que havia ovos na amostra, e que com o tempo e em
condições ótimas, vieram a se desenvolver, salientando a importância da incubação de uma
amostra para exclusão da hipótese da presença de ácaros. As amostras de 90 dias de
armazenamento apresentaram um número médio de ácaros bem elevado: 7,4 ácaros para doce
de amendoim, e 19,9 ácaros para doce de leite, mostrando assim que um longo
armazenamento é propício para que haja um aumento populacional de ácaros a partir de ovos
presentes na amostra. As épocas do ano que apresentaram maior percentual de amostras
positivas para ácaros foram: inverno: 34,9% e verão: 18,8%. No inverno, a percentagem
deveria ser menor, pois as condições de temperatura e umidade são desfavoráveis para o
crescimento dos mesmos, podendo-se, então, deduzir que essas amostras foram armazenadas
por tempo prolongado, e que os ovos remanescentes das demais estações, mais favoráveis
para proliferação acariana, eclodiram e se desenvolveram no inverno.

DESCRITORES: ácaros, análise microscópica, doce de leite, doce de amendoim.

INTRODUÇÃO estes podem veicular fungos patogênicos produtores
de micotoxinas, podenso assim causar sensibilização
e intoxicar gravemente o homem. Quando em conta-
to com a epiderme, podem produzir dermatoses nos

A presença de ácaros em alimentos consumidos
"in natura" tem grande importância médica pois

* Realizado no Departamento de Parasitologia do ICB/USP
** Do Departamento de Parasitologia do ICBIUSP
*** Da Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz
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manipuladores de alimentos. As partículas fecais
possuem substâncias tóxicas e antigênicas capazes
de produzir enterites agudas, ocorrendo o mesmo na
ingestão do ácaro vivo. A inalação das partículas fe-
cais pode produzir fenômenos respiratórios como
asma brônquica e rinite alérgica'. Os ácaros acarre-
tam prejuízos econômicos, pois quando estão em
grande concentração elevam a temperatura e umi-
dade do meio contribuindo para o crescimento de
outros microrganismos, tais como fungos, bactérias e
leveduras, que alteram as características organolépti-
cas dos alimentos, conspurcando-osê".

No Brasil, são escassos os estudos referentes a
ácaros em alimentos. Um trabalho pioneiro sobre
ácaros em doces foi feito por ROMANO et alíí",
onde se pesquisou ácaros em alimentos derivados do
leite e do cacau (sólidos), comercializados na Cidade
de São Paulo, S.P., durante o ano de 1988, detectan-
do-se a presença de ácaros.

Devido às consequências prejudiciais à saúde que
os doces, quando contaminados, podem acarretar ao
homem, e visto que tais doces são comercializados
popularmente em grande número em vários pontos
da cidade, realizou-se o presente estudo para verifi-
car o grau de contaminação por ácaros, as espécies
predominantes e as estações do ano em que ocorrem
maior proliferação de ácaros nesses alimentos.

MATERIAL E MÉTODOS

No período de janeiro de 1992 a janeiro de
1993 foram analisadas 351 amostras de doces de
amendoim em tablete (doce de amendoim, paçoca
de amendoim, paçoca cilíndrica e pé-de-moleque) e
157 amostras de doce de leite em tablete (doce de
leite, doce de leite pingo e doce de leite e coco).

Foram escolhidos os seguintes locais de São
Paulo: Largo de Pinheiros (duas barracas), Av. Dr.
Enéas de Carvalho Aguiar (HC) (três barracas),
Lapa (duas barracas) e Santo Amaro (três barracas),
onde coletou-se mensalmente amostras de cada tipo
dos doces.

O método de análise utilizado foi o de BAGGIO
et aliil, com modificações. Cada amostra foi divi-
dida em quatro partes iguais (meio tablete cada),
sendo que a primeira parte foi analisada no ato de
entrada no Laboratório; a segunda parte foi mantida
em frasco plástico hermético, de capacidade 100 ml
com tampa perfurada, e incubada a 25°C e 75% de
U.R.A. em estufa B.D.O., durante 28 dias e exami-
nada semanalmente. A terceira parte foi mantida no
mesmo tipo de frasco por 28 dias à temperatura
ambiente e examinada semanalmente. A quarta
parte foi selada em saco plástico, mantida em tem-
peratura ambiente, e analisada após 90 dias de
armazenamento.
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No ato da análise, cada amostra foi examinada
sob microscópio estereoscópico, aumento de 25 a 40
x, percorrendo toda a superfície da amostra com
auxílio de estilete. Foi identificada e quantificada
cada espécie de ácaro encontrada, segundo a Classi-
ficação Sistemática de HUGHES2.

RESULTADOS

Na Tabela I, estão apresentados o total de amos-
tras analisadas e número e percentual de amostras
positivas para ácaros conforme o tipo de doce. Verifi-
cou-se a presença de ácaros em 18,2% das amostras
de doce de amendoim e 13,4% das de doce de leite.

TABELA 1

Total de amostras e amostras positivas para ácaros,
segundo tipo de doce.

Tipo de doce Amostras

total positivas %

Paçoca cilíndrica 86 23 26,7
Paçoca amendoim 79 16 20,2
Doce de amendoim tabJete 124 25 20,2
Pé-de-moleque 62 ° 0,0

Total 351 64 18,2

Doce de leite 80 8 10,0
Doce de leite e coco 46 12 26,1
Doce de leite pingo 31 1 3,2

Total 157 21 13,4

A Tabela 2 mostra o número e a percentagem
das espécies de ácaros presentes nos doces analisa-
dos durante o período de 28 dias. Os ácaros identifi-
cados pertenciam a quatro espécies diferentes: Ty-
rophagus putrescentiae Schrank, Blomia tropicalis
Bronswijk, Cock e Oshima, Suidasia pontifica
Oudemans e Blattisocius tarsalis Berlese.

A Tabela 3 apresenta o número total e a média de
ácaros por tipo de ambiente, segundo os períodos de
observações das amostras. Verifica-se que, exceto no

TABELA 2

Freqüencia de ácaros, segundo espécie, por tipo de doce.

Tipo de doce

Espécie Amendoim Leite
n° % n" %

Total
n° %

T. putrescentiae 1618 98,4 1173 99,5 2791 98,9
B. tarsalis 22 1,3 4 0,3 26 0,9
B. tropicalis 3 0,2 2 0,2 5 0,2
S. pontifica 1 0,1 ° 0,0 1 0,0

Total 1644 100,0 1179100,0 2823100,0
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TABELA 3

Distribuição do número de ácaros por tipo de doce e de ambiente, segundo o dia de análise.

Doce de amendoim Doce de leite
Dia de análise Ambiente Estufa Ambiente Estufa

n° x* n° x* n° x* n° x*
no ato O O O O O O O O
7° 40 0,1 40 0,1 27 0,2 18 0,1
14° 32 0,1 240 0,1 114 0,7 82 0,5
21° 20 0,1 595 1,7 270 1,7 279 1,8
28° 20 0,1 657 1,9 287 1,8 102 0,2

Total 112 0,3 1532 4,4 698 4,5 481 3,1

90" 2607 7,4 3126 19,9

*x= número de ácaros
total de amostras

Número de amostras positivas para ácaros por tipo de doce e estações do ano.

TABELA 4

Amostras

Estações Doce de amendoim Doce de leite Total

Total Positivas % Total Positivas % Total Positivas %

Primavera 97 3 3,1 41 1 2,4 138 2 2,9
Verão 80 19 23,7 37 3 8,1 117 22 18,8
Outono 84 11 13,1 40 3 7,5 124 14 11,3
Inverno 90 31 34,4 39 14 35,9 129 45 34,9

Total 351 64 18,2 157 21 13,4 508 85 16,7

1° dia de análise, foram encontrados ácaros em todos
os dias de análise e que as amostras de doce de leite
apresentaram um número médio de ácaros maior do
que as amostras de doce de amendoim, tanto em am-
biente quanto em estufa; assim como as amostras de
90 dias de armazenamento.

A frequência de ácaros nos doces em função das
estações do ano está indicado na Tabela 4, verifican-
do-se a variação da sua presença em função das
estações do ano.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

A constatação de maior percentagem de amostras
de doce de amendoim (18,2%) contaminadas com
ácaros em relação as amostras de doce de leite (13,4%)
(Tabela 1), indica que a manipulação e armazenamen-
to das amostras de doce de amendoim foram executa-
dos em piores condições ou que os ácaros tiveram uma
certa preferência por este tipo de doce.

Das amostras de doces analisadas, somente as de
pé-de-moleque foram negativas para ácaros (Tabela
1), devido ao açúcar caramelado presente entre os
grãos de amendoim, que não permitiu a movimen-

tação dos ácaros e, consequentemente, seu desenvol-
vimento.

De todas as espécies de ácaros encontradas, Ty-
rophagus putrescentiae foi a que ocorreu quase que
com exclusividade (98,9%) (Tabela 2), independente
do tipo de doce, pois é muito comum em produtos
armazenados, aparecendo geralmente em quanti-
dades explosivas, sendo altamente adaptãvel-,

As demais espécies de ácaros identificadas, apre-
sentaram uma baixa frequência (Tabela 2) nos pro-
dutos analisados: Blomia tropicalis (0,2%), Suidasia
pontifica (0,1%) e a espécie predadora Blattisocius
tarsalis (0,9%) e também são comuns em ambientes
de produtos armazenados''.

O maior número de ácaros presentes nas amostras
de doce de leite em relação às de doce de amendoim,
em ambiente, em estufa e com 90 dias de armazena-
mento (Tabela 3), deve-se ao alto grau de contami-
nação do doce de leite com coco (Tabela 1), cujo
teor protéico e de gordura permitiu o crescimento ex-
plosivo de populações de ácaros. O mesmo não ocor-
reu nos demais tipos de doce de leite, onde o número
médio de ácaros foi menor do que nas amostras de
doce de amendoim. O longo armazenamento (90
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dias) propiciou o aumento populacional de ácaros a
partir de ovos que aí se encontravam, mostrando as-
sim a importância de se ter um prazo de validade e
de consumo dos doces (Tabela 3).

Os ácaros foram encontrados em número maior no
21° e 28° dias de observações, enquanto que todas as
amostras foram negativas para ácaros no 1° dia da
análise (Tabela 3), indicando que estavam contamina-
das por ovos e que o armazenamento por um certo
período e em condições ambientais adequadas, permi-
tiu o desenvolvimento dos ovos e a proliferação dos
ácaros. Isso salienta a importância de se incubar uma
amostra por no mínimo 21 dias, em condições ótimas,
para exclusão da hipótese da presença de ácaros.

O período de observação de 28 dias foi baseado
na biologia dos ácaros contaminantes ambientais,
cujo ciclo evolutivo leva 21 a 28 dias para ser com-
pletado-,

As amostras de doce de amendoim mantidas em es-
tufa apresentaram um número médio de ácaros superi-
or ao das mantidas em ambiente (Tabela 3), pois as
condições de temperatura e URA mais favoráveis para
o desenvolvimento dos ácaros foram mantidas cons-
tantes. O mesmo deveria ocorrer para as amostras de
doce de leite, porém, em condições ambientais o
número médio foi superior ao da estufa, podendo ser
devido à composição química do alimento ou aumento

do teor de umidade do doce de leite, com consequente
amolecimento do produto e liberação de líquido no
meio, dificultando o desenvolvimento dos ácaros.

As estações do ano que apresentaram maior per-
centual de amostras positivas para ácaros foram: in-
verno, sendo 34,4% para doce de amendoim e 35,9%
para doce de leite, e verão, 23,8% para doce de amen-
doim e 8,1% para doce de leite (Tabela 4). Supõe-se
que no inverno a positividade deveria ser menor do
que nas outras estações, pois as condições ambientais
de temperatura e umidade não são muito favoráveis
para o crescimento acariano. Tal fato sugere que essas
amostras foram armazenadas por um período de tem-
po maior, e que os ovos remanescentes das demais
estações, favoráveis para a proliferação acariana,
eclodiram e se desenvolveram no inverno.

A presença de ácaros nesses doces sugere mani-
pulação e armazenagem inadequadas, bem como fal-
ta de higiene, configurando, assim, em um problema
de Saúde Pública, visto que esses doces serão consu-
midos "in natura",

Devido à grande presença de ácaros ou de seus
ovos, que eclodiram após incubação, nos doces de leite
e de amendoim em tablete, deve-se tomar medidas pro-
filáticas quanto ao tipo e ao período de armazenamento
desses produtos, para se evitar possíveis prejuízos, tan-
to de ordem médico-sanitária como econômica.
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ABSTRACT: In the períod from January 1992 to January 1993,351 samples of peanut
sweet and 157 samples of milk sweet were analysed to study the mite contamination. This
samples were microscopicalJy analyzed once a week in 28 days at environment temperature,
and in the same way other portion kept in an oven with 25°C and 75% V.R.A.. 18,2% of
peanut swett and 13,5% of milk sweet was contamined with the species: Tyrophagus
putrescentiae (S.), Blattisocius tarsalis (B.), Blomia tropicalis (B.C.O.) and Suidasia
pontifica (O.). The mites were found in larger nurnbers in the 21° and 28° days of analyses
indicating the presence of eggs, which hatched when in good conditions for mite
development. The mite population presented large numbers of positive samples in the winter
and in the summer, deducting that the samples were stored for a long períod, and the eggs
remaining of the others seasons, hatch and development in the winter.

DESCRIPTORS: mites, microscopic detection of mites, bars of milk sweet, bars of
peanut sweet.
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RESUMO: Com objetivo de evidenciar os níveis de chumbo e cádmio foram
analisadas 317 amostras, sendo 61 de fígado e 256 de rins de bovinos por
espectrofotometria de absorção atômica com chama. As amostras procedentes de várias
Unidades da Federação foram oriundas de frigoríficos sob Inspeção Federal. Deste total,
67 amostras apresentaram traços de chumbo (06 no fígado e 61 nos rins) e 187 traços de
cádmio (02 no fígado e 185 nos rins). Somente 02 amostras ultrapassaram os níveis de
ação para cádmio (0,8%). Os dados revelaram que os resíduos de cádmio ocorrem com
maior frequência e se concentram preferentemente no rim. As concentrações médias de
cádmio e chumbo em fígado foram 0,05 ppm e 0,12 ppm e nos rins 0,23 ppm e 0,13
ppm, respectivamente.

DESCRITORES: Metais pesados em fígado e rins de bovinos, elementos traços,
espectrofotometria de absorção atômica com chama.

INTRODUÇÃO

A presença de elementos metálicos nos alimentos
varia amplamente, dependendo de numerosos fatores
associados a condições ambientais, assim como as
práticas tecnológicas e uso indiscriminado de produ-
tos químicos 11.

Os traços destes metais nos mais diversos alimen-
tos têm sido detectados em níveis prejudiciais à
saúde humana, daí a razão da preocupação das auto-
ridades sanitárias em estabelecer teores máximos
para estes elementos+",

Alguns desses elementos metálicos desempenham,
em pequenas concentrações, funções biológicas es-
senciais para o homem, e a sua deficiência acarreta
distúrbios no crescimento e metabolismo 1,2,11.

Outros, como cádmio e o chumbo, apresentam sé-
rios problemas pela sua comprovada toxicidade para o

organismo vivo, ainda que em concentrações baixas,
mas cuja presença nos alimentos deve ser controlada.

Estes elementos são geralmente considerados
contaminantes acidentais e são translocados através
da cadeia alimentar para o homem e animais.

O cádmio é tido como um dos elementos mais
perigosos para alimentação humana, particularmente
pelo seu caráter acumulativo, e a sua presença tende a
aumentar dia a dia em consequência da contaminação
ambiental, pela manipulação e refinação do metal, as-
sim como por seus múltiplos usos industriais em pig-
mentos no processo de cadmiagem galvânica, elabo-
ração de substâncias plásticas vinílicas, fertilizantes,
etc. A sua ocorrência na natureza é na forma de mine-
ral raro, a greenockita (CdS); também acompanha
muitos minérios de zinco com blenda e a calamita.
Contudo, a contaminação ambiental oriunda de
erosões é insignificante, se comparado com as ativi-
dades humanas como fonte de poluição I, 2, 11.

* Farmacêuticos-bioquímicos do Laboratório de Referência Animal - LARAlCAMPINAS - Ministério da Agricultura,
do Abastecimento e da Reforma Agrária - Rodovia Heitor Penteado, Km. 3,5 - Campinas/SP, São PaulolBrasil.
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o cádmio se acumula no homem com a idade,
sendo praticamente inexistente em recém-nascidos e
atingindo cerca de 30 mg aos 50-60 anos. Após a ab-
sorção, concentra-se particularmente nos rins e no
fígado e a sua ação tóxica se deve ao efeito bloquea-
dor sobre agrupamento sulfidrila (-SH) de proteínas,
competindo com os metais essenciais como o zinco
na ação enzimática(1).

o chumbo é um elemento amplamente difundido
na natureza, sendo encontrado em concentrações
mais elevadas que o cádmio.

No organismo humano, o chumbo é eliminado
parcialmente, portanto a contínua ingestão pelo ho-
mem mesmo que em baixas concentrações pode re-
sultar no acúmulo em um nível suficiente para mani-
festar sua ação tóxica, cuja forma mais conhecida, o
"saturnismo", é caracterizada por convulsões, ataxia,
vômitos persistentes e irritabilidade!',

o chumbo se acumula no homem com a idade e
depois de absorvido se distribui, principalmente para
os ossos, fígado, rins e o trato respiratório superior.
Sua toxicidade é atribuída a combinação com os gru-
pamentos sulfidrilas (-SH) de aminoácidos e
proteínas, resultando na inibição de enzimas. Estu-
dos indicam que um dos primeiros sinais de intoxi-
cação por chumbo é a porfinúria 1.

É geralmente aceito que os níveis de contami-
nantes metálicos em alimentos depende das con-
dições naturais (solo, clima, propriedades genéticas
das plantas e animais), da composição química dos
fertilizantes e rações e da poluição ambiental, Por-
tanto, os níveis podem variar de uma região para ou-
tras e consequentemente há necessidade de controle
estrito destes elementos nos alimentos.

Diante disso, a Coordenação Geral de Laboratório
Animal, órgão do Ministério da Agricultura, do Abas-
tecimento e da Reforma Agrária através do Labo-
ratório de Referência Animal tem realizado análises
sistemáticas de cádmio e chumbo, dentre outros con-
taminantes, objetivando o acompanhamento dos
níveis em que ocorrem nos tecidos pesquisados.

o intuito da presente pesquisa é evidenciar os
níveis de cádmio e chumbo no fígado e rins de bovinos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram analisadas 317 unidades amostrais, sendo
61 amostras de fígado e 256 de rins de bovinos, pro-
venientes de estabelecimentos inspecionados pelo
Governo Federal de diversas Unidades da Federação,
durante o período compreendido de janeiro de 1991
a dezembro de 1992.

Do total de 317 amostras em que foram pesquisa-

dos cádmio e chumbo, 153 foram provenientes do Es-
tado de São Paulo, 75 de Goiás, 34 de Minas Gerais,
24 do Mato Grosso do Sul, 12 do Rio Grande do Sul,
7 do Mato Grosso, e os Estados de Paraná, Pará,
Espírito Santo e Tocantins com três amostras cada.

As amostras foram colhidas a partir de um sorteio
dos lotes de animais abatidos no dia da coleta, de
forma aleatória. Foram constituídas de aproximada-
mente 500 (quinhentos) gramas de fígado e rins. Em
seguida foram embaladas, congeladas e acondiciona-
das em caixas de isopor contendo solução refrige-
rante, lacradas e encaminhadas ao laboratório, devi-
damente identificadas.

No laboratório, as amostras foram cortadas em
cubos e trituradas no liquidificador, formando uma
massa homogênea. A razão de se analisar preferente-
mente amostras de rim baseia-se na probabilidade de
traços de metais serem encontrados em maiores con-
centrações.

As amostras assim preparadas foram analisadas
segundo "Métodos de Análise de Resíduos
Biológicos em Produtos de Origem Animal" que é o
mesmo adotado pelo Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos6•9•

O método consiste na destruição da matéria
orgânica com auxílio de nitrato de magnésio e poste-
rior tratamento em forno mufla a alta temperatura. A
cinza é dissolvida em meio clorídrico e a solução ob-
tida é analisada por espectrofotometria de absorção
atômica.

O equipamento utilizado foi o espectrofotômetro
de absorção atômica "Perkin-Elmer", modelo 2380,
dotado de queimador de fenda única para ar-
acetileno e as condições instrumentais foram: para
chumbo, comprimento de onda - 283.3 nm; fenda -
0,7 nm; fonte - lâmpada de descarga de chumbo e
para cádmio, comprimento de onda - 228.8 nm; fen-
da - 0,7 nm e fonte: lâmpada de descarga de cádmio.

Foram preparadas soluções padrões de chumbo e
cádmio nas concentrações de 1,00/2,00/4,00 ppm e
0,50/1 ,0012,00 ppm respectivamente. Posteriormente
foram efetuadas as leituras das absorbâncias das
soluções padrões e valores calculados por compa-
ração das leituras das soluções das amostras em
relação à curva padrão.

Paralelamente a cada grupo de amostras foram
efetuadas as fortificações com soluções padrões de
chumbo e cádmio e as recuperações oscilaram de 92
à 105% (para chumbo) e 91 à 110% (para cádmio) e
os limites de detecção foram de 0,20 e 0,10 ppm res-
pectivamente.

O Programa Nacional de Controle de Resíduos
Biológicos em Carnes estabelece os seguintes níveis

17



ARANHA, S.; NISHIKAWA, A.M.; TAKA, T.; SALIONI, E.M.C. - Níveis de cádmio e chumbo em fígado e rins de
bovinos. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 54(1): 16-20, 1994.

de ação em fígado e rim de bovinos: 1,00 ppm para
cádmio e 2,00 ppm para chumbos. Os níveis de ação
aqui abordados correspondem aos mesmos conceitos
de limite de tolerância.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Do total de 317 amostras analisadas, sendo 61 de
fígado e 256 de rins de bovinos, 67 amostras apre-
sentaram resíduos de chumbo (06 no fígado e 61 nos
rins) e 189 resíduos de cádmio (04 no fígado e 185
nos rins). (TABELAS 1,2,3,4,5).

TABELA 1

Frequência de traços de chumbo em fígado de bovinos
provenientes de estabelecimento inspecionados, segundo a

Unidade da Federação de origem, 1992.

Unidade da N° Amostras Com resíduo Acima níveis
federação de ação

N° % N° %

São Paulo 23 04 17,4 z z
Goiás 17 01 5,9 z z
Minas Gerais 10 z z z z
Mato Grosso do Sul 05 01 20,0 z z
Rio Grande do Sul 02 z z z z
Mato Grosso 01 z z z z
Pará 01 z z z z
Espírito Santo 01 z z z z

TABELA 2

Frequência de traços de chumbo em fígado de bovinos
provenientes de estabelecimento inspecionados, segundo a

Unidade da Federação de origem, 1992.

Unidade da N° Amostras Com resíduo Acima níveis
federação de ação

N° % N° %

São Paulo 130 33 25,4 z z
Goiás 58 11 19,0 z z
Minas Gerais 24 07 29,2 z z
Mato Grosso do Sul 19 05 26,3 z z
Rio Grande do Sul 10 z z z z
Mato Grosso 06 02 33,3 z z
Tocantins 03 O 33,3
Pará 02 z z z z
Paraná 02 z z
Espírito Santo 02 02 100,0 z z

Levando-se em consideração o nível de ação de
acordo com o Programa Nacional de Controle de
Resíduos Biológicos em Carnes, 02 unidades amos-
trais ultrapassaram os limites previstos para o cádmio
no rim, perfazendo 0,8%. (TABELA 5).
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TABELA 3

Frequência de traços de chumbo em fígado de bovinos
provenientes de estabelecimento inspecionados, segundo a

Unidade da Federação de origem, 1992.

Unidade da N° Amostras
federação

Com resíduo Acima níveis
de ação
N° %N° %

São Paulo 23 02 8,7 z z
Goiás 17 z z z z
Minas Gerais 10 z z z z
Mato Grosso do Sul 05 z z z z
Rio Grande do Sul 02 01 50,0 z z
Espírito Santo 01 z z z z
Mato Grosso 01 z z z z
Pará 01 01 100,0 z z
Paraná 01 z z z z

TABELA 4

Frequência de traços de chumbo em fígado de bovinos pro-
venientes de estabelecimento inspecionados, segundo a

Unidade da Federação de origem, 1992.

Unidade da N° Amostras Com resíduo Acima níveis
federação de ação

N° % N° %

São Paulo 130 101 77,7 z z
Goiás 58 40 69,0 z z
Minas Gerais 24 16 66,7 z z
Mato Grosso do Sul 19 12 63,1 z z
Rio Grande do Sul 10 09 90,0 z z
Mato Grosso 01 02 33,0 z z
Tocantins 03 02 66,7 z z
Espírito Santo 02 01 50,0 z z
Pará 02 01 50,0 z z
Paraná 02 01 50,0 z z

TABELA 5

Frequência de traços de chumbo e cádmio em amostras
de fígado e rins de bovinos, segundo o elemento

pesquisado, 1992.

Elemento Tecido N° de Com resíduo Ac. níveis
amostras de ação

N° % N° %

fígado 61 06 9,8 z z
chumbo

rim 256 61 23,8 z z
fígado 61 04 6,5 z z

cádmio
rim 256 185 72,3 02 0,8

Nos rins foram detectados traços de cádmio em
185 (72,3%) amostras e em 61 (23,8%) de chumbo.
No fígado, a frequência foi inferior, ocorrendo em 06
(9,8%) das amostras analisadas para o chumbo e em
04(6,5) amostras para cádmio.
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TABELA 6

Concentrações de cádmio e chumboem fígadoe rins debovi-
nosemppm, segundooelemento pesquisado, 1992.

Elemento Tecido N° de Com resíduo
fígado

Intervalo média Intervalo

Ac. níveis
rim
média

chumbo
cádmio

ND - 0.13 0.05
ND - 0.70 0.12

ND - 1.59 0.23
ND - 1.06 0.15

Considerando a Unidade da Federação de origem,
os Estados de São Paulo e Goiás foram os que apre-
sentaram teor de cádmio acima dos níveis de ação,
com uma amostra cada. (TABELA 4). Estes níveis
foram de 1,59 ppm e 1,43 ppm respectivamente.

Tratando-se do limite de detecção, em 57 unidades
amostrais de fígado e 196 de rins foram detectados
traços de chumbo e em 59 amostras de fígado e 71 de
rim, não foram encontrados o elemento cádmio.

As concentrações médias de cádmio detectadas no
fígado foi de 0,05 ppm e 0,23 ppm no rim. Para o chum-
bo os níveis médios foram da ordem de 0,12 ppm no
fígado eO,15 ppm no rim. Estes valores foram calcula-
dos baseando-se que amostras com resíduos não de-
tectáveis apresentaram 50% do limite de detecção.

TOLEDO et alii", analisando 161 amostras de
peixes e outras espécies marinhas coletados no
Estuário de Santos, Baía de Todos os Santos, verifi-
caram que 90% apresentaram teor de cádmio abaixo
de 0,03 mg/Kg e em 31 amostras não foram detecta-
dos traços desse elemento.

VERMA et alii 10 examinando 400 amostras de
produtos cárneo enlatados, verificam a presença de
chumbo em concentrações inferiores a 2,5 ppm em
todas as amostras. Nossos estudos também indica-
ram que nenhuma amostra ultrapassou o referido
teor e nem o nível de ação recomendado pelo Progra-
ma Nacional de Controle de Resíduos Biológicos,
que prevê no máximo 2,00 ppm para chumbo.

Pesquisa realizada por LARA et alii4, que se an-
alisaram 71 amostras de alimentos infantis com-
preendendo sucos, frutas, cremes, frutas em con-
serva, pudins, sopas etc., na cidade de São Paulo,
constatou níveis de chumbo que variaram de 0,02
mg/kg a 0,37 mglkg e nonagésimo percentil de 0,20
mg/kg.

Em estudo realizaso por CANTONI et alii-, em 468
amostras de alimentos de origem animal compreenden-
do pescado, carne fresca de bovino, suino, queijo, ior-
gurtes, produtos de salsicharia, etc., o teor de cádmio
oscilou de 0,01 à 1,34 ppm, sendo este encontrado em
um produto de salsicharia. Analisando nossos dados,

verificamos a mesma tendência, sendo que somente
duas amostras ultrapassaram os níveis de ação.

YBANEZ et alii 11 pesquisaram resíduos de
cádmio e chumbo em produtos cárneos cozidos do
mercado espanhol, como presunto cozido, fiambre,
salsicha, mortadela e pasta de fígado e verificaram
que as concentrações médias de cádmio foram inferi-
ores a 0,05 ppm, com valores ligeiramente superi-
ores para presunto cozido. Com relação ao chumbo,
as concentrações médias são inferiores a 0,5 ppm em
todos os produtos analisados, excetuando a pasta de
fígado. Os dados fornecidos pelo nosso trabalho re-
velaram concentrações médias de 0,05 ppm e 0,23
ppm para cádmio no fígado e no rim respectiva-
mente. Para chumbo, a nossa pesquisa mostra a mes-
ma tendência.

FLANJAK & LEE3, analisando amostras de
fígado e rins de bovinos oriundos de oito diferentes
locais de New South Wales, verificaram que a média
da concentração de cádmio foi de 0,08 ppm (ND -
0.80) e para chumbo 0,14 ppm (ND - 0,85). Nossa
pesquisa indica níveis ligeiramente superiores quan-
do consideramos o intervalo de variação.

SALISBURY et alii? analisando resíduos de 7
elementos dentre os quais cádmio e chumbo em
fígado e rim de 5 espécies animais no período de
1982 e 1989 no Canadá, verificaram que resíduos de
cádmio em aproximadamente 10% dos rins de bovi-
nos foram detectados em concentrações superiores a
2 ppm; entretanto, em 70% das amostras foram de-
tectados resíduos deste elemento. Comparando os
dados obtidos na nossa pesquisa, nota-se uma dife-
rença significativa quanto ao número de amostras em
que resíduos de cádmio e chumbo foram detectados,
que poderá ser atribuída ao nível de detecção do
equipamento utilizado naquele pesquisa um vez que
os limites de detecção do presente trabalho foram de
0,10 ppm para cádmio e 0,20 ppm para chumbo. O
nosso estudo apresenta menor número de amostras
que ultrapassaram o nível de ação para cádmio e em
nenhuma amostra os limites se excederam para
chumbo.

CONCLUSÕES

Baseando-se nos resultados das análises efetua-
das, conclui-se:

1. Traços de chumbo e cádmio apresentam maior
incidência no rim do que no fígado;

2. Traços de cádmio ocorrem com maior frequên-
cia nos dois órgãos analisados se comparado com o
chumbo;

3. Somente duas amostras de rim apresentaram
resíduos de cádmio acima dos níveis de ação pro-
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posto pelo Programa Nacional de Controle de
Resíduos Biológicos em carnes;

4. O percentual de amostras que ultrapassaram os
limites previstos é muito reduzido e parece-nos não
constituir problema do ponto de vista de saúde
pública na espécie analisada.
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ABSTRACT: Results for the levels of lead and cadmium determined by atomic
absorption spectrophometry, in the Iivers and kidneys of 317 cattle from several States of
Brazil are presented. The samples were coUectedin slaughterhouses by Federal Govemment.
In 67 samples were found lead (06 in Iiver, 61 in kidneys) and for cadmium in 187 samples
(02 in Iiver, 185 in kidneys). Only two samples (0,8%) were detected levels of cadmium
above the action leveI. The mean for cadmium and lead in Iivers, in ppm were: 0.05 and 0.12
and in kidneys 0.23 and 0.15, respectively. The results showed that trace of cadmium occur
with more frequency and highest concentration in the kidneys.

DESCRIPTORS: Heavy metaIs in Iiver and kidneys of cattle, trace metaIs, atomic
absorption spectrophotometry.
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RESUMO: Foi avaliada, no período de um ano, a interação entre os ácidos graxos do
6leo de sardinha (Sardinha pilchardus) e do 6leo de cobertura (soja), em conservas de
sardinha em 6leo vegetal, especialmente elaborada. Os ácidos graxos foram determinados a
partir de seus ésteres metílicos, segundo as "Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz"
(1985), por cromatografia em fase gasosa, sendo separados em coluna capilar de sílica
fundida de 25m, Carbowax 20M. Observou-se que, imediatamente ap6s o enlatamento da
sardinha com 6leo de soja, houve um intercâmbio lipídico e predominância da composição
do 6leo de soja no perfil de ácidos graxos do 6leo extraído das sardinhas. Apesar da grande
variedade de ácidos graxos prsentes no 6leo das sardinhas frescas (matéria-prima), isto é, de
C14:0 a C22:6 foram encontradas quantidades muito pequenas dos ácidos característicos,
como C20:5 (eicosapentaen6ico, EPA) e C22:6 (docosahexaen6ico, DHA), ap6s um ano do
enlatamento, no 6leo extraído das sardinhas. Ap6s o citado período, os ácidos graxos
encontrados em maior proporção, tanto no 6leo de cobertura como no extraído daquele peixe,
foram C16:0 e C18:2, todos característicos do 6leo de soja, e pequenos teores de ácidos
graxos do 6leo de sardinha. Verificou-se uma maior facilidade de migração do EPA do que
do DHA, do 6leo de sardinha para o de cobertura. Os resultados obtidos mostraram que para
os diferentes produtos, ou seja, sardinha fresca e sardinha em 6leo comestível, existiu grande
diferença no balanço dos ácidos graxos da série ômega-ô, especialmente C18:2, e ômega-3,
principalmente EPA e DHA, importante do ponto-de-vista nutricional.

DESCRITORES: sradinhas enlatadas; 6leo de cobertura; composição em ácidos graxos,
modificação na, interação, estocagem.

INTRODUÇÃO possibilitando seu armazenamento por um longo
período. Enquanto que o pescado fresco é um produ-
to altamente perecível, com uma vida-de-prateleira
de 5 a 15 dias, sob refrigeração, as conservas podem
ser estocadas a temperatura ambiente por um período
mínimo de 2 anos",

O pescado é um alimento de grande valor nutri-
cional, apresentando em sua composição química
proteínas de alta qualidade, lipídios, vitaminas e sais
minerais?

Além do consumo no estado fresco, o pescado
pode ser consumido ainda na forma de conservas,

Entre as conservas de pescado, destacam-se as de
sardinhas em óleo, visto ser esta espécie disponível du-

* Realizado na Seção de Óleos, Gorduras e Condimentos e no Laborat6rio da Divisão de Bromatologia e Química do
Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP, e na Seção de Pescados e Recursos Marinhos do Instituto de Tecnologia de Ali-
mentos, Guarujá, SP. Apresentado no Encontro Nacional de Analistas de Alimentos, 8°, Porto alegre, RS, 1993.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
*** Do Instituto de Tecnologia de Alimentos.
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rante todas as épocas do ano e amais comercializada, no
Brasil, no maior entreposto terminal (CEAGESP)2,15,
Por razões econômicas, emprega-se, em nosso país, o
óleo de soja, predominantemente, nas referidas conser-
vas, Ressalta-se que, a indústria de conservas de sardi-
nha tem se constituído num importante segmento da
indústria brasileira de alimentos processados".

Nos lipídios de pescado, destaca-se a presença de
ácidos graxos polinsaturados, principalmente o ei-
cosapentaenóico (EPA) e o docosahexaenóico
(DHA), da série ômega-3, referidos como produtores
de efeitos benéficos ao organismo humano1,14,19. O
consumo destes ácidos resulta num decréscimo nos
níveis de triacilglicerol e colesterol séricos, em con-
traste com os da série ômega-6, que baixam apenas o
colesterol séríco", Nesta última série destaca-se o
ácido Iinoléico, ácido graxo essencial, presente em
grande proporção no óleo de soja.

No caso das sardinhas em óleo comestível, a lite-
ratura reporta a ocorrência de migração dos ácidos
graxos entre a gordura do pescado e o óleo de cober-
tura6,8,12,13,o qual nem sempre é ingerido totalmente
pelo consumidor, podendo, assim, haver dese-
quilíbrio na relação dos ácidos ômega-3 e ômega-6,
em prejuízo da saúde do mesmo'J-'".

Este trabalho teve como objetivo o estudo sobre a
interação dos ácidos graxos entre o peixe e o óleo de
cobertura, no período de um ano, de sardinhas enla-
tadas em óleo de soja.

MATERIAL E MÉTODOS

Material

Para a elaboração das amostras das sardinhas em
óleo de soja, foram utilizadas sardinhas (Sardinha pil-
chardus), adquiridas junto a uma indústria de conser-
vas de pescado, localizada na cidade de Santos (SP).
Procediam de um único lote, tendo sido capturadas em
águas do mar do Saara, Marrocos, por barco russo. As
sardinhas congeladas, em blocos de 10 kg, foram
acondicionadas a bordo em caixas de papelão (30kg).

O sal não iodado e o óleo de soja refinado foram
adquiridos no comércio local.

Para o enlatamento, foram empregadas latas retan-
gulares de chapa cromada, com capacidade para 130
gramas do produto (peso líquido) e revesti das interna-
mente com uma camada de verniz epóxi-fenólico.

MÉTODOS
Processamento

As conservas de pescado (sardinhas em óleo de
soja) foram elaboradas conforme processo industrial
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convencional de esterilização e enlatarnento'", Para
tanto o descongelamento foi procedido mantendo-se
o pescado em câmara a O°C, durante a noite, aproxi-
madamente 12 horas, após o que as sardinhas foram
processadas.

Determinação de lipídios

Na sardinha fresca, foi determinado o teor de
Iipídios pelo método de Bligh & Dyer'',

Determinação dos ácidos graxos

Para a realização das análises nas conservas, as
sardinhas foram separadas do óleo de cobertura, logo
após a abertura das latas, através de filtração, deixan-
do-se escorrer o óleo por cerca de 30 minutos.

Após o procedimento acima descrito, os Iipídios
das sardinhas foram extraídos conforme o método de
Stansby & Lemon(l6), com as seguintes modificações:
pesar cerca de 40g de sardinha, transferir para um fras-
co Erlenmeyer de 500 ml e adicionar 50g de sulfato de
sódio anidro e 200 ml de éter etílico, Agitar por 60 mi-
nutos. Decantar e filtrar para um balão de fundo chato
de 300 ml, com boca esmerilhada. Evaporar o filtrado
num evaporador rotativo e filtrar, obtendo-se o óleo
para execução das análises dos ácidos graxos.

Para a determinação do perfil de ácidos graxos do
óleo de cobertura e do óleo extraído das sardinhas, foi
feita metilação e análise dos ésteres metílicos, segundo
as técnicas descritas nas "Normas Analíticas do Insti-
tuto Adolfo Lutz"(lO), foi usado um cromatógrafo a
gás, com detector de ionização de chama, acoplado a
um integrador. Os componentes foram separados em
coluna capilar de sílica fundida Carbowax 20M, de 25
metros. Foram observadas as seguintes temperaturas
de operação: injetor, 260°C; detector, 260°C, coluna,
programada de 150 a 260°C,

Para a identificação dos ácidos graxos utilizou-sede
padrões de ésteres metílicos dos ácidos graxos puros,
além de um padrão qualitativo de mistura de ésteres
metílicos dos ácidos graxos polinsaturados "PUFA-l
SUPELCO" , de origem marinha, especialmente para a
identificação dos ácidos C20:5 (EPA) e C22:6 (DHA).

A quantificação dos ácidos graxos foi feita por
normalização de área.

As determinações acima citadas foram realizadas
também na sardinha fresca eviscerada e descabeçada,
empregada no processamento da conserva, e nas sar-
dinhas em óleo já enlatadas, antes da esterilização.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As tabelas 1A e 1B apresenta a composição de
ácidos graxos para o óleo extraído da sardinha fresca
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TABELA IA

Composição em ácidos graxos do óleo de sardinha fresca e do óleo de soja refinado, antes do processamento da conserva e
até 7 dias após o enlatamento (% do total de ácidos graxas)

Ácidos graxos 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 10
SFED OSR OSNP OSE OSRC OSE OSR OSE OSRC OSE OSRC

Amostra N° 1°dia 1°dia 2° dia 2° dia 4° dia 4° dia 7° dia 7° dia

C 14:0 8,4 2,1 4,5 2,8 4,2 0,7 3,9 0,8
C 16:0 19,1 11,6 13,9 16,3 12,0 14,3 12,4 16,7 12,2 14,8 12,0
C 16:1 10,1 2,5 4,7 3,6 4,5 0,9 4,6 0,9
N.I 1,0
N.I 1,5 0,5 0,7
C 17:0 1,6 0,5 0,7 0,8
N.I. 2,9 0,6 1,1 0,7 1,2 1,2
C18:0 2,6 2,8 3,2 3,4 2,7 3,0 2,7 3,3 2,7 3,2 3,5
C 18:1 7,9 22,1 19,8 18,2 21,5 19,3 20,9 18,4 21,9 17,8 23,5
C 18:2W-6 1,6 54,2 36,9 31,7 54,9 38,0 54,9 30,5 53,2 33,4 50,7
C 18:3W-3 3,7 7,5 4,7 4,8 7,1 4,8 7,5 5,0 7,0 5,9 6,0
C20:1 0,9 0,9 0,6 0,8 0,5
C 20:4 W-6 2,0 0,5
C20:5W-3 19,7 4,6 6,6 5,5 8,0 1,2 9,2 1,5
NJ. 0,9 0,6 0,6 0,5
C22:5W-3 2,8 1,7 2,7 0,7 0,6 0,9 1,0 1,1
C 22-6 W-3 10,3 3,8 3,7 3,0 5,3 3,3

NJ. não identificado
SFED sardinha fresca eviscerada e descabeçada
OSR óleo de soja refinado
OSNP óleo de sardinha não processada térmicamente
OSE óleo de sardinha enlatada
OSRC óleo de soja refinado (cobertura)
W-6 ómega-6
W-3 ómega-3

eviscerada e descabeçada (n°1), para o óleo de soja
refinado (óleo de cobertura) (n02) e para os óleos de
sardinha e de cobertura, por diferentes períodos após
o enlatamento (n? 3 a 23).

Observou-se que o óleo de sardinha fresca apre-
sentou uma grande quantidade de ácidos graxos, va-
riando de C14:0 a C22:6, onde os principais foram
C14:0 (mirístico), C16:0 (palmítico), C16:1 (palmi-
toléico), C18:l (oléico), C20:5 (eicosapentaenóico,
EPA) e C22:6 (docosahexaenóico, DHA). Muitos
dos ácidos encontrados foram polinsaturados, espe-
cialmente C:20:5 (19,7%) e C22:6 (10,3%), enquan-
to que o óleo de soja refinado apresentou 5 ácidos
principais, com proporções consideráveis de CI8:2,
linoléico (54,2%) e CI8:! oléico (22,1%). No óleo
de sardinha, estes ácidos apresentaram teores me-
nores, isto é, ác. oléico, 7,9% e ac. linoléico 1,6%,
conforme pode ser verificado na tabela IA e IB.

A amostra de n03 refere-se ao óleo extraído da
sardinha, logo após o enlatamento em óleo de soja,
antes da esterilização. Observou-se, já nesta amos-
tra, uma alteração considerável nas proporções rela-
tivas dos ácidos graxos. Houve um aumento apre-
ciável dos ácidos CI8:1 (36,9%) e C18:2 (19,8%) e
uma diminuição de C20:5 (4,6%) e C22:6 (3,8%),

além de uma diminuição de C14:0 e CI6:I, pre-
sentes em quantidades expressivas na sardinha fres-
ca, e não encontrado no óleo de soja usado como
óleo de cobertura.

A observação acima mostra a rápida migração do
óleo de cobertura para a sardinha e mistura dos
óleos, ou melhor, ocorreu um intercâmbio que, se-
gundo PALLES e colaboradores'", tem sua intensi-
dade influenciada pela quantidade de óleo de cober-
tura e da sardinha. Com relação aos ácidos graxos
presentes em quantidades menores, apesar da boa se-
paração através da coluna capilar, alguns ácidos não
foram identificados por falta de padrões adequados,
como está indicado na tabela IA e lB. A separação
dos ácidos graxos e a ordem de eluição destes de-
pende das condições cromatográficas empregadas,
especialmente das fases estacíonãrías'ê.

No óleo de sardinha não processada térmica-
mente, mas já com óleo de cobertura (n° 3), os
ácidos graxos minoritários, presentes no óleo da sar-
dinha fresca, não foram detectados ou apresentaram
porcentagens ainda menores.

De acordo com a tabela IA e IB, o óleo extraído
da sardinha, após determinados períodos de enlata-
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TABELA 1B

Composição em ácidos graxos do óleo de sardinha fresca e do óleo de soja refinado, entre 30 e 360 dias após o enlatamento
(% do total de ácidos graxos)

Ácidos 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 22
graxos OSE OSRC OSE OSRC OSE OSRC OSE OSRC OSE OSRC OSE OSE

Amostra N° 30" dia 300 dia 120"dia 150"dia 1800 dia 180"dia 270" dia 2700 dia 330"dia 330"dia 3600 dia 360" dia

C 14:0 3,6 3,5 1,0 3,0 0,8 3,6 1,4 2,5 1,0 2,2 2,2
C 16:0 15,7 11,7 17,4 13,7 14,5 12,8 14,9 12,5 15,9 13,5 15,1 15,1
C 16:1 3,9 4,7 1,2 3,2 1,1 3,8 1,5 3,2 1,5 2,9 2,9
N.I
N.I 0,6 0,7 0,6 0,6
C 17:0 0,6 0,7 0,4
N.!. 1,2 1,3 0,5 0,9 0,5
C18:0 3,2 0,6 3,3 3,0 3,3 3,2 3,0 2,8 3,6 3,2 3,1 3,1
C 18:1 18,0 21,2 17,2 24,6 18,9 21,8 19,3 20,5 21,1 23,7 22,7 22,7
C 18:2W-6 35,1 54,3 33,8 45,6 37,8 51,7 33,5 47,5 41,9 48,6 51,0 51,0
C 18:3W-3 6,3 7,5 6,1 6,5 7,3 6,9 5,2 8,0 4,6 5,3 6,0 6,0
C20:1 0,5 1,6 1,5 1,5 0,4 2,0 1,5 0,7 0,5 0,7 0,7
C 20:4 W-6 0,5 0,6 0,5 0,9 0,6
C 20:5 W-3 6,6 0,5 7,1 1,4 5,6 1,3 6,4 2,3 3,8 1,0 1,2 1,2
N.!. 1,2 0,7 1,1 0,4 0,9 0,8
C22:5W-3 0,7 0,9 0,8
C 22-6 W-3 3,2 3,7 2,4 0,4 4,2 0,7 1,4

N.!. não identificado
OSE óleo de sardinha enlatada
OSRC óleo de soja refinado (cobertura)
W-6 ómega-6
W-3 ómega-3

mento, mostrou a tendência em apresentar um perfil
de ácidos graxos semelhantes ao do óleo de soja no
produto final (conserva de sardinha), em quantidades
maiores do que o óleo da própria sardinha. Aliás, a
sardinha é um peixe que pode apresentar um teor de
lipídios de 1 a 20%, dependendo de diversos fatores,
como variações sazonais, riqueza planctônica, entre
outros'", No presente trabalho, a sardinha marroqui-
na estudada continha 15,0% de lipídios. Consideran-
do que o produto final apresentava, em média, 100g
de sardinha e 35 g de óleo de cobertura, este, portan-
to, estava presente em proporção aproximadamente
duas vezes maior ao óleo de sardinha.

Assim sendo, após um ano de enlatamento, o óleo
extraído da sardinha apresentou uma composição de
ácidos graxos com a predotninância de C18:1 e
CI8:2, com pequenas proporções dos ácidos EPA e
DHA, se comparado ao óleo de sardinha original
(amostra n° 1).

Com relação ao óleo de cobertura, após o 4° dia
do enlatamento, notou-se a migração do ácido
C20:5 (amostra n? 9), que foi detectado em todas as
amostras do óleo posteriormente analisadas. No
caso do DHA, só depois de 280 dias do enlatamento
da conserva é que foi observada a sua presença no
óleo de cobertura, porém, em quantidades muito pe-
quenas, indicando uma maior facilidade de mi-
gração do ácido C20:5 (EPA) , como o observado
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por FOGERTY & SVORONOS em trabalho seme-
lhante", Constatou-se também a presença dos com-
ponentes minoritários nos ácidos graxos do óleo de
sardinha após o 7° dia do enlatamento.

As últimas amostras do óleo de sardinha (n020 e
22) e de óleo de cobertura (n? 21 e 23) analisadas, ou
seja, após 330 e 360 dias do enlatamento, respectiva-
mente, apresentaram composição em ácidos graxos
bastante semelhantes, onde o óleo de cobertura e o
extraído da sardinha mostraram composição predo-
tninante de óleo de soja, com alguns ácidos graxos
próprios do óleo de sardinha, em pequena proporção
(CI4:0, CI6:1, C20:4 e C20:5).

Os dados obtidos revelaram que houve grande
variação no balanço dos ácidos graxos das séries
ômega-6 (W-6), principalmente o linoléico, e
ômega-3 (W-3), especialmente EPA e DHA, da
sardinha fresca para a conserva de sardinha em
óleo vegetal (óleos de sardinha e de cobertura),
fato esse importante do ponto-de-vista nutricio-
naI5,9,11. A razão entre as séries de ácidos graxos
W-3/W-6 para as diversas espécies de peixes pode
variar de aproximadamente 5 a 1415, sendo que
existem evidências que o balanço ótimo destas
duas famílias de ácidos graxos deva ser ao redor
de 5 para que ocorra a devida metabolização do
colesterol'", No caso do óleo de soja este balanço
é bastante inferior a 5.
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CONCLUSÕES

O óleo de sardinha fresca apresentou uma grande
variedade de ácidos graxos, de C14:0 a C22:6, com
destaque para os da série ômega-3, C20:5 eicosapen-
taenóico (EPA) e C22:6 docosahexahenóico (DHA).

O óleo de soja apresentou predominância em sua
composição do ácido graxo linoléico (C18:2), da sé-
rie ômega-6.

Observou-se uma rápida migração do óleo de co-

bertura para a sardinha, após o enlatamento, e predo-
minância do perfil de ácidos graxos do óleo de soja
no produto resultante.

Assim, houve grande vanaçao na razão dos
ácidos graxos das séries ômega-3 e ômega-6 (W-3/
W-6), balanço importante do ponto-de-vista nutri-
cional, para os diferentes alimentos, isto é, sardinha
fresca e conserva de sardinha em óleo de soja. Da
sardinha fresca para a conserva houve diminuição da
razão W-3/W-6, o que pode ser prejudicial em ter-
mos de qualidade lipídica nutricional.
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comestible oil. Part lI. Study of interation between fish's fathyacids and covering oil.
Rev.lnst. Adolfo Lutz, 54(1): 21-6,1994.

ABSTRACT: Interaction between the fatty acids of the sardine (Sardina pilchardus) oil
and of the covering oil from canned sardines specilly elaborated with soybean oil, was
studied for one year. Composition in fatty acids have been determined by gas-liquid
chromatography, on a Carbowax 20 M fused silica capillary column. Just after the canning
with soybean oil, it observed a Iipidic interchange and predominance of the soybean oil fatty
acids composition on the oil extracted from the sardines. In spite of the great variety of fatty
acids presents in lhe oil from the fresh sardines (raw material), from C14:0 to C22:6, very
small amounts of characteristics acids were found, such as C20:5 (eicosapentaenoic, EPA)
and C22:6 (docosahexaenoic, DHA), in the oil extracted from sardínes, one year after
canning. At the close of that period, the fatty acids found.in the greatest proportion, as in the
covering oil as in the oil extratecd from that fish, were C16:0 and C18:2, both characteristics
of the soybean oil, and small contents of fatty acids of the sardine oil. EPA presented higher
facility of migration than DHA, from the sardine oil to the covering oil. The experimental
results showed, for the different products (fresh sardines and canned sardines in vegetable
oil), a big difference on lhe ratio of the ômega-6 fatty acids, especially CI8:2, and ômega-3,
principally EPA and DHA, that is important of the nutritional point of view.

DESCRIPTORS: Canned sardines; covering oil; fatty acids composition, modification
in, interaction, storage.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1. ACKAMN, R.G. & McLEOD, C. - Totallipids and nu-
tritionally importanty fatty acids of some Nova Sco-
tia fish and shellfish products. Cano Inst. Food Sei.
Technol. 21 (4):390-8, 1988.

2. ANDRADE, M.O. de. - Fish overview in Brazil. Boi.
SBCTA. 23 (3/4):169-78,1989.

3. BLIGH, E.G. & DYER, W.J. - A rapid method of total
lipid extraction and purification. Cano J. Biochem.
Physiol., 37(8):911-7, 1959.

4. CABRAL, A.C.D. & FERNANDES, M.H.C. - As-
pectos gerais sobre a vida-de-prateleira de produ-
tos alimentícios. BoI. /TAL. 17 (4):371-439, out/
dez. 1980.

5. FORGERTY, A.C. Dietary fatty acids and blood Iipids.
Food. Res. Q., 49 (3/4):36-45,1989.

6. FOGERTY, A.C. & SVORONOS, D. -- Fatty acids in
cannedfish. CSIROFoodRes.Q .47:12-21,1987.

7. GARCIA-ARIAS, M.T.: CASTRILLON, A.M. & NA-
VARRO, M.P. - Modificaciones en Ia grasa del atun
blanco (Thunnus alalunga) debidas a Ia fabricacion
y almacenamiento de su conserva. Grasas y Aceites,
42 (3):179-86, 1991.

8. HALE,M.B.&BROWN,T. -Fatty acids and lipid classes
of three underutilized species and changes due to can-
ning. Marine Fishers Review, 45 (4/6):45-8,1983.

9. HEARN, T.L.; SGOUTAS, S.A.; HEARN, J.A. &
SGOUTAS, D.S. - Polynsaturated fatty acids and fat
in fish flesh for selecting species for health benefits.
J.Food Sei. 52 (5):1209-11,1987.

10. INSTITUTO ADOLFO LUTZ, São Paulo - Normas
Analíticas do Instituto Adolfo Lutz. 3"ed. São Paulo.
IAL, 1985, v,1.,p.245-66, 274-7.

25



BADOLATO, E.S.G.; AUED-PlMENTEL, s.; TAVARES, M.; MORAES, C. - Sardinhas em óleo comestível. Parte lI.
Estudo da interação entre os ácidos graxos do peixe e do óleo de cobertura. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 54(1): 21-6, 1994.

11.MINAZZI-RODRIGUES, R.S. & PENTEADO, M. de
V.C. - Importância dos óleos de peixe em nutrição e
fisiologia humana. Cad. Nutr. 3:41-97, 1991.

12.PALLES, C.V.; HELLIN, L.C. & MIRANDA, M.P.G.-
Contribucion aI studio de Ia grasa se sardinas deImer-
cado espanol y deI aceite de cobertura de sus conser-
vas. I Composicion en acidos graxos de Ia sardina en
conserva. Ana!. Bromato!. 35(2):263-85, 1983.

13.PALLES, C.V. HELLIN, r.c. & MIRANDA,
M.P.G. - Contribucion al esttudio de Ia grasa de
sardinas deI mercado espanol y dei aceite de co-
bertura de sus conservas. lI. Composicion en aci-
dos grasos deI aceite de cobertura. Anal. Broma-
tol., 36 (1):165-84, 1984.

14. POURCHET-CAMPOS M.A. - Os lipídios na alimen-
tação: uma benção e um desafio. (Apresentado ao V
Encontro Nacional de Analistas de Alimentos -
ENAAL), Salvador, BA, 1989.

15. SILVA, S.M.C.S. - Efeito do processamento sobre
ácidos graxos polinsaturados da fração lipidica de

26

duas espécies de peixes. São Paulo, 1992, 135 p.
Tese-Mestrado-Faculdade de Ciências Farmacêuti-
cas da USP.

16. STANSBY, M.E. & LEMON, J.M. -- Quantitative de-
termination of oi! in fish flesh. Ind. Eng. Chem, 9
(7):341-3,1937.

17. SUGANO,M. & LEE, J.H. - Nutritional and physiolog-
ical significance of lipids. 1. Dispersion Sei. Tech-
nol., 10 (4/5): 643-65, 1989.

18.VITALI, A.A.; TEIXEIRA NETO, R.O.; JARDIM,
D.C.P., GONÇALVES, J.R. & MORELLI, W.S. -
Otimização do processo de esterilização de sardinha
em óleo comestível enlatada. BoI. ITAL. 23(1):127-
40,janlmar.1986.

19.WANG, Y.J.; MULLER, L.A.; PERREN, M. &
ADDIS, P.B. - Omega-3 fatty acids in Lake Superior
fish. J. Food Sei., 55 (1):71-3,76,1990.

Recebido para publicação: 28.09.1993.



Rev. Inst. Adolfo Lutz;
54(1): 27-35, 1994.

COMPOSIÇÃO CENTESIMAL, DE ÁCIDOS GRAXOS E VALOR CALÓRICO DE CINCO
ESPÉCIES DE PEIXES MARINHOS NAS DIFERENTES ESTAÇÕES DO ANO*

Elza Schwarz Gastaldo BADOLATO **
José Byron de CARVALHO **

Márcia Regina P. do AMARAL MELLO **
Mário TAVARES **

Norberto Camilo CAMPOS **
Sabria AUED-PIMENTEL **

Cleso de MORAIS ***

RIALA6n58

BADOLATO, E.S.G.; CARVALHO, J.B. de; AMARAL MELLO, M.R.P. do; TAVARES,
M.; CAMPOS, N.C.; AUED-PIMENTEL, S.; MORAIS, C. de. - Composição
centesimal, de ácidos graxos e valor calórico de cinco espécies de peixes marinhos nas
diferentes estações do ano. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 54(1): 27-35,1994.

RESUMO: Foi estudada a influência da variação sazonal na composição centesimal, de
ácidos graxos e no valor calórico de 20 amostras de filés e 20 de carnes separadas
mecanicamente (polpas) das seguintes espécies de peixes marinhos dentre as mais
comercializadas no Estado de São Paulo, Brasil: corvina (Micropogon fumieri), goete
(Cynoscion petranus), peixe-porco (Balistes carolinensis), sardinha-verdadeira (Sardinella
brasiliensis} e tainha (Mugi! spp). As amostras foram constituídas de 500 g de filés sem pele e
de 500 g de polpas de cada peixe, sendo 50 indivíduos por espécie em cada estação do ano,
procedentes da mesma área de captura Do ponto-de-vista nutricional, os maiores teores de
lipídios e valor calórico foram apresentados pelos filés e polpas de sardinha-verdadeira no
inverno, ao passo que os valores mais altos de protídios foram verificados nos filés e polpas de
tainha, no inverno e no outono, respectivamente. Já os menores valores nestes três parâmetros
foram obtidos com os filés e polpas de corvina, principalmente na primavera. Quanto à
umidade, as maiores porcentagens foram encontradas nos filés e polpas de corvina;com
relação às cinzas, os maiores teores foram apresentados pelos filés e polpas de
sardinha-verdadeira, em todos os casos na primavera. Em nenhuma das amostras analisadas foi
detectada a presença de carboidratos, confirmando o referido na literatura. Relativamente aos
ácidos graxos, foi observada a presença de um grande número deles, superior a 20, em todas as
espécies estudadas, variando de C 12:0 a C 22:6, sete dos quais responsáveis por mais de 50%
do total (C 16:0, C 16:1, CI8:0, C 18:1, C 20:4, C 20:5 e C 22:6). De um modo geral, não
houve variação significativa na composição dos ácidos graxos que diferenciasse os filés das
polpas. Para cada espécie analisada ocorreram variações nas porcentagens dos ácidos graxos
nas diferentes estações do ano; entretanto, não foi observado um comportamento padrão para
estação. Tendo em vista os benefícios atribuídos à ingestão dos ácidos eicosapentaenóico
(C 20:5) e docosahexaenóico (C 22:6) na terapia de doenças cardiovasculares, foi destacada a
presença de ambos nos óleos das espécies estudadas. ° peixe-porco apresentou a maior
somatória dos dois ácidos (filé, de 27,6 a 37,0 g/100 g; polpa, de 33,0 a 36,5 g/100g), seguido
da sardinha-verdadeira (filé, de 23,7 a 33,3 g/100g; polpa, de 24,1 a 34,1 g/1 OOg).

DESCRITORES: Peixes marinhos, filés, carne mecanicamente separada (polpas),
composição centesimal, composição em ácidos graxos, variação sazonal.

* Realizado na Seção de Óleos, Gorduras e Condimentos e no Laboratório da Divisão de Bromatologia e Química do
Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP, e na Seção de Pescado e Recursos Marinhos do Instituto de Tecnologia de Ali-
mentos, Guamjá, SP. Apresentado no Encontro Nacional de Analistas de Alimentos, 8°, Porto Alegre, RS, 1993.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
*** Do Instituto de Tecnologia de Alimentos.
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INTRODUÇÃO

Os peixes são um importante constituinte da dieta
humana de inúmeros grupos populacionais, já que
representam uma fonte de diversos componentes
com significativo valor nutricional, como os
protídios, além de serem a maior reserva de ácidos
graxos polinsaturados, especialmente o eicosapen-
taenóico e o docosahexaenóico, da série ômega-3,
aos quais são atribuídos numerosos benefícios aos
organismo humanov!" 27.

Embora extremamente variável, a cornposiçao
química da carne de pescado, particularmente dos
peixes, aproxima-se bastante da composição dos ani-
mais terrestres!", Seu principal componente é a água,
cuja proporção, na parte comestível, pode variar de
64 a 90%, seguido pelos protídios, de 8 a 23% e pela
gordura, de 0,5 a 25%12.27.Entre os constituintes mi-
noritários dos pescados encontram-se os sais mine-
rais, cujo teor varia de 1 a 2%, os carboidratos, que,
no caso dos peixes, não chegam a representar 1% da
sua composição, e as substâncias nitrogenadas não-
protéicas, sem importância nutricional, que não atin-
gem a 0,5% na carne dos pescados frescos. Dever ser
ressaltado que a carne de pescado apresenta a mesma
proporção de protídios que a carne bovina, suína e de
aves, porém de qualidade superior devido ao fato de
conter menor teor de tecido conectivo - constituído
de protídios de baixa qualidade - do que as outras!",

Diversos fatores contribuem para a grande var-
iação na composição da parte comestível dos peixes,
tais como espécie, sexo e grau de maturidade sexual,
tamanho, local de captura, temperatura da água, nat-
ureza da alimentação e estação do ano1.6.7.28.30.

Com relação aos ácidos graxos, a variação apre-
sentada em relação à sua composição é explicada
pela flutuação na qualidade e quantidade de alimen-
tos, especialmente fitoplâncton, disponíveis aos peix-
es. Esses alimentos são a maior fonte de diversos
ácidos graxos, principalmente os da série ômega-J".
Por esta razão, a espécie dos peixes passa a ser um
fator secundário no mecanismo de formação dos
ácidos graxas.

Em termos de processamento do peixe "in natu-
ra", a carne separada mecanicamente (polpa) vem se
constituindo numa nova técnica de sua utilização em
países ocidentais. Uma vantagem importante desta
técnica é a maior flexibilidade de processamento,
visto que propicia um controle da textura, sabor, aro-
ma e estabilidade da polpa, conforme o tipo de pro-
duto desejado e de pescado utilizado, além de pro-
porcionar maior rendimento de carne comestível do
que por filetagem'ê-",

Apesar do enorme valor nutritivo do pescado e,
em particular, dos peixes, poucas informações se
acham disponíveis sobre a sua composição química,
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principalmente quanto a peixes brasileiros, prejudi-
cando o estabelecimento de dietas balanceadas para
diversas coletividades e deixando de proporcionar
também importantes subsídios à indústria de proces-
samento de pescado e à piscicultura intensiva'ê-".
No Brasil, aliás, apesar da extensa costa marítima, a
contribuição do pescado como fonte alimentícia tem
sido pouco significativaê",

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo es-
tudar a influência da variação sazonal na composição
centesimal, de ácidos graxos e valor calórico de filés
e polpas de cinco espécies de peixes marinhos nacio-
nais, dentre os mais comercializados no Estado de
São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS

Matéria-Prima

No presente estudo, foram utilizadas as seguintes
espécies de peixes: corvina (Micropogon fumieri),
goete (Cynoscion petranus), peixe-porco (Balistes
carolinensis), sardinha-verdadeira (Sardinella brasi-
liensis) e tainha (Mugi! spp). À exceção desta última,
as demais espécies foram coletadas no pier de
indústria pesqueira, em Guarujá - SP, no momento
da chegada de barcos pesqueiros comerciais da área
de Santos - SP. Foram mantidas no gelo, desde o ma-
nuseio a bordo, segundo condições habituais, até o
momento de serem processadas, enquanto que a tain-
ha foi transportada do Centro de Pesquisa em Mari-
cultura do Instituto de Pesca, em Cananéia - SP, na
forma congelada, em caixas de isopor.

Amostragem

Na amostragem, realizada no período compreen-
dido entre o inverno de 1992 e o outono de 1993,
uma vez a cada estação, não foram levados em con-
sideração o sexo das espécies, fatores fisiológicos e
diferenças anatõmicas. Assim sendo, tomou-se cui-
dado na escolha de peixes adultos, sendo 50 in-
divíduos por espécie em cada estação, procedentes
da mesma área de captura.

Preparo das Amostras

As espécies foram levadas à Usina-Piloto de Pro-
cessamento de Pescado do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), em Guarujá - SP, onde foram
evisceradas. Após a evisceração, parte de cada lote
de cada espécie foi filetada manualmente, enquanto
o restante de cada lote foi submetido à ação
mecânica da máquina separadora de carne e osso,
com perfurações no cilindro de 5 mm, sendo aplica-
da força máxima na correia tensora da máquina, a
fim de se obter o maior rendimento cárneo das espé-
cies. Em seguida, as amostras, assim preparadas, for-
am congeladas e acondicionadas em sacos plásticos
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de polietilieno e estocadas a -20°C até o momento de
serem analisadas.

As amostras para fins de análises foram consti-
tuídas de 500 g de filés sem pele e de 500 g de
polpa de cada espécie, devidamente homogeneiza-
das, e encaminhadas à Seção de Óleos, Gorduras e
Condimentos e ao Laboratório da Divisão de Bro-
matologia e Química do Instituto Adolfo Lutz, em
São Paulo - SP.

Determinação da Composição Centesimal e Cálculo
do Valor Calórico

Em todas as amostras de filés e polpas de peixe,
obtidas a partir de amostragem por espécies e por
estação do ano, de 40 kg de pescado, foram determi-
nados, em duplicata, os teores de substâncias
voláteis a 105°C (umidade), resíduo mineral fixo
(cinzas), protídios e carboidratos, segundo os méto-
dos descritos nas "Normas Analíticas do Instituto
Adolfo Lutz"!", enquanto que a de lipídios foi reali-
zada conforme o método de Bligh & Dyer", O valor
calórico foi calculado pelos fatores de Atwater", ou
seja, protídios, 4,0, carboidratos, 4,0, lipídios, 9,0.

Determinação dos Ácidos Graxas

Cerca de 25 mg dos lipídios extraídos para cada
amostra, conforme o método acima citado, foram
utilizados para a determinação do perfil de ácidos
graxos, sendo a metilação e a análise dos ésteres
metílicos efetuadas de acordo com as técnicas descri-
tas nas normas referidas anteriormente. Foi usado
um cromatógrafo a gás, com detector de ionização
de chama, acoplado a um integrador.

Os componentes foram separados em coluna ca-
pilar de sílica fundida Carbowax 20 M, de 25 me-
tros, tendo sido observadas as seguintes temperaturas
de operação: injetor, 260°C; detector, 260°C; coluna,
programada, de 150 a 260°C.

Para a identificação dos ácidos graxos utilizou-se
de padrões de ésteres metílicos de ácidos graxos pu-
ros, além de um padrão qualitativo de mistura de és-
teres metílícos dos ácidos graxos polinsaturados
"PUFA-l SUPELCO", de origem marinha, especial-
mente para a identificação dos ácidos eicosapen-
taenóico (C 20:5) e docosahexaenóico (C 22:6). A
quantificação dos ácidos graxos foi feita por norma-
lização de área.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As tabelas 1 e 2 apresentam os valores obtidos,
por estação do ano, para a composição centesimal
(umidade, cinzas, lipídios e protídios) e valor
calorico dos filés e polpas das espécies de peixes es-
tudadas.

Confirmando o apregoado na literatura 10, em
nenhuma das amostras foi detectada a presença de
carboidratos, lembrando que neste trabalho foi utili-
zado o método titulométrico de Fehling, considera-
do oficial.

Em relação à umidade, todos os valores encontra-
dos estiveram dentro da faixa referida para os peixes
marinhos, que é de 64 a 90%12, sendo as maiores
porcentagens verificadas com a corvina, tanto para
filé como para polpa, ambas na primavera. A estação
do ano afetou o conteúdo de umidade das polpas de
todos os peixes analisados, o que, diga-se de passa-
gem, já havia sido constatado em experimentos se-
melhantes'V', mas sem obedecer a uma constância
no caso presente.

Com respeito às cinzas, a maioria das amostras
esteve dentro da faixa de 1 a 2% referida na literatu-
ra. A sardinha-verdadeira foi a espécie que apresen-
tou os maiores teores nesse parâmetro, tanto para o
filé como paraa polpa, ambos na primavera. Tendo
em vista a similaridade verificada entre os conteúdos
de cinzas dos filés e das polpas, deduz-se que a sepa-
ração mecânica para obtenção destas últimas não fez
a incorporação de partículas ósseas, que poderiam
aumentar consideravelmente seus teores de cinzasê",

No que concerne aos lipídios, os valores encon-
tardos estiveram compreendidos na faixa de 0,5 a
5,9%, estando de acordo com o previsto para a
fração comestível dos peíxes'". Da mesma forma que
nas cinzas, a sardinha-verdadeira foi a que mostrou
maior conteúdo lipídico, em termos de filé e de pol-
pa, s6 que no inverno. Ressalte-se que apenas os filés
e as polpas da citada espécie experimentaram uma
variação no teor de lipídios em função da estação do
ano, fato este que já havia sido relatado para a mes-
ma em estudo semelhante. Destaque-se que a quanti-
dade de lipídios das polpas foi, na maioria dos casos,
ligeiramente superior à dos filés, provavelmente pela
passagem de parte da gordura da camada subepitelial
e da medula durante a separação mecâníca-.

No tocante aos protídios, todas as amostras anali-
sadas apresentaram valores compreendidos dentro
dos limites teóricos de 8 a 23%12. Tanto no caso dos
filés como das polpas, os maiores teores foram veri-
ficados com a tainha, no inverno e no outono,
respectivamente.

Considerando a significativa correlação entre o
conteúdo de lipídios e o valor calõricoê', a sardinha-
verdadeira foi a espécie que apresentou este último
valor mais elevado, tanto no caso do filé como da
polpa, no inverno. Esta observação vem a reforçar a
afirmação de que há uma relação inversa entre os
conteúdos de umidade e de Iipídios". Já os valores
verificados para a tainha vieram a confirmar a
hipótese de que existe uma relação também inversa
entre a umidade e os protídios".
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TABELA 1

Composição centesimal e valor calórico de filés de peixes marinhos por estação do ano (inverno de 1992 a outono de 1993)

Espécies Estação Composição centesimal (g/100g) Valor calórico
de peixes do ano Umidade Cinzas Lipídios Protídios (Kcalll00g)

Corvina I 77,9 1,0 0,7 19,8 85
(Micropogon P 83,8 1,0 0,5 14,5 63
furnieri) V 79,5 0,9 0,5 18,9 80

O 77,2 1,4 0,8 20,7 90

Goete I 76,3 1,1 1,1 21,6 96
(Cynoscion P 79,4 1,0 1,3 17,7 82
petranus) V 80,6 0,7 0,8 17,4 77

O 77,7 1,3 0,6 20,7 88

Peixe-porco I 77,8 1,2 0,7 19,8 85
(Balistes P 78,8 1,3 0,6 19,9 85
carol.lnensis) V 79,3 0,9 0,8 19,6 85

O 77,0 1,2 0,5 21,5 91

Sardinha- I 75,5 1,5 3,4 20,2 111
verdadeira P 73,8 1,8 1,4 22,4 102
(Sardinella V 75,2 1,6 1,1 21,6 95
brasilensis) O 75,6 1,7 1,0 21,3 95

Tainha I 75,0 0,6 0,9 23,7 103
(Mugil spp) P 80,9 1,3 0,7 17,7 78

V 76,4 1,1 0,8 21,4 93
O 77,0 1,3 0,5 21,8 80

I = inverno; P = primavera; V = verão; O = outono

Com base na discussão anterior, pode-se afirmar
que a estação do ano não afetou de forma sistemática
e regular a sua composição centesimal e valor
cal6rico, embora deva ser ressaltada a flutuação nos
valores obtidos para cada parâmetro de estação para
estação e entre si.

A comparação dos resultados ora obtidos com
aqueles já publicados por outros autores ficou em
parte prejudicada pela não citação, em vários casos,
do nome científico e sim do nome vulgar da espé-
cie estudada, assim como pelo pequeno número de
artigos disponíveis sobre a composição química de
algumas das cinco espécies constantes deste traba-
lho, principalmente com relação à polpa. S6 para se
dar um exemplo, na família Clupeidae, à qual per-
tence a sardinha-verdadeira, existem no mínimo
cinco espécies de água doce e nove de água salga-
da22• De qualquer forma, essa discussão será feita a
seguir, preferencialmente dentro da mesma espécie
de cada peixe.

Quanto à sardinha-verdadeira, dois trabalhos po-
dem ser utilizados para comparação'V", Um
deles'>, que abrangia toda a composição química,
permitiu uma melhor comparação pois os peixes
foram capturados também na costa de Santos.
Neste trabalho, os teores de umidade estiveram aci-
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ma dos valores médios verificados naquele, por
estação do ano. Os percentuais de cinzas e de
protídios foram semelhantes àqueles, ao passo que
os de lipídios s6 foram mais elevados para a polpa,
no inverno. Por seu lado, o trabalho que não enfo-
cou a variação sazonal da composição química-"
mas que, de qualquer maneira, ofereceu dados rela-
tivos à umidade, lipídios e protídios de sardinha-
verdadeira e tainha filetadas, capturadas em águas
paranaenses, mostrou que a primeira espécie apre-
sentou maior teor de lipídios e protídios do que os
filés e polpas presentemente estudados e umidade
assemelhada. No tocante à tainha, revelou um teor
de lipídios superior e de umidade e de protídios
mais baixos do que os referidos filés e polpas, ca-
bendo lembrar que as espécies eram diferentes, em-
bora capturadas em regiões pr6ximas.

No que concene à corvina, dois trabalhos podem
servir para discussão de resultados=-", Um deles'",
usando-se filés de corvina, foi verificado que so-
mente a faixa de valores de umidade foi semelhante
à encontrada neste trabalho, enquanto que os demais
parâmetros revelaram valores mais altos. No outro,
também utilizando-se filés, apresentou s6 a umidade
mais elevada do que a presente, já que os conteúdos
de cinzas, de lipídios e, principalmente, de protídios
foram mais baixos.
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TABELA 2

Composição centesimal e valor caIórico de polpas de peixes marinhos, por estação do ano (inverno de 1992 a outono de 1993)

Espécies Estação Composição centesimal (g/lOOg) Valor caIórico
de peixes do ano Umidade Cinzas Lipídios Protídios (Kcal/l OOg)

Corvina I 81,6 0,7 1,1 16,2 74
(Micropogon P 83,1 0,1 0,6 16,5 72
furnieri) V 79,7 1,4 1,4 16,7 80

° 77,0 1,3 1,3 20,1 92

Goete I 78,3 0,8 2,2 19,6 98
(Cynoscion P 80,4 1,2 1,1 17,8 82
petranus) V 78,7 0,9 1,4 18,4 86

° 78,5 1,4 1,1 18,9 85

Peixe-porco I 78,2 1,0 1,0 20,5 91
(Balistes P 78,0 0,8 0,7 19,8 85
caroLinensis) V 81,0 1,0 0,6 17,0 74

° 77,8 1,3 0,7 20,5 88

Sardinha- I 71,8 1,6 5,9 21,3 138
verdadeira P 79,2 1,9 1,9 16,5 83
(Sardinella V 77,1 1,7 0,9 19,6 93
brasilénsis) ° 76,5 1,5 1,2 20,7 93

Tainha I 78,5 1,1 0,8 19,2 84
(Mugi! spp) P 79,8 0,4 2,3 17,1 89

V 76,1 1,4 1,0 21,5 99

I = inverno; P =primavera; V = verão; 0= outono

Por sua vez, o peixe-porco, que também foi
analisado naquele último artigo na forma de filé,
apresentou maiores teores de umidade, menores
de protídios e semelhantes quanto às cinzas e
lipídios.

Relativamente à goete, um trabalho citado ante-
ríormente'" permitiu a verificação de que os
conteúdos de umidade, de cinzas e de protídios no
filé da mesma forma semelhantes aos atuais, enquan-
to que os de lipídios e calorias foram maiores.

Ainda no que se relaciona aos lipídios, a literatu-
ra' refere que os peixes de águas tropicais costumam
apresentar teores bem mais baixos do que aqueles do
hemisfério norte, o que realmente foi constatado
neste trabalho, pelo menos no caso da sardinha-
verdadeira e da tainha em comparação com peixes da
mesma família capturados na área de Atlanta, Esta-
dos Unidos+'. Cabe destacar também que a metodo-
logia adotada constitui-se numa das causas da va-
riação do teor de lipídios em peixes? e, assim, pode
ter influenciado nos resultados obtidos neste e nos
outros experimentos.

Um ponto que igualmente deve ser ressaltado é
o fator convencionalmente usado para conversão
de nitrogênio em protídios, ou seja, 6,25, e uma
possível discrepância na' soma da composição cen-

temal em peixes". De fato, isto foi verificado em
parte das amostras ora analisadas, quando tal so-
matória ultrapassou ligeiramente aos 100%. Entre-
tanto, aqueles autores não indicam um fator es-
pecífico para o caso, ponderando apenas que
deveria ser próximo de 6, em função da miosina
ser a proteína majoritária nos peixes. É claro que,
nesse contexto, não deve ser descartado o erro ex-
perimental.

Do ponto-de-vista nutricional, pode-se dizer que
os resultados de lipídios e protídios permitiram clas-
sificar as cinco espécies de peixes estudadas nas cate-
gorias A, isto é, baixo teor de gordura (abaixo de
5%) e alto conteúdo protéico (de 15 a 20%) ou D, ou
seja, baixo teor de gordura e muito alto conteúdo pro-
téico (acima de 20%), sendo esta especialmente pre-
ferida em certas dietas?". Na primeira categoria, pre-
dominaram a corvina, a goete e o peixe-porco,
enquanto que na outra se enquadraram a sardinha-
verdadeira e a tainha. Aquele autor observa que algu-
mas espécies ora estão numa ora noutra categoria,
conforme a variação sazonal, o que foi verificado
presentemente.

Por outro lado, considerando-se o expressivo
conteúdo de minerais referido para os peixes", seria
interessante a realização de um estudo complementar
nesse sentido com as cinco espécies aqui envolvidas,
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TABELA 3

Composição em ácidos graxos de filés de peixes marinhos por estação do ano (inverno de 1992 a outono de 1993),
g/l00g de ácidos graxos.

Esp. de peixes Corvina (Micropogon Goete (Cynoscion Peixe-porco Sardinha-verdadeira Tainha(Mugil spp)
Ácidos furnieri) petranus) (Balistes (Sardinella
graxas carolinensis) brasilensis)

Estação do ano P V O P V O P V O P V O P V O

C12:0 1,7 1,3
C14:0 2.1 2.0 2.1 2,3 4,6 1,4 2,4 1,0 6,9 4,5 5,8 4,6 2,2 3,5 2,8
CJ6:0 24.6 29.1 22.0 24,2 24,8 29,1 14,2 27,8 15,6 17,0 16,4 17,5 31,3 27,7 26,5 28,4 20,3 18,2 25,4 23,0
C16:1 W7 11,0 12,3 4,2 0,4 6,6 11,2 10,3 8,0 4,5 2,4 1,8 1,6 6,9 4,5 6,6 6,6 5,4 2,7 5,2 6,7
C17:0 1,5 1,4 1,5 0,8 1,1 0,9 1,3 1,0 1,0 1,9 1,3 2,3 2,5 1,4 1,1
C18:0 7,3 10,1 12,0 9,6 7,1 7,2 9,2 9,7 13,3 15,3 12,4 11,1 6,3 7,4 6,2 10,7 10,5 11,7 8,5 10,4

CI8:1(W9+W7) 17,2 17,0 11,1 19,0 21,1 28,0 17,1 16,5 16,6 12,0 13,3 12,0 7,6 7,3 9,1 8,5 9,8 9,3 9,2
13,9 C18:2 W6 1,7 1,3 1,2 1,2 1,0 0,8 1,8 1,5 1,4 1,4 1,8 2,2 1,6
C18:3W3 2,8 1,7 1,5 5,7
C20:1 2,3 1,6 1,4 1,3 1,0
C20:4W6 6,0 3,7 9,7 5,9 2,7 1,3 4,2 2,6 5,7 7,8 8,0 6,1 1,1 2,6 2,5 2,7 7,9 6,4 3,4 6,3
C20:5 W3(EPA) 8,6 3,9 8,0 9,2 3,5 2,7 6,7 2,7 4,4 4,4 6,6 5,6 9,9 6,0 8,7 9,4 10,8 9,0 6,2 9,6
C22:5W3 3,0 1,3 3,5 4,0 1,1 1,5 3,1 1,3 2,1 2,6 2,7 1,8 - 1,5 1,1 3,4 11,2 8,1 3,5 7,2
C22:6 W3(DHA) 15,1 5,0 18,8 15,2 26,4 10,6 19,5 21,3 30,6 23,2 29,7 31,4 21,6 27,2 24,6 14,7 10,1 8,1 13,8 13,8
EPA+DHA 23,7 8,9 26,8 24,4 29,9 13,3 26,2 24,0 35,0 27,6 36,3 37,0 31,5 33,2 33,3 24,1 20,9 17,1 20,0 23,4

I = inverno
P = primavera
O = outono
V = verão
EPA = ácido eicosapentaenóico
DHA = ácido docosahexaenóico

face aos teores de cinzas - onde estão contidos os
minerais - ora verificados, principalmente no caso da
sardinha-verdadeira.

As tabelas 3 e 4 apresentam a composição dos
principais ácidos graxos das cinco espécies de peixes
estudadas, filés e polpas, respectivamente.

Foi verificada a presença de uma grande varie-
dade de ácidos graxos de 12 a 22 átomos de carbono.
Para os filés e polpas de todas as espécies, os princi-
pais ácidos graxos saturados identificados foram
palmítico (C 16:0) e esteárico (C 18:0), sendo que a
soma deles, para a maioria das amostras, atingiu a
30% do total de ácidos graxos. Dentre as espécies
analisadas, o peixe-porco foi a que apresentou as me-
nores porcentagens de C 16:0 e as maiores de C
18:0. Para quase todas as espécies, foi constatada a
presença de quantidades consideráveis de ácido
mirístico (C 14:0).

Entre os ácidos graxos monoinsaturados, o pal-
mitoléico (C 16:1) e o oléico (C 18:1, W-7 + W-9)
foram os mais encontrados. Para o peixe-porco
foram observados os menores teores de C 16:1,
quando comparados às outras espécies.

Os principais ácidos graxos polinsaturados en-
contrados foram o araquídônico (C 20:4, w-6), o ei-
cosapentaenõico (C 20:5, w-3) e o docosahe-
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xaenóico (C 22:6, W-3). Em função dos inúmeros
benefícios à saúde humana atribuídos à ingestão de
C 20:5 e C 22:6, foi determinada a sua soma para o
óleo das diferentes espécies de peixes estudadas, vi-
sando avaliar a qualidade nutiricional lipídica dos
mesmos. O peixe-porco apresentou a maior so-
matéria de ambos, isto é, 27,6 a 37,0 g por 100 g de
ácidos graxos, para o filé, e 33,9 a 36,5 para a pol-
pa: a seguir, veio a sardinha-verdadeira, com 23,7 a
33,3 g por 100 g de ácidos graxos, para o filé, e
24,1 a 34,1 para a polpa.

Foi observada uma quantidade considerável do
ácido araquidônico em todas as espécies em estudo,
especialmente no peixe-porco e na tainha, re-
forçando as verificações feitas em outros trabalhos
de que peixes de águas tropicais contêm maiores
níveis de ácidos graxos insaturados da série ômega-
6, principalmente o eicosatetraenóico (C 20:4) do
que os de águas temperadas 11,25.

Na tainha foi detectada a presença de razoáveis
quantidades do ácido docosapentaenõíco (C 22:5,
W-3), sendo para a maioria das amostras superior a
5% (faixa de 3,5 a 11,2%). Já para as outras espé-
cies, o teor encontrado não superou a 4%.

Por sua vez, os ácidos graxos láurico (C 12:0),
margárico (C 17:0), linoléico (C 18:2), linolênico (C
18:3), e eicosenóico (C 20:1) não foram detectados



BADOLATO, E.S.a.; CARVALHO, I.B. de; AMARAL MELLO, M.R.P. do; TAVARES, M.; CAMPOS, N.C.;
AUED-PlMENTEL, S.; MORAIS, C. de. - Composição centesimal, de ácidos graxos e valor calórico de cinco
espécies de peixes marinhos nas diferentes estações do ano. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 54(1): 27-35, 1994.

TABELA 4

Composição em ácidos graxos de polpas de peixes marinhos por estação do ano (inverno de 1992 a outono de 1993),g/I00g
de ácidos graxos

Esp. de peixes Corvina (Micropogon Goete (Cynoscion Peixe-porco Sardinha-verdadeira Tainha( Mugil spp)
Ácidos furnieri) petranus) (Balistes (Sardinella
graxos carolinensis) brasilensis)

Estação do ano P V O P V O P V O P V O P V O

C12:0 4.0
C14:0 2.3 5,9 3,3 3,2 3,6 3,7 2,3 8,8 4,9 4,6 4,6 5,9 4,4 8,6 5,3
C15:0 1,1 1,1 1,2 1,0 1,0 1,7 2,8 2,2 1,5
C16:0 28,2 21,3 25,025,7 26,3 24,8 27,5 29,1 15,5 17,3 17,5 17,0 24,2 29,6 26,9 28,4 18,3 22,9 23,8 28,4
C16:1 W7 8,5 4,4 6,4 12,7 12,9 12,1 10,7 9,5 3,1 1,1 1,5 1,7 13,8 5,9 5,6 6,6 8,4 8,8 12,1 14,0
C17:0 1,3 1,6 1,0 1,1 1,1 1,1 1,2 1,0 1,7 1,5 1,3 2,0 1,4 2,9 1,9
C18:0 9,9 10,3 5,7 9,3 6,4 7,8 7,3 8,3 11,2 13,2 12,4 10,0 4,6 7,2 7,2 10,7 7,2 8,3 5,9 7,1
C18:1 (W9+W7) 15,6 12,5 6,9 15,6 22,0 23,2 22,6 19,4 14,4 12,7 13,8 12,9 9,2 7,7 8,8 9,1 9,1 18,2 8,5 11,5
C18:2W6 1,5 1,2 1,1 0,7 0,8 1,0 1,2 1,3 1,6 1,2 4,4 1,5 1,1
C18:3 W3 0,9 1,1 - 2,5 1,5
C20:1 W9 2,0 3,7 1,3 1,2 0,8 1,8 1,1 1,7
C20:4W6 6,8 8,1 2,6 4,8 2,6 2,2 2,0 2,5 10,1 12,7 7,3 8,3 1,3 2,8 2,5 2,4 7,0 5,1 3,1 3,1
C20:5 W3(EPA) 8,9 8,6 10,9 7,3 6,4 4,6 4,7 3,7 7,3 7,7 6,0 5,8 13,4 8,1 7,0 4,8 13,7 5,7 8,7 5,2
C22:5W3 3,3 3,2 1,3 3,2 1,5 1,8 1,6 1,5 2,6 3,2 3,2 1,9 1,0 1,1 1,3 9,0 5,6 5,5 3,6
C22:6 W3(OHA) 12,4 15,0 28,0 8,9 17,4 16,5 16,7 22,0 29,1 28,8 28,1 28,1 14,2 26,0 25,5 19,3 10,4 6,3 6,8 4,3
EPA+OHA 21,3 23,6 38,9 16,2 13,8 21,1 21,4 25,7 36,4 36,5 34,1 33,9 27,6 34,1 32,5 24,1 24,1 12,0 15,5 9,5

I = inverno
P = primavera°= outono
V = verão
EPA = ácido eicosapentaenóico
DHA = ácido docosahexaenóico

em todas as amostras, apresentando-se em pequena
proporção naquelas onde foram encontrados. Outros
ácidos graxos também foram detectados em pequena
proporção, porém não identificados.

De uma maneira geral, não houve variação signi-
ficativa na composição dos ácidos graxos que diferen-
ciasse os filés das polpas. Em cada espécie analisada
ocorreram variações nas porcentagens dos ácidos
graxos nas diferentes estações do ano, entretanto, não
foi observado um comportamento padrão para cada
estação. Ressalte-se que, numa mesma espécie de
peixe, o perfil de ácidos graxos pode sofrer grandes
variações, que dependerão, principalmente, da flu-
tuação na disponibilidade de alimentos, a qual pode
ser diferente de ano para ano na mesma estaçã024•28•

Para a avaliação de uma espécie de peixe como
fonte de ácidos graxos polinsaturados, visando be-
nefícios à saúde humana, é necessário o conhecimen-
to de dois aspectos da composição dos peixes: perfil
de ácidos graxos, especialmente os polinsaturados, e
o teor de lipídios da espécie-'. Apesar dos peixes es-
tudados terem apresentado valores elevados da so-
matória dos ácidos eicosapentaenóico (EPA) e doco-
sahexaenóico (DHA), especialmente o peixe-porco e
a sardinha-verdadeira, além de outros ácidos graxos
polinsaturados importantes do ponto-de-vista nutri-

cional, como o araquidonico-", quase todas as amos-
tras foram classificadas como peixes de baixo teor
lipídico «5% de gorduraj'".

Desta forma, para se atingir os efeitos benéficos
relativos à ingestão daqueles PUFAs, seria ne-
cessário um consumo considerável de peixes das es-
pécies estudadas. Para a corvina e o peixe-porco os
teores lipídicos foram os mais baixos. A sardinha-
verdadeira, no inverno, foi a que apresentou os te-
ores mais elevados de gordura, além de proporções
consideráveis de EPA e de DHA, sendo, das espécies
avaliadas, a mais recomendada na composição de
dietas onde os peixes são o principal componente.

CONCLUSÕES

De uma maneira geral, a composição centesimal
e de ácidos graxos nas cinco espécies de peixes estu-
dadas não variou significativamente para filés e pol-
pas e não foi afetada sistematicamente pela estação
do ano, apesar de terem ocorrido flutuações nos re-
sultados para cada parâmetro.

O conteúdo de cinzas dos filés e das polpas foi se-
melhante indicando a não incorporação de partículas
ósseas no processamento das polpas, enquanto que o
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teor de lipídios, na maioria dos casos, foi ligeira-
mente superior nos filés, possivelmente pela passa-
gem de matéria graxa da camada subepitelial e da
medula durante a separação mecânica da carne.

Do ponto-de-vista nutricional, os maiores teores de
lipídios e valor calórico foram observados para a sar-
dinha-verdadeira (filése polpas), no inverno. Já paraos
protídios, a tainha apresentou os maiores valores para
filése polpas, no inverno eoutono, respectivamente.

Os principais ácidos graxos encontrados para
todas as espécies foram: saturados, palmítico
(CI6:0) e esteárico (CI8:0); monoinsaturados, pal-
mitoléico (CI6:1) e oléico (CI8:1); polinsaturados,
eicosapentaenóico (EPA, C20:5), docosahexaenóico
(DHA, C 22:6) e araquidônico (AA, C20:4).

Os maiores valores da soma de EPA e DHA,
ácidos graxos importantes nutricionalmente, foram
obtidos para o peixe-porco e a sardinha-verdadeira.

A sardinha-verdadeira, dentre as espécies estuda-
das, mostrou-se a mais indicada para a elaboração de
dietas à base de peixe, em função do teor lipídico e
dos ácidos graxos EPA e DHA.

Os resultados obtidos indicam que seria ne-
cessário um consumo considerável de peixes das
espécies estudadas para se atingir os efeitos benéfi-
cos da ingestão dos ácidos polinsaturados (PU-
FAs), já que todas as espécies em questão revela-
ram baixo teor lipídico (menor do que 5% de
gordura), apesar das proporções de PUFAs terem
sido consideráveis.
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ABSTRACT: The influence of season upon proximate composition, caloric value and
fatty acid composition was studied in mechanically-separated meat (pulps) and fillets of the
foUowing Brazilian marine fish species, among the most commercialized in São Paulo State:
Micropogon furnieri, Cynoscion petranus, Balistes carolinensis, Sardinella brasiliensis and
Mugi! spp. Under the nutritional point of view, fillets and pulps of Sardinella brasiíiensis
presented the higher content of lipids and caloric value, in the winter, while the greatest
protein contents were verified in fiUets and pulps of Mugi! spp, in the winter and in the
autumn, respectively. Concerning the moisture, the higher percentages were found in fiUets
and pulps of Micropogin furnieri, in the spring, and the higher ash contents were presented
by fillets and pulps of Sardinella brasiliensis, also in the spring. In none of the samples was
detected carbohydrate, confirming the literature reported. More than 20 fatty acids were
detected in all the species, varying from C12:00 to C22:6, seven of them representing more
than 50% ofthe total (CI6:0, CI6:1, CI8:0, CI8:1, C20:4, C20:5 and C22:6). There were no
noticeable differences in fatty acids profile, between fillets and pulps. Each specie presented
seasonal variations in the fatty acids contents, however it was not observed a standard
behaviour for each station year. Considering the benefits atributed to the eicosapentaenoic
(C20:5) and docosahexaenoic (C22:6) acids in prevention and treatment of certain
cardiovascular diseases, it was detached their presence in the lipids of the studies species.
Balistes carolinensis presented higher sum of the C20:5 and C22:6 (fillet, from 27,6 to 37,0
g/lOO g; pulp, from 33,9 to 36,5 g/100 g), followed by Sardinella brasiliensis (fillet, from
23,7 to 33,3 g/l00 g; pulp, from 24,1 to 34,1 g/100g).

DESCRIPTORS: Marine fishes, fillets, mechanicaUy-separatedmeat (pulps), proximate
composition, fatty acid composition, seasonal variation.
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RESUMO: Com o objetivo de analisar dietilpropiona, femproporex, diazepam e
fenolftaleína em formulações para regime de emagrecimento, foi desenvolvido um método de
separação e determinação destas substâncias, utilizando procedimentos volumétricos e
espectro foto métricos nas regiões do ultravioleta e visível.

DESCRITORES: dietilpropiona; femproporex; diazepam; fenolftaleína; formulações.

INTRODUÇÃO

As formulações para regime de emagrecimento
são preparações farmacêuticas manipuladas segundo
prescrição médica para o tratamento dos diversos ti-
pos de obesidade. Tais formulações apresentam ca-
racterísticas individuais quanto a composição e quan-
tidade dos princípios ativos afim de atender às
necessidades particulares de cada caso.

Dentre as formulações mais frequentemente prepa-
radas em farmácias de manipulação, destacamos a se-
guinte combinação de princípios ativos: dietilpropiona
(anorexígeno), femproporex (anorexígeno), diazepam
(ansiolítico) 1.5,6,9e fenolftaleína (laxante) 6,9,13.

A dispensação destas fórmulas exige total pro-
fissionalismo, por se tratar da manipulação de
princípios ativos que causam dependência física e
psíquical.5.6,9,1I e reações de intoxicação"; sendo,
ainda, substâncias sob controle de Orgãos de Fis-
calização.

Os princípios ativos dietilpropiona e fempro-
porex, derivados da beta-feniletilamina, são classi-
ficados farmacologicamente como drogas simpa-

tomirnéticas'v-'! que em virtude de características
estruturais e propriedades físicas exercem efeito
estimulante significativo no Sistema Nervoso Cen-
tral (SNC)I3, à nível dos nervos hipotalâmícos',
São considerados agentes anorexígenos pois atuam
na supressão do apetite6,9,13e sensação de fome'>;
daí serem utilizados como auxiliares no tratamento
da obesidade.

O princípio ativo diazepam, um benzodia-
zepínico, é classificado farmacologicamente como
droga depressora do SNCI.13 com os seguintes prin-
cipais efeitos terapêuticos: hipnótico/sedativo, an-
siolítico, relaxante muscular e anticonvulsi-
vantel,6.1I. Sendo um agente ansiolítico é utilizado
na terapia medicamentosa de estados de ansie-
dade5•6,9 característicos em certos casos de pa-
cientes obesos.

O princípio ativo fenolftaleína, substância deriva-
da do difenilmetano, é classificado farmacologica-
mente como estimulante laxativ06,9.13,pois provoca o
acúmulo de água e eletrólitos no lúmen do cólon e,
também, aumenta a motilidade intestinal", O efeito
laxante da fenolftaleína contribui como adjuvante na
diminuição do peso corpóreo.

* Realizado na Seção de Química Farmacêutica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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o controle de qualidade desses medicamentos
abrange todos os princípios que devem ser seguidos
pelos fabricantes, responsáveis técnicos e autori-
dades governamentais para garantir a eficácia e ino-
cuidade desses produtos. Sabe-se que toda
substância farmacologicamente ativa apresenta ao
lado do efeito desejado o perigo da toxicidade-",

Muitas vezes, por motivos diversos, o consumi-
dor é lesado, tendo o seu tratamento comprometido
pelo fato destas fórmulas manipuladas não corres-
ponderem à prescrição médica.

Diante das atribuições deste Instituto em Vigi-
lância Sanitária, especificamente de medicamentos,
vimos a necessidade da eleboração de um método
analítico para a determinação quantitativa dos
princípios ativos citados.

o presente trabalho introduz um método analítico
para a determinação dos princípios ativos dietilpropi-
ona, femproporex, diazepam e fenolftaleína em qua-
tro formulações distintas, quanto a proporção dos
mesmos, utilizando padrões de referência na recons-
tituição das fórmulas.

MATERIAL E MÉTODO

O método desenvolvido foi aplicado em formu-
lações reconstituídas com padrões de referência em
quatro proporções diferentes dos princípios ativos.

As quatro fórmulas estudadas estão apresentadas
no quadro seguinte:

Quantidade (em miligramas) dos princípios ativos
segundo a fórmula

Princípio Fórmula (mg)

Ativo A B C D

Dietilpropiona, 75 50 30 25
cloridrato
Femproporex, 30 25 20 20
cloridrato
Diazepam 10 05 05 03
Fenolftaleina 30 30 30 30

O procedimento geral deste método é constituído
de quatro etapas, estando o esquema de separação
dos componentes da fórmula resumido na Figura 1.

I''Étapa:

Determinação quantitativa do total dos princípios
ativos cloridrato de dietilpropiona, cloridrato de fem-
proporex e diazepam.

Material:

Bequer de 250 ml
Bureta de 10 rnl
Funil de separação de 250 ml
Funil de vidro
Pipetas graduadas de 1e 5 ml
Proveta graduada de 50 rnl

Reagentes:

Clorofórmio pa
Solução de ácido perclórico O,lN SV
Solução de cristal violeta SI
Solução de hidróxido de sódio 10% SR
Sulfato de sódio anidro pa

Procedimento:

Determinar o peso do conteúdo médio de vinte
cápsulas.

Pesar exatamente uma quantidade de amostra
equivalente a 50 mg de cloridrato de dietilpropiona, 25
mg de cloridrato de femproporex e 5 mg de diazepam.
Transferir para funil de separação de 250 ml com o
auxílio de 5 ml de água e adicionar 3 ml de solução de
hidróxido de sódio 10%. Extrair sucessivamente com
quatro porções de 30 ml de clorofórmio. Filtrar os ex-
tratos de clorofórmio combinados através de 19 de sul-
fato de sódio anidro sobre algodão pré-lavados com o
solvente. Recolher o filtrado em bequer de 250 ml.
Adicionar 2 gotas de solução de cristal violeta e titular,
imediatamente, com solução de ácido perclórico O,IN
até o ponto de viragem de coloração verde esmeralda.
Efetuar um branco e fazer a correção necessária. Cada
ml de solução de ácido perclórico O,lN equivale a
23,84 mg do total de cloridrato de dietilpropiona,
cloridrato de femproporex e diazepam.

2Q Etapa:

Determinação quantitativa dos princípios ativos
cloridrato de dietilpropiona e diazepam.

Equipamentos:

Espectrofotômetro de absorção na região do ultra-
violeta e visível (Hewlett Packard 8451A) DiodeArray

Rotaevaporador (Fisatom 802)

Material:

Balão de fundo chato de 300 ml
Balão volumétrico de 100 ml
Funil de separação de 250 ml
Funil de vidro
Pipeta graduada de 5 ml
Pipetas volumétricas de 2 e 15 ml
Proveta graduada de 50 ml
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Reagentes:

Clorofórmio pa
Padrão de referência de cloridrato de dietilpropiona
Padrão de referência de diazepam
Solução de ácido clorídrico 0,1 N SR
Solução de ácido sulfúrico etanólico 0,1 N SR
Solução de hidróxido de sódio 10% SR

Procedimento:

Pesar exatamente uma quantidade de amostra
equivalente a 50 mg de cloridrato de dietilpropiona,
25 mg de cloridrato de femproporex e 5 mg de
diazepam.

Transferir para um funil de separação com o
auxílio de 5 ml de água e adicionar 3 ml de solução
de hidróxido de sódio 10%. Extrair sucessivamente
com quatro porções de 30 ml de clorofórmio, reco-
lhendo os extratos em um segundo funil de sepa-
ração de 250 mI.

Extrair as fases clorofórmicas combinadas com
quatro porções de 20 ml de solução de ácido
clorídrico 0,1 N recolhendo os extratos ácidos em
um balão volumétrico de 100 mI. Adicionar
solução de ácido clorídrico 0,1 N, completar o
volume e agitar.

Reservar a fase clorofórmica para a determinação
do diazepam.

Da solução ácida pipetar 2 ml para um balão
volumétrico de 100 mI. Adicionar solução de ácido
clorídrico O,lN, completar o volume e agitar. Prepa-
rar uma solução padrão de cloridrato de
dietilpropiona de concentração conhecida de aproxi-
madamente 10 ug por ml em solução de ácido
clorídrico O,IN. Concomitantemente, determinar as
absorbâncias das soluções da amostra e do padrão
em cubetas de 1 em a um comprimento de onda de
254 nm em espectrofotômetro, usando solução de
ácido clorídrico 0,1 N como branco. Calcular a
quantidade de cloridrato de dietilpropiona na amos-
tra através da fórmula seguinte:

Ca = Aa x Cp x D x M
Ap x T x 1000

Onde,

Ca = Quantidade de cloridrato de dietilpropiona em
mg por conteúdo médio.

Aa = Absorbância da amostra
Ap = Absorbância do padrão
Cp = Concentração do cloridrato de dietilpropiona

em ug por ml na solução padrão.
D = Fator de diluição
T = Tomada de ensaio em mg.
M = Peso do conteúdo médio da amostra em mg.
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Recolher a solução clorofórmica em um balão de
fundo chato de 300 ml, filtrando através de 1 g de
sulfato de sódio anidro sobre algodão pré-lavados
com o sol vente. Evaporar o solvente em rotaevapora-
dor à uma temperatura de 40± 5°C. Dissolver o
resíduo com várias pequenas porções de solução de
ácido sulfúrico etanólico 0,1 N, transferindo para um
balão volumétrico de 100 mI. Adicionar solução de
ácido sulfúrico etanólico 0,1 N, completar o volume
e agitar. Desta solução pipetar 15 ml para um balão
volumétrico de 100 mI. Adicionar solução de ácido
sulfúrico etanólico 0,1 N, completar o volume e agi-
tar. Preparar uma solução padrão de diazepam de
concentração conhecida de aproximadamente 15 ug
por ml em solução de ácido sulfúrico etanólico 0,1
N. Concomitantemente, determinar as absorbâncias
das soluções da amostra e padrão em cubetas de 1
em a um comprimento de onda de 284 nm em espec-
trofotômetro, usando solução de ácido sulfúrico
etanólico 0,1 N como branco. Calcular a quantidade
de diazepam na amostra através da fórmula seguinte:

Ca = Aa x Cp x D x M
Ap x T x 1000

Onde,

Ca = Quantidade de diazepam em mg por conteúdo
médio.

Aa = Absorbância da amostra
Ap = Absorbância do padrão
Cp = Concentração do diazepam em ug por ml na

solução padrão.
D = Fator de diluição
T = Tomada de ensaio em mg.
M = Peso do conteúdo médio da amostra em mg.

34 Etapa:

Determinação quantitativa do princípio ativo
cloridrato de femproporex.

Procedimento:

A partir dos resultados obtidos na primeira e se-
gunda etapas, calcular, por diferença, a quantidade
de cloridrato de femproporex. O cálculo está expres-
so na fórmula seguinte:

F=Q- (P+Z)

Onde,

F = Quantidade de cloridrato de femproporex em
mg por conteúdo médio.

Q = Quantidade total de cloridrato de dietilpropina,
cloridrato de femproporex e diazepam em mg
por conteúdo médio.

P = Quantidade de cloridrato de dietilpropiona em
mg por conteúdo médio.

Z = Quantidade de diazepam em mg por conteúdo médio.
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4° Etapa:

Determinação quantitativa do princípio ativo fe-
nolftaleína.

Equipamentos:

Espectrofotômetro de absorção na regrao do
ultravioleta e visível (Hewlett Packard 8451A)
DiodeArray

Material:

Balões volumétricos de 50 e 100 ml
Funil de vidro
Pipetas volurnétricas de 1 e 2 ml
Proveta graduada de 50 ml

Reagentes:

Etanol pa
Padrão de referência de fenolftaleína
Solução de hidróxido de sódio 0,1 N SR

Procedimento:

Pesar exatamente uma quantidade de amostra
equivalente a 30 mg de fenolftaleína. Transferir para
um balão volumétrico de 100 ml com o auxílio de 20
ml de etanol. Adicionar etanol, completar o volume e
agitar. Filtrar esta solução através de papel de filtro
Watmann n° 40.

Preparar uma solução padrão de fenolftaleína de
concentração conhecida de aproximadamente 250 ug
por ml em etanol.

Pipetar 2 ml da solução da amostra e solução
padrão para 2 balões volumétricos de 50 ml. Adi-
cionar a cada um dos frascos 23 ml de etanol e 1 ml
de solução de hidróxido de sódio 0,1 N. Completar o
volume com água e agitar. Concomitantemente, de-
terminar as absorbâncias da amostra e padrão em eu-
betas de 1 em a um comprimento de onda de 556 nm
em espectrofotômetro, usando etanol como branco.
Calcular a quantidade de fenolftaleína na amostra
através da fórmula seguinte:

Ca = Aa x Cp x D x M
Ap x T x 1000

Onde,

Ca = Quantidade de fenolftaleína em mg por
conteúdo médio.

Aa = Absorbância da amostra
Ap = Absorbância do padrão
Cp = Concentração de fenolftaleína em ug por ml

na solução padrão.
D = Fator de diluição
T = Tomada de ensaio em mg
M = Peso do conteúdo médio da amostra em mg

RESULTADOS

Para cada fórmula estudada foram executadas
seis determinações de cada etapa do procedimento
geral descrito.

Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 1:

TABELA 1

Quantidade (em miligramas) dos princípios ativos
segundo a fórmula

Princípio Fórmula (mg)
ativo

A B C D

Dietilpropiona, 76,34 51,25 31,47 25,77
c1oridrato 75,90 50,70 30,90 25,57

75,61 50,65 30,76 25,53
75,47 50,58 30,64 25,17
75,47 50,38 30,57 25,14
75,32 49,90 30,57 24,86

Femproporex, 32,25 25,51 21,24 19,99
c1oridrato 33,03 26,15 19,92 20,19

33,46 24,98 20,33 19,65
32,47 25,07 20,15 "20,12
30,12 25,35 19,95 20,22
30,55 24,66 19,72 20,59

Diazepam 10,46 4,87 5,47 3,19
10,12 4,78 5,32 3,19
9,98 4,78 4,95 3,16
9,88 4,76 4,95 3,05
9,78 4,68 4,91 2,98
9,50 4,63 4,84 2,89

Fenolfialeina 31,38 30,38 30,45 29,30
31,38 30,17 30,31 29,30
31,04 30,03 30,10 29,10
30,70 29,96 30,03 29,00
30,43 29,96 29,82 28,70
29,60 29,89 29,61 28,60

TABELA 2

Medidas da variabilidade da quantidade total
(em miligramas) dos princípios ativos c1oridrato de

dietilpropiona, cloridrato de femproporex e
diazepam segundo a fórmula

Medidas Fórmula
da variabilidade

A B C D

X 117,62 80,61 56,11 48,54
S 3,24 0,84 1,17 0,10
s 1,80 0,92 1,08 0,32
CV 1,53 1,14 1,93 0,65

X = média aritmética (mg)
S = variância (mg-)
S = desvio padrão (mg)
CV = coeficiente de variação (por cento)
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Os resultados obtidos nas quatro etapas do pro-
cedimento geral foram submetidos à tratamento es-
tatístico. As medidas da variabilidade destes resulta-
dos são apresentados nas Tabelas 2 e 3.

TABELA 3

Medidas de variabilidade da quantidade (em miligramas)
dos princípios ativos segundo a fórmula

Medidas Fórmula (mg)
da variabilidade

A B C D

Dietilpropiona
cJoridrato

X 75,69 50,58 30,82 25,34
S 0,14 0,19 0,12 0,11
s 0,38 0,44 0,34 0,34
CV 0,50 0,86 1,11 1,34

Femproporex,
cloridrato

X 31,98 25,29 20,22 20,13
S 1,82 0,27 0,29 0,09
s 1,35 0,52 0,54 0,31
CV 0,70 2,04 2,68 1,53

Diazepam

X 9,95 4,75 5,07 3,08
S 0,11 0,01 0,07 0,02
s 0,32 0,08 0,26 0,12
CV 3,26 1,77 5,07 4,05

Fenolftaleína

X 30,76 30,07 30,05 29,00
S 0,46 0,03 0,10 0,09
s 0,68 0,18 0,31 0,30
CV 2,21 0,50 1,03 1,02

X média aritmética (mg)
S = variância (mg-)
s = desvio padrão (mg)
CV = coeficiente de variação (por cento)

TABELA 4

Média (em porcentagem) da recuperação do método para
cada princípio ativo segundo a fórmula

Princípio Fórmula (por cento)
ativo

A B C D

Dietilpropiona, 110,92 101,16 102,73 101,36
cJoridrato

Femproporex, 106,60 101,15 101,10 100,65
cJoridrato

Diazepam 99,50 95,00 101,40 102,67

Fenolftaleína 102,53 100,23 100,17 99,67
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Os resultados obtidos no procedimento geral fo-
ram utilizados na avaliação da recuperação do méto-
do. Os percentuais da recuperação do método são
apresentados na Tabela 4.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

O presente trabalho introduz um método analítico
destinado ao estudo de formulações para regime de
emagrecimento, que podem representar quase todo o
universo das prescrições médicas mais solicitadas e
manipuladas em farmácias magistrais nos últimos
dez anos.

A primeira etapa do procedimento, na qual de-
termina-se a quantidade total dos princípios ativos
cloridrato de dietilpropiona, cloridrato de fempro-
porex e diazepam, é importante por duas razões
principais:

a) Análise prévia das condições gerais da amostra;
pois, fornece a quantidade total da maioria dos
componentes da fórmula e, ainda, propõe um in-
dicativo de procedimentos na etapa seguinte.

b) O resultado obtido é utilizado, posteriormente,
no cálculo da quantidade de cloridrato de fem-
proporex.

O procedimento desta etapa é constituído de
duas operações analíticas, extração e titulação, sen-
do, deste modo, mínima a perda durante sua exe-
cução. Não ocorre interferência por parte dos exci-
pientes mais comumente utilizados nestas
formulações, como amido, lactose, talco e carboxí-
metilcelulose, porque estas substâncias além de não
serem extraídas pelo solvente em meio alcalino,
também não reagem com a solução titulante. Como
observa-se na Tabela 2, o valor máximo de coefi-
ciente de variação é de 1,93.

A segunda etapa do procediemnto consiste na
determinação da quantidade de cloridrato de
dietilpropiona e diazepam. É a etapa mais impor-
tante, pois nesta ocorre a separação dos compo-
nentes da fórmula, com exceção do cloridrato de
fcmproporex.

Sabe-se na teoria e na prática que substâncias de
diferentes fontes podem interferir na determinação
espectrofotométrica da substância analisada. Estes
interferentes podem ser originários de excipientes,
impurezas da manipulação, produtos de decompo-
sição e, ainda, outros componentes da formulação
que absorvem em regiões próximas ao comprimento
de onda de máxima absorção do composto analisa-
d02• Neste trabalho, observa-se que o cloridrato de
femproporex é extraído juntamente com o cloridrato
de dietilpropiona. Porém, verifica-se que no dosea-
mento do cloridrato de dietilpropiona, por espetrofo-
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AMOSTRA
Dietilpropiona
Femproporex
Diazepam

Fenolftaleina

t
Fase aquosa
Fenolftaleina

+Espectrofotometria
na região do visível

+Perfil Espectrofotométrico

+Extração

I Clorofórmio meio alcalíno

t
Fase orgânica
Dietilpropiona
Fenproporex
Diazepam

650 Extração

Ácido cloridrico diluído

Fase aquosa
Dietilpropiona

FemPJPorex

Espectrofotometria
na região do ultra-violeta

t
* Perfil Espectrofotometrico

200

Fase orgânica
Diazepam

~
Espectrofotometria

na região do ultra-violeta

~
Perfil Espectrofotometrico

300 220

* O FEMPROPOREX não interfere na determinação da DIETILPROPIONA por apresentar valor pouco
significativo de absorbancia nesta faixa de comprimento de onda.

FIGURA I

Esquema geral da separação dos componentes da fórmula
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tometria na região do ultravioleta, mesmo na pre-
sença de cloridrato de femproporex como
substância que absorve a um comprimento de onda
próximo à 254 nm (comprimento de onda de
máxima absorção do cloridrato de femproporex é
252, 258 e 264 nm), não há interferência na leitura.
Isto justifica-se porque a máxima absorção do clori-
drato de femproporex na concentração da solução
da amostra é suficientemente pequena (solução
ácida, 258 nm - EI % = 8) que o seu produto pode
ser ignorado 2.

o diazepam apresenta máxima absorção em dois
comprimentos de onda, 240 e 284 nm. Utiliza-se o
comprimento de onda de 284 nm, pois nesta faixa de
trabalho, não há, seguramente, desvio do espectro de
absorção ocasionado por possível interferência dos
demais componentes da fórmula.

o procedimento dessa etapa é constituído de
várias operações analíticas e, ainda, trabalha-se com
quantidades mínimas dos princípios ativos; do que
decorre a possibilidade de erros maiores durante
sua execução. Desta forma, a habilidade do analista
e o cumprimento rigoroso da técnica descrita são
de suma importância para obtenção de resultados
satisfatórios.

Observando-se a Tabela 3, os valores máximos
de coeficiente de variação para cloridrato de dietil-
propiona e diazepam são de 1,34 e 5,07, respectiva-
mente.

A terceira etapa é a determinação da quantidade
de cloridrato de femproporex, calculada a partir da
diferença dos resultados obtidos nas duas etapas an-
teriores. O valor máximo de coeficiente de variação
é de 2,68, como mostra a Tabela 3.

Na quarta etapa, determina-se a quantidade de
fenolftaleína por espectrofotometria na região do
visível, através de reação química, resultando em
composto colorido! facilmente caracterizado. Esta
reação é muito importante, porque pode ser utiliza-
da na pesquisa prévia da presença ou não da fenolf-
taleína na formulação. Outro fator a considerar re-

fere-se ao fato de que nas formulações desta nature-
za somente a fenolftaleína apresenta estrutura
química capaz de promover alteração em sua molé-
cula, com formação de composto colorido, na pre-
sença de solução alcalina, mesmo bastante diluída.
Em decorrência desta propriedade química da fe-
nolftaleína, pode-se utilizar este procedimento em
qualquer formulação que a contenha. O valor
máximo de coeficiente de variação é de 2,21, como
observa-se na Tabela 3.

Observando-se a Tabela 3, tem-se os seguintes
valores máximos de coeficiente de variação para
cada um dos princípios ativos; cloridrato de dietil-
propiona, 1,34; cloridrato de femproporex, 2,68; dia-
zepam, 5,07 e fenolftaleína, 2,21. Sendo o coefi-
ciente de variação, em termos estatísticos, uma
medida de dispersão, definida como o desvio padrão
expresso em porcentagem da médía", conclui-se que
no método apresentado para cada um dos princípios
ativos, a variabilidade relativa dos resultados não ex-
cede o limite percentual de 5,07.

Observando-se a Tabela 4, tem-se os seguintes
valores percentuais mmimo e maximo da recupe-
ração do método: 99,64 e 102,38, respectiva-
mente.

Estatisticamente, é prática considerar satisfatórios
aqueles resultados compreendidos entre 90 e 110%
em relação ao valor declarado dos princípios ativos
em produtos acabados

Avaliando-se os resultados de coeficiente de
variação e porcentagem de recuperação do método,
assegura-se a eficiência e confiabilidade dos procedi-
mentos analíticos apresentados.

Define-se o método estudado neste trabalho como
sendo aceitável e aplicável aos serviços de rotina do
laboratório. Isto porque comparando os erros
analíticos observados, estimados por tratamento es-
tatístico a partir dos resultados experimentais, com
os limites de erro permitidos e definidos, verifica-se
que os erros observados são menores que os erros
permitídos'".
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ABSTRACT: In order to analyse diethylpropion, fenproporex, diazepan and
phenolphtalein in formulas for slim, a method of isolation and determination of these
substances was developed, making use of volumetric and uitraviolet visible
spectrophotometric procedures.

DESCRIPTORS: diethylpropion; fenproporex; diazepan; phenolphtalein; formulations.
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RESUMO: Neste trabalho são relatados os resultados de determinações físico-químicas
e microbiológicas, segundo a legislação brasileira, durante um ano, em amostras de sardinha
(Sardina pilchardus) enlatadas em óleo de soja, especialmente elaboradas. Foi avaliada a
compatibilidade do produto com a embalagem (folha cromada revestida com verniz
epoxi-fenõlico) quanto aos compostos migrados. A embalagem mostrou-se adequada para
este tipo de produto. Os níveis de ferro e cromo encontrados sugerem que estes metais,
presentes no alimento, não provém da embalagem. A análise microbiológica do produto
apresentou resultados de acordo com a legislação vigente. O teor de bases voláteis totais
(BVT), a partir do primeiro dia após o processamento, foi superior ao limite máximo
permitido (0,030 glIOOg). A reação de Éber para gás sulfídrico (H2S) mostrou-se
inconclusiva, não demonstrando correlação com os níveis de BVT e/ou exame
microbiológico. Tais resultados sugerem revisão do limite estabelecido para BVT, bem como
o estudo de outros parâmetros de avaliação da qualidade de pescado, pois o teor de BVT e/ou
a reação de H2S, isoladamente, não asseguram a avaliação eficiente deste tipo de produto.

DESCRITORES; Sardinha (Sardina pilchardus) enlatada, legislação, análises
físico-químicas e microbiológicas, embalagem, ferro e cromo.

INTRODUÇÃO minerais16.24.29;entretanto, sua conservação apresenta
muitos problemas, uma vez que a decomposição
ocorre rapidamente em decorrência dos métodos de
captura, que provocam morte lenta, consideráveis da-
nos mecânicos e também levando-se em conta os

O pescado é um alimento de grande valor nutritivo,
constituindo uma das mais importantes fontes protéi-
cas de alto valor biológico, lipídios, vitaminas e sais

* Realizado nas Seções de Óleos e Gorduras; Equipamentos Especializados; Plásticos, Vernizes e Outros Materiais de
Embalagem e Microbiologia Alimentar, do Instituto Adolfo Lutz., apresentado no Encontro Nacional de Analistas de
Alimentos, 8°Porto Alegre/RS, 1993.

** Do Instituo Adolfo Lutz
*** Do Instituto de Tecnologia de Alimentos
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inúmeros microrganismos presentes nas águas, bem
como a microbiota natural do pescado, localizada prin-
cipalmente nos intestinos, guelras e limo superficial,
fatores que aceleram o início da deterioração".

Após a morte do pescado, toma lugar um fenômeno
denominado "rigor mortis", verificado por intermédio
de alterações no músculo. A velocidade com que estas
transformações ocorrem depende da espécie, dos mé-
todos de captura, temperatura de armazenagem, carga
bacteriana inicial, tempo decorrido após sua morte e
condições sanitárias de manuseioI3.16.22,24,29,37.

Enquanto fresco e ainda no "rigor mortis", não se
processam mudanças deteriorativas que possam ser
medidas e a atividade microbiana é limitada devido
ao acúmulo de ácido lático. Somente após o término
desta fase é que começam a ter lugar os efeitos au-
tolíticos e a ação bacteriana, pois no músculo do pes-
cado ainda vivo, os microrganismos não estão pre-
sentes devido às defesas naturais, impedindo sua
penetração nesteI6.24.

Estão presentes, naturalmente, na pele e tecido
muscular do pescado, enzimas que atuam sobre o orga-
nismo deste25, tomando disponíveis substâncias nutri-
entes para bactérias, propiciando seu desenvolvimento
e reprodução 18.29.Entre estas enzimas merecem des-
taque as catepsinas e peptidases. Dos produtos de ori-
gem animal, o pescado é um dos mais suscetíveis ao
processo deteriorativo, em virtude, principalmente, do
pH próximo à neutralidade, elevada atividade de água
nos tecidos e alto teor de nutrientes-",

As alterações quimicas, enzimáticas e/ou
bacterianas que ocorrem no músculo do pescado,
durante o processo de deterioração, acarretam a
produção de ácidos voláteis como o gás sulfídrico,
e compostos nitrogenados, tais como: amônia
(NH3), trimetilamina (TMA), dimetilamina
(DMA) , que apresentam odores fortes e desa-
gradáveis3.14.15.

A produção de TMA está associada a um pre-
cursor, o óxido de trimetilamina (TMAO), o qual
não se encontra em todas as espécies e sua quanti-
dade, dentro da mesma espécie, apresenta va-
riações 11.12.15.23.27.

As bases voláteis, representadas nas espécies ma-
rinhas principalmente por NH3 e TMA, apresentam
teores extremamente variáveis, em função das con-
dições ambientais e de captura'<".

A formação da TMA, pela redução do TMAO, da
NH3, resultante de várias fontes, da hipoxantina (hx),
decorrente da degradação de nucleotídeos, da hista-
mina, a partir da histidina5.32 e o desenvolvimento de
rancidez oxidativa nos lipídios presentes no músculo
do pescado, são transformações que contribuem para
a decomposição do pescado.

.o frescor é um atributo muito importante para os
peixes, considerado como matéria-prima e significa
a extensão da deterioração sofrida pelo pescado ain-
da cru. A avaliação deste frescor pode ser feita por
métodos subjetivos (odor, cor, sabor, aparência, tex-
tura)28 e através de análises objetivas, empregadas na
determinação ou identificação de substâncias forma-
das no decorrer da deterioração.

Os teores de BVT, TMA, hx, NH3 e outros tem
sido utilizados para a avaliação da qualidade do pes-
cado4.5.14.19,3o,34;entretanto, os resultados obtidos tem
sido conflitantes, não fornecendo informações con-
clusivas sobre o frescor deste produto.

Para a conservação de pescados, uma sene de
processos são utilizados, tais como: congelamento,
enlatamento, salga e defumaçãoêê-", Entre os mais
comuns e de aplicação geral, estão o congelamento e
o enlatamentoI7.38,4o.

O processo de enlatamento proporciona um pro-
duto capaz de ser armazenado por grandes períodos,
conservando-se sem o emprego de qualquer outro
método auxiliar, e pode ser aplicado a um grande
número de espécies'",

A sardinha, no Brasil, é o peixe mais utilizado
como matéria-prima para o enlatamento, apresentan-
do grande penetração, especialmente nas classes de
renda mais baixa, com preços inferiores aos de
outras espécies':'.

A produção de conservas de sardinha é um im-
portante segmento da indústria nacional de alimen-
tos processados, sendo que este produto, dentre as
conservas de pescado, contribui com 92% do total
produzido. Apesar da importância desta atividade
econômica, a tecnologia empregada é rudimentar,
principalmente na etapa de esterilização, com defi-
nição inadequada do binômio temperatura x tempo
de esterilização8.13.39.

As embalagens metálicas são consideradas ade-
quadas para o acondicionamento de conservas ali-
mentícias, pois asseguram a hermeticidade, a não
penetração de oxigênio e microrganismos, evitam
a fotodegradação, além de possuírem carac-
terísticas mecânicas que garantem a integridade
física do alimento". Podem ser utilizados dois ti-
pos de folha metálica para o acondicionamento de
pescado: estanhada (folha-de-flandres) ou croma-
da, protegida com revestimentos orgânicos ade-
quados.

Os principais problemas advindos da interação
entre o pescado em conserva e a embalagem
metálica utilizada são assim caracterizados: cor-
rosão do metal pelo produto de alta acidez (no caso
de pescado marinado) e corrosão localizada em
áreas onde há contato direto entre a embalagem e o
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músculo do pescado, comum nas conservas de sar-
dinha em óleo comestível'.

No caso das folhas cromadas, existe a preocu-
pação com a migração de cromo para o alimento,
que deve ser controlada.

° verniz sanitário utilizado para a proteção da
folha metálica, servindo como barreira contra a
corrosão, também pode ceder elementos de sua
formulação para o alimento, principalmente no
caso de processo de cura inadequada, possibilitan-
do a migração de sol ventes residuais para o pro-
duto.

Devido aos problemas de conservação do pesca-
do anteriormente citados e da importância da pro-
dução e consumo de sardinhas enlatadas, este traba-
lho objetivou verificar a adequação da embalagem
metálica utilizada no enlatamento deste produto,
uma avaliação dos parâmetros físico-químicos e mi-
crobiológicos atualmente estabelecidos pela legis-
lação brasileira, bem como a correlação destes para
este tipo de alimento, posto que alguns destes
parâmetros tem gerado dúvidas, principalmente em
se tratando da reação de Éber para gás sulfídrico e
teor de BVT6,25,26,31,32,36.

° laboratório de controle de alimentos do Depar-
tamento de Vigilância e Controle Sanitário da
Secretaria Municipal de Abastecimento, efetuou
análises em amostras de pescado enlatado e consta-
tou que, em 75% delas, a reação de H2S foi positiva
e o produto apresentava caracteres organoléticos
adequados. A explicação foi encontrada pelos
autores em experimentos relacionando o calor com
o aparecimento de H2S, evidenciando que nem sem-
pre este aparecimento se deve à ação microbiana e
sim aos efeitos do calor.

Em vista disto, os autores questionaram a apli-
cação desta prova como método para a avaliação da
qualidade de pescado enlatado, uma vez que estes
são submetidos a um tratamento térmico (esterili-
zação).

A legislação brasileira estabelece para conser-
vas de pescado: ausência de gás sulfídrico, teor
máximo de BVT de 0,030 g/lOOg, acidez (em
ácido oléico) máxima de 2%, observação de alte-
rações na embalagem, bem como modificações de
natureza física, química, organolética e microbi-
ológica do produto- 8,9.31.

No caso das embalagens para este tipo de produ-
to, a legislação preconiza também testes de migração
total (no máximo 8,0 mg/dm- ou 50 mg/kg), ausên-
cia de arsênio, chumbo e cádmio, além da verifi-
cação das características físicas da embalagem após
os testes e organoléticas dos sol ventes simulantes
empregados nos testes?
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MATERIAL E MÉTODOS

Material

Para a elaboração das amostras de sardinha em
óleo de soja, empregou-se, como matéria-prima, sar-
dinhas (Sardina pilchardus) de um mesmo lote, ad-
quiridas junto à indústria de conservas de pescado de
Santos - SP, capturadas em águas do mar do Saara,
congeladas à bordo em blocos de 10 kg e acondicio-
nadas em caixas de papelão de 30 kg.

Estes blocos foram descongelados em câmara a
O°C, por 12 horas e, logo após, as sardinhas foram
submetidas ao processo de enlatamento e esterili-
zação, no qual foram utilizados óleo de soja e sal não
iodado, adquiridos no mercado. As embalagens utili-
zadas para o acondicionamento foram latas retangu-
lares (capacidade de 130 g-peso líquido), de folha
cromada, revestidas internamente com uma camada
de verniz epoxi-fenólico possuindo tampas com a
mesma especificação.

As amostras foram estocadas por 360 dias, à tem-
peratura ambiente.

Métodos

1. Análise físico-química do alimento

Os teores de BVT foram determinados na maté-
ria-prima e periódicamente após o processamento,
durante o período de um ano. Simultaneamente, foi
efetuada a reação de Éber, para gás sulfídrico no pes-
cado e determinadas a acidez, em ácido oléico, e a
rancidez no óleo de cobertura. Todas as determi-
nações foram efetuadas de acordo com as "Normas
Analíticas do Instituto Adolfo Lutz"20.

Os níveis de cromo e ferro nas sardinhas proces-
sadas foram determinados de acordo com o seguinte
procedimento:

Foram pesados, com exatidão, cerca de 1O g de
amostra drenada e homogeneizada, em erlenmeyers
de 125 ml, em triplicata. A cada recipiente, foram
adicionados 10 ml de HN03 isento de metais. Após
a reação inicial, os frascos foram colocados em cha-
pa elétrica com aquecimento moderado, até a seca-
gem. A temperatura foi então elevada progressiva-
mente até a carbonização da amostra. As amostras
foram então resfriadas e adicionadas de mais 10 ml
de HN03, iniciando-se novo aquecimento moderado
até a secura, seguido de elevação gradual da tem-
peratura. ° tratamento foi repetido até a obtenção
de resíduos branco-amarelados. Estes resíduos fo-
ram dissolvidos em solução de HN03 a 5% e trans-
feridos para balões volumétricos de 25 ml, comple-
tando-se o volume com a própria solução. Os teores
de cromo e ferro foram determinados por espectro-
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fotometria de absorção atômica com chama, em
aparelho Perkin-Elmer modelo 1100 B, usando-se
como padrões soluções de 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/
mL de cada elemento, preparadas a partir de
soluções-estoque de 1000 microgramas/mL. As con-
dições de leitura para o cromo foram as sugeridas
por Agget e O'Brien,

2. Análise microbiológica do alimento

Foram realizadas as contagens de bactérias
aeróbias e anaeróbias mesófilas e termófilas na ma-
téria-prima e após o processamento, semanalmente
até o quadragésimo dia. Posteriormente as contagens
foram espaçadas para seis meses e um ano, a contar
da data do enlatamento, utilizando metodologia con-
stante no Compêndio APHA2.

3. Análise das embalagens

As embalagens metálicas utilizadas para o
acondicionamento do pescado foram analisadas, at-
ravés de provas de cessão, para a verificação da
migração global, de acordo com a legislação es-
pecífica, Resolução 45/77 da Comissão Nacional
de Normas e Padrões para Alimentos (CNNPA)7, a
fim de avaliar a compatibilidade produto/
embalagem.

De acordo com a classificação dos alimentos e
sol ventes simulantes contida na Resolução 35/76 da
CNNPAIO, as sardinhas são consideradas como ali-
mentos do tipo Ill, e para os testes de simulação fo-
ram utilizados os solventes: água destilada, óleo de
soja e n-heptano.

Para reproduzir a vida-de-prateleira da sardinha
enlatada, os testes foram efetuados num período de
10 dias à temperatura de 40°C, no caso de água e
óleo de soja, e durante 30 minutos à temperatura de
20°C, quando se utilizou n-heptano.

Como parãmetros, foram considerados: resíduo,
arsênio e metais pesados (em chumbo), após prova
de cessão, variação nos caracteres organoléticos dos
sol ventes, índice de iodo e espectro na região do ul-
travioleta e visível do óleo de soja. Tais determi-
nações foram efetuadas segundo as "Normas
Analíticas do Instituto Adolfo Lutz"2o.

As determinações de ferro e cromo após as provas
de cessão foram efetuadas, nos solventes simulantes,
por espectrofotometria de absorção atômica, nas mes-
mas condições analíticas utilizadas para as amostras
de pescado descritas anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados das determinações de bases voláteis
totais (BVT), reações de Éber para gás sulfídrico,

TABELA I

Determinações de bases voláteis totais (BVT),
reações de Éber para gás sulfídrico, acidez, em ácido oléico

e reação de Kreis, durante o período de um ano, em
conservas de sardinha"

Fórmula (mg)

Dia Bases Reação Acidez, em ácido Reação
voláteis totais de Eberpara oléico noóleo de de

(g/100g) H2S cobertura (%) Kreis

01 0,047 negativo 0,20 nego
02 0,043 negativo 0,20 nego
04 0,040 positivo 0,21 nego
07 0,040 positivo 0,28 nego
09 0,037 positivo 0,35 nego
11 0,039 positivo 0,42 nego
30 0,052 leve/positivo 0,42 nego
60 0,042 leve/positivo 0,56 nego
90 0,052 negativo 0,71 nego
120 0,049 positivo 0,85 nego
150 0,046 leve/positivo 1,27 nego
180 0,047 positivo 1,27 nego
210 0,047 leve/positivo 1,41 nego
240 0,048 leve/positivo 0,85 nego
270 0,061 leve/positivo 0,85 nego
300 0,049 leve/positivo 0,85 nego
330 0,053 positivo 1,27 nego
360 0,048 leve/positivo 1,27 nego

* Análises efetuadas em duplicata.

acidez em ácido oléíco e reação de Kreis estão apre-
sentados na tabela 1.

No decorrer do período estudado, os teores de
BVT encontrados foram superiores ao limite
máximo estabelecido pela legislação para pescado
(0,030 g/100g)6. No primeiro dia após o processa-
mento foi encontrado um teor de 0,047 g/lOOg e nas
determinações seguintes os valores oscilaram entre
0,037 e 0,061 g/lOOg, sem tendência evidente de au-
mento ou diminuição.

Na matéria-prima, os valores encontrados for-
am, respectivamente, para sardinhas inteiras e
amostras evisceradas e descabeçadas, de 0,020 e
0,Q30 g/lOOg.

Os resultados das reações de Éber para gás
sulfídrico apresentaram-se ora positivos ora negati-
vos, não indicando correlação com os teores de BVT
encontrados nem com a análise microbiológica, a
qual, no período estudado, não revelou crescimento
microbiano.

A determinação da acidez em ácido oléico, no
óleo de cobertura, apesar de apresentar oscilações
durante o período de estudo, em nenhum momen-
to ultrapassou o limite máximo estabelecido, que
é de 2%.
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TABELA 2

Resultados obtidos nas provas de cessão realizadas nas embalagens metálicas,
antes do acondicionamento*

Tipo de solvente Resíduo Arsênio, em As Metais pesados, Cromo,emCr Ferro,emFe
(mgIKg) (mg/kg) em Pb (mg/kg) (mglkg) (mglkg)

Água destilada 13,2 <0,2 <2,0 0,07 0,0
n-Heptano 48,6 <0,2 <2,0 0,07 0,5

* Análises efetuadas em triplicata.

A reação de Kreis (ranço) no óleo de cobertu-
ra mostrou-se negativa no referido peóodo, reve-
lando ausência de alterações organoléticas neste
nível.

Os resultados dos testes de migração das emba-
lagens estão apresentados na tabela 2, e satisfazem a
legislação vigente.

A análise espectrofotométrica na região do
visível e ultravioleta do óleo que ficou em contato
com a embalagem não revelou mudança significativa
quando comparada ao óleo em contato com o vidro,
utilizado como referência, nas mesmas condições. O
índice de iodo deste foi de 131,08 e não variou quan-
do comparado ao óleo de referência, não evidencian-
do, portanto, migração de componentes do verniz
para o óleo. As embalagens não conferiram odores
ou sabores estranhos nem apresentaram alterações
físicas após os testes.

Os resíduos obtidos após evaporação dos sol-
ventes água e n-heptano, utilizados nas provas de
cessão, não revelaram níveis significativos de cro-
mo e ferro. Os resultados destes metais nas pro-
vas com óleo de soja não foram considerados
pois apresentaram-se discrepantes. Estas determi-
nações, apesar de não constarem na legislação,
foram efetuadas como parâmetro de comparação
para a avaliação dos níveis destes metais no pro-
duto enlatado.

Os níveis de ferro e cromo nas sardinhas enla-
tadas foram avaliados ao longo de um ano e en-
contram-se reunidos na tabela 3. Os resultados re-
ferentes à amostra 6 são atípicos e não devem ser
considerados (os dados analíticos não indicaram
contaminação e a aparência das latas que contin-
ham esta amostra não indicou degradação das mes-
mas). Os resultados não revelam tendência defini-
da de crescimento dos níveis desses metais ao
longo do tempo.
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TABELA 3

Níveis de cromo e ferro nas sardinhas enlatadas

Amostra Cr Desvio Fe Desvio
número (mglkg) padrão (mglkg) padrão

1 0,45 0,09 38,4 1,3
2 0,42 0,02 40,1 2,1
3 0,51 0,01 58;6 2,4
4 0,52 0,05 53,9 11,9
5 0,52 0,04 48,5 5,4
6 1,13 0,17 208,2 13,9
7 0,56 0,03 26,0 1,8

* Análises efetuadas em triplicata.

CONCLUSÃO

A embalagem estudada, de acordo com os testes
aplicados, demonstrou sua adequação ao produto.

Os níveis de cromo e ferro obtidos na análise das
embalagens demonstraram que estes elementos não
contaminam o produto.

Os resultados obtidos neste trabalho reforçam da-
dosobtidosporoutros autoresecomprovamalimitação
douso da reaçãodeÉber paragás sulfídrico.

Os valores de BVT apresentaram-se, desde o
início do estudo, superiores ao limite máximo esta-
belecido pela legislação, entretanto, os exames mi-
crobiológicos e organoléticos não demonstraram alte-
rações. Portanto, no caso de sardinhas enlatadas, este
parâmetro não fornece, isoladamente, conclusão so-
bre a qualidade do produto.

Sugere-se estudos adicionais, inclusive em dife-
rentes espécies de pescado, para a reavaliação do li-
mite máximo estabelecido para BVT, bem como es-
tudo de outros parâmetros de qualidade de pescado
(TMA, histamina, hipoxantina etc), para sua possível
inclusão na legislação brasileira.
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BACETTI, L.B. et alli - Sardines in edible oil l. Evaluation of official physical-chemical
parameters related with the microbiological examination and study of
product-packaging compatibility in relation to migrated compounds. Rev. Inst. Adolfo
Lutz: 54(1): 44-50, 1994.

ABSTRACT: Results of physical-chemical and microbiological analysis (according to
the Brazilian legislation) of canned sardines (Sardina pilchardus) in soybean oi! were
reported in this study. The compatibility between the packaging (chromated plate coated with
epoxi-phenolic vamish) and product in relation to migrated compounds was evaluated. Iron
and chromium levels that were found indicated that these elements present in the fish didn't
proceed from metalic packaging. Total volati!e bases (TVB) were higher than the limit
permitted (0,030 gll00g) and Éber reaction for hidrogen sulfide (H2S) was inconclusive.
These results didn't demonstrate any relation with microbiological analysis whose results
were in agreement with the legislation. The Éber reaction and TVB values were not
conclusive about the quality of this kind of product. Given the results we will suggest a
review of TVB values established by legislation and the necessity of new studies in different
fish species about other quality indicator parameters that have been referred to in literature.

DESCRIPTORS: Canned sardine (Sardina pilchardus), legislation, physical-chernical
and microbiological analysis, packaging, iron and chromium.
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RESUMO: O teor de colesterol é utilizado pela legislação vigente como parâmetro
no controle do número de ovos utilizados na fabricação de massas alimentícias. A
modificação proposta no procedimento analítico utilizado no Instituto Adolfo Lutz,
apresentou vantagens conduzindo a obtenção de resultados mais reprodutíveis e com maior
exatidão. Essas modificações foram com relação à extração do colesterol, bem como na
formação do complexo colorido responsável pela absorção medida
espectrofotométricamente. A metodologia proposta foi aplicada em amostras de ovos "in
natura", gemas liofilizadas e massas alimentícias com ovos, o que permitiu verificar que
44,44% das massas analisadas apresentaram teor de colesterol abaixo do limite mínimo
exigido pela legislação em vigor.

DESCRITORES: colesterol; determinação de colesterol; ovos e massas alimentícias.

INTRODUÇÃO

O colesterol é um dos compostos orgânicos mais
disseminados no reino animal, como tal faz parte da
composição dos ovos. O teor de colesterol é utiliza-
do pela legislação vigente como parâmetro para o
controle do número de ovos utilizados na fabricação
de massas alimentíciaslO•2e3.

Vários métodos têm sido utilizados para extração
e dosagem de colesterol em ovos, gemas e outros ali-
mentes", O InstitutoAdolfo Lutz, como Laboratório
de Saúde Pública do Estado de São Paulo, adota me-
todologia espectrofotométrica descrita no seu livro
de Normas Analíticas". Este método tem apresentado
dificuldades técnicas no que diz respeito à reprodu-
tividade dos resultados encontrados.

Com o objetivo de encontrarmos metodologia
analítica que permita a obtenção de resultados con-
fiáveis e de execução compatível com as con-
dições dos laboratórios de Saúde Pública, os au-
tores do presente trabalho buscaram modificações
no procedimento analítico adotado pelo Instituto
Adolfo Lutz.

MATERIAL E MÉTODOS

Material

Farinha de Trigo
Ovos in natura
Massas alimentícias
Gemas liofilizadas

* Realizado na Seção de Doces e Amiláceos do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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Reagentes:

Cloroformio P.A.
Anidrido acético P.A.
Acido acético glacial
Acido sulfúrico concentrado
Colesterol P.A.

Equipamentos:

Espectrofotômetro ***
Extrator de Soxhlet
Banho-Maria

Métodos:

Preparo da Mistura Reagente: Misturar 100 rnL
de ácido acétíco glacial, 110 ml de anidrido acético
e 10 mL de ácido sulfúrico concentrado em frasco
ambar com tampa. Conservar em geladeira e usar no
período de urna semana.

Curva Padrão: Preparar urna solução-mãe utili-
zando O,I00g de colesterol P.A. dissolvido em clo-
rofórmio e transferido para balão volumétrico de 100
rnL. A partir desta, preparar diferentes diluições to-
rnando-se alíquotas de 5, 10, 15,20, 25 e 30 mL em
balões volumétricos de lOOmL, completar o volume
com clorofórmio. Transferir 5rnL de cada urna des-
sas soluções para um tubo de ensaio envolto com
material opaco. Adicionar 5mL da mistura reagente.
Tampar o tubo, agitar e levar ao banho-maria à 37°C
por 20 minutos. Ler em espectrofotômetro à 625nm.
Traçar a curva padrão absorbância x Concentração
de colesterol.

Procedimentos: Pesar 2g da amostra finamente
pulverizada (que passe por um tamis de 20 mesh).
Colocar em cartucho de extração. Extrair com clo-
rofórmio em aparelho Soxhlet, durante 20 horas.
Retirar o cartucho com a amostra e reduzir o volume
do solvente no balão até cerca de 15 ml., destilando
o clorofórmio.

Transferir quantitativamente para um balão volu-
métrico de 50 rnL e completar o volume com o mes-
mo solvente.

Transferir 5 rnL do extrato para um tubo de
ensaio envolto em material opaco. Adicionar 5rnL
da mistura-reagente, Tampar o tubo, agitar e levar
ao banho-maria à 37°C por 20 minutos. Ler em
espectrofotômetro à 625nm. Determinar o teor de
colesterol usando a curva padrão previamente es-
tabelecida.

Teste de recuperação do colesterol: Para testar a
metodologia proposta foi utilizada farinha de trigo

*** MICRONAL Espectrofotômetro B382
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adicionada de colesterol P.A. na concentração de
1%. Foram tornadas 3 porções de 2g da mistura pre-
parada e seguida a metodologia modificada.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A curva padrão para a determinação de colesterol
segundo a metodologia proposta, encontra-se na fi-
gura l.

0,50

0,40

0,30

0,20

0,10

O~ ~ '- r- __-. -. m~g

O 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

FIGURA 1

ABSORBÂNCIA X CONCENTRAÇÃO

O Teste de recuperação do colesterol adiciona-
do à farinha de trigo apresentou índices de coles te-
rol de 0,99, 1,04 e 0,93 g/lOOg, indicando urna re-
cuperação média de 99%. A extração contínua em
Soxhlet evita as possíveis perdas do processo de re-
corte das bordas do papel de filtro utilizado no mé-
todo descrito no livro de Normas Analíticas do Ins-
tituto Adolfo Lutz", A substituição de proveta
graduada por balão volumétrico para diluição do
extrato para um volume conhecido, é muito mais
adequada e permite maior precisão.

A reação de LIEBERMAN-BUCHARD modifi-
cada por SHEFTEL, sofre interferência da luz, tem-
peratura e quantidade de ácido sulfúrico utilizado,
além do que o material usado deve estar rigorosa-
mente seco", Assim, a proposta de utilização de tu-
bos de ensaio envoltos em material opaco e o con-
trole da temperatura do banho-maria são
fundamentais para se obter um resultado confiável.
Quanto à medida do reduzido volume de ácido
sulfúrico de 0,2 mL, indicado no método tradicio-
nal 7, toma-se muito mais difícil a sua precisão,
urna vez que este ácido concentrado é extrema-
mente viscoso e a permanência de urna pequena
quantidade nas paredes da pipeta, pode levar a re-
sultados não reprodutíveis. A utilização de urna
mistura-reagente, previamente preparada em pro-
porção definida, revelou ser mais adequada por
apresentar resultados mais exatos, provavelmente
pela maior pdaridade do meio reagente ".
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A metodologia proposta foi aplicada em ovos "in
natura" e em massas alimentícias com ovos, expos-
tos à venda no comércio da cidade de São Paulo e
em gemas liofilizadas. Os resultados encontrados
estão nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1

Teor de colesterol em Ovos "in natura" e em Gemas
liofilizadas

Concentração de Colesterol

Amostra Ovos "innatura" (clara+gema) Gema liofilizadas

gllOO g glovo gll00 g

A 0,404 0,211 1,463
B 0,425 0,222 1,163
C 0,431 0,225 1,475

Média 0,420 0,219 1,367

TABELA 2

Teor de colesterol em Massas Alimentícias com Ovos

Concentração de Colesterol (glIOOg)

0,0411
0,0419
0,0381
0,0412
0,0587

0,0466
0,0506
0,0660
0,0575

O teor médio de colesterol de 0,219 g/ovo, encon-
trado nas análises dos ovos "in natura", é com-
parável com os teores registrados na literatura em
trabalhos realizados por JIANG et a18, BEYER &
JENSENl, que obtiveram 195 e 198 mg/ovo respec-
tivamente. Destacamos que estes trabalhos citados
utilizaram Cromatografia Líquida de Alta Eficiência

(CLAE), método este de difícil utilização nos Labo-
ratórios de Saúde Pública, em suas atividades rotinei-
ras de controle e fiscalização dos alimentos, em
função do seu alto custo.

Utilizando o método colorimétrico de ZLATKIS
et al, FERREIRA & CAMPOS4, obtiveram em mé-
dia 1238 mg/l00g de gema. Na Tabela de Compo-
sição Química dos Alimentos de FRANCOs, o valor
de colesterol para gema de ovos é de 1500mg/l00g.
Assim, o teor médio de colesterol em gemas liofili-
zadas de 1,367 g/lOOg encontrado pela aplicação do
presente método está de acordo com o registrado
pela literatura.

Com relação as massas alimentícias com ovos, os
resultados encontrados indicam que 44,44% (4 das 9
amostras analisadas), estão em desacordo com a le-
gislação vigente, que exige o teor mínimo de 0,45 g
de colesterol por kg, para receber a denominação de
"Massa com Ovos".

CONCLUSÕES

As modificações propostas no presente trabalho,
apresentam vantagens, pois conduzem a obtenção
de resultados mais reprodutíveis, com maior exa-
tidão e com menor fonte de erro analítico, além da
suapraticidade.

De acordo com os resultados encontrados, ex-
pressiva parcela das Massas Alimentícias com Ovos,
expostas à venda no comércio da cidade de São Pau-
lo, não está sendo preparada com adição de quanti-
dade de ovos exigida pela legislação em vigor.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos ao pesquisador Paulo .Tiglea pela
colaboração prestada na realização deste trabalho.

RIALA61761

MARSIGLIA, D.A.P.; GARBELOTTI, M.L.; FLORA, C.; ZENEBON, O. & LEONARDO,
M.V. - Cholesterol: modifications in oficial methodology in the Adolfo Lutz Institute
and its quantification in the food paste. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 54(1): 51-4, 1994.

SUMMARY: The actual legislation use the cholesterol concentration as the control
parameter in the number of eggs for food paste fabrication. The proposed modification in the
analytical procedure utilized in the Adolfo Lutz Institute, presented advantages such as better
reproduction and more accuracy. These modifications are, the cholesterol extration, as well
as the color complex formation measured in the spectrophotometer. The proposed
methodology was applied in samples of "in natura" eggs, dehydrated yolk and food paste
with eggs. This fact permited verify that 44,440/0 of the paste analysed present cholesterol
concentration down of the Iimit required by the legislation.

DESCRIPTORS: Cholesterol; cholesterol determination; eggs and food paste.
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RESUMO: Entre junho e novembro de 1992,estudamos 42 aspirados de medula óssea de
pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), grupo IV-C (classificação
CDC, 1986), para avaliarmos as alterações morfológicas, qualitativas e quantitativas,
decorrentes desta síndrome. Os critérios clínicos para a realização dessas punções foram: febre
persistente, anemia, leucopenia, trombocitopenia ou uma combinação dessas anormalidades.
Na medula óssea encontramos predomínio de hipocelularidade (71,4%), alterações
mielodisplásicas em todos os casos, eosinofilia (19,0%), plasmocitose (45,2%), linfopenia
(21,4%) e macrófagos em número aumentado (16,7%). No sangue periférico observamos
anemia (81,0%), leucopenia (59,5%), neutropenia (42,9%), linfopenia (88,0%), plaquetopenia
(33,3%) e pancitopenia (38,0%). As causas dessas anormalidades são múltiplas: infecções
oportunistas, medicamentos mielosupressores,mecanismos imunológicos e ação direta doHIV
sobre células progenitoras damedulaóssea e célulasmaduras do sangueperiférico.

DESCRITORES: Medula óssea, Míelo-supressores, SIDA.

INTRODUÇÃO

Em 1978, SEAMAN et a156, descreveram uma
transformação gelatinosa na medula óssea de pa-
cientes portadores de desnutrição severa, perda ex-
cessiva de peso e anemia.

RISDALL et a152, em 1979, observaram na medu-
la óssea de pacientes imunodeprimidos, uma hiper-
plasia histiocítica com uma "síndrome hemofa-
gocítica" associada à infecção viral ativa.

Em 1981, o Centers for Disease Control (CDC)
de Atlanta (EUA), divulgou os 5 primeiros casos de
Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (SIDA),
em homossexuais que apresentavam pneumonia por
Pneumocystis carinii e/ou sarcoma de Kaposi-",

Em maio de 1983, BARRÊ-SINOUSSI et alI, do
Instituto Pasteur de Paris, isolaram de um paciente

com SIDA um novo retrovírus (o atual HIV-l), e
consideraram esse microorganismo, como agente
causador daquela síndrome.

SPIVAK et al6o, em dezembro de 1983, foram os
primeiros a descreverem um caso de SIDA com pan-
citopenia periférica e medula óssea hipocelular, com
linfócitos atípicos. SPIV AK et a161, em 1984, des-
creveram em medula óssea de pacientes com SIDA,
uma infiltração por plasmócitos, linfócitos e
macrófagos; estes últimos com fagocitose de
eritrócitos, leucócitos e plaquetas.

A partir desta data, outros trabalhos foram
publicados, demonstrando cada vez mais que, as
alterações hematológicas no sangue periférico e na
medula óssea, são frequentes em pacientes com
SIDA3.5,lo,2o,2I,22,30,34,40,46,54,55,56,58,66,73,74.

O presente trabalho tem como objetivo analisar

* Realizado no Instituto de Infectologia Emílio Ribas e no Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central.
** Do Instituto de Infectologia Emílio Ribas.
*** Do Instituto Adolfo Lutz.
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as principais características morfológicas, qualitati-
vas e quantitativas, encontradas em aspirados de me-
dula óssea (mielogramas) de pacientes com SIDA,
internados no Instituto de Infectologia Erru1io Ribas,
São Paulo.

MATERIAIS E MÉTODOS

No período de junho a novembro de 1992, estu-
damos no Instituto de Infectologia Emílio Ribas e
Instituto Adolfo Lutz 42 aspirados de medula óssea
de pacientes portadores da Síndrome de Imunodefi-
ciência Adquirida.

Esses pacientes estavam internados no Instituto
de Infectologia Emílio Ribas, eram adultos e perten-
ciam ao Grupo IV C, da classificação CDC (Centers
for Disease Control) de 1986, para a infecção pelo
HIV5. Esses pacientes apresentavam infecções se-
cundárias oportunistas e/ou pelo menos uma indi-
cação da existência de um transtorno da imunidade
celular.

Os critérios clínicos para a realização dessas
punções foram: febre persistente (temperatura >
37,8°C) sem foco infeccioso aparente, sangue peri-
férico com hemoglobina < 10 gldL, leucócitos <
4.000/mm3, plaquetas < l00.000/mm3 ou a combi-
nação dessas anormalidades.

Esses pacientes, em sua maioria, no momento da
punção, faziam uso de algum tipo de medicamento.

As punções aspirativas de medula óssea foram
colhidas de manúbrio, com agulhas 30 x 10 com
mandril e seringas descartáveis de 20ml, no mesmo
dia que os hemogramas foram realizados.

Os esfregaços de medula óssea foram corados
com corante panóptico de Leishman e examinados
em microscópio óptico comum, com contagem e
análise morfológica de 500 células, para a obtenção
do mielograma.

RESULTADOS

Na ocasião da coleta da medula óssea observa-
mos pacientes com temperatura acima de 37,8°C,
com hepatomegalia, esplenomegalia, hepatoesple-
nomegalia, fazendo uso de um ou mais tipos de me-
dicamentos (antibacterianos, antifúngicos, anti-
viróticos etc) anemia, leucopenia, neutropenia,
linfopenia, plaquetopenia e pancitopenia. Em todos
os pacientes encontramos presentes pelo menos
duas anormalidades acima citadas. Na tabela 1,
apresentamos essas anormalidades em relação ao
número de pacientes estudados.

Os achados morfológicos, qualitativos e quantita-
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TABELA 1

Anormalidades observadas antes da coleta da médula óssea
(n = 42 pacientes)

Anormalidades Número de %
pacientes

Temperatura> 37,8°C 32 76,2
Hepatomegalia 12 28,6
Esplenomegalia 04 9,5
Hepatoesplenomegalia 03 7,1
Fazendo uso de medicamentos 35 83,3

Sangue periférico:

Pancitopenia 16 38,0
Anemia (Hb < 10,0gldL) 34 81,0
Leucopenia « 4.oo0/mm3) 25 59,5
Neutropenia « 2.000/mm3) 18 42,9
Linfopenia « l.OOO/mm3) 37 88,0
Plaquetopenia « l00.0oo/mm3) 14 33,3

Duas ou mais anormalidades presentes 42 100,0

Hb = hemoglobina

tivos, dos aspirados de medula óssea encontram-se
na tabela 2.

A relação G/E (Granulócitos/Eritoblastos) média
foi de 4,211,0, e as variações mínima e máxima desta
relação foram 0,9/1,0 e 19,0/1,0, respectivamente.

A eritropoese frequentemente foi mista, composta
por elementos normoeritroblásticos, macroeritro-
blásticos e microeritroblásticos.

As alterações mielodisplásicas foram um achado
frequente. Todas as amostras apresentaram displasia
em mais de uma série. A displasia mais frequente-
mente observada foi da série granulocítica. A
disgranulopoese foi caracterizada pela perda do sín-
cronismo de maturação núcleo/citoplasmático, multi-
nucleação, hipogranulação citoplasmática, elementos
pelgeróides, megaloblastóides e células monocitóides.

A diseritropoese foi caracterizada pela perda do
sincronismo de maturação núcleo/citoplasmático,
multinucleação, irregularidades nucleares, formação
de pontes cromatínicas internucleares e elementos
megaloblastóides. A dismegacariopoese foi caracte-
rizada por núcleos picnóticos, hipolobulação ou hi-
perlobulação nuclear.

Na tabela 3, apresentamos as médias aritméticas
e as variações mínimas e máximas dos percentuais
das principais células encontradas nas medulas
ósseas estudadas.

Na tabela 4, apresentamos as principais senes
medulares e suas celularidades, em relação à valores
hematológicos do sangue periférico.
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TABELA 2 TABELA 3

Médula óssea: principais achados morfológicos qualitativos
e quantitativos (n = 42 pacientes)

Achados medulares Número de %
pacientes

Celularidade total:

- Normocelular
- Hipercelular
- Hipocelular

Série Granulocítica:

- Normocelular
- Hipercelular
- Hipocelular
- Parada de maturação em pro-

mielócitos I mielócitos
- Assincronismo de maturação núcleo

I citoplasmático
- Hipersegmentação de neutrófilos
- Microvacuolização citoplasmática
- Hipergranulações citoplasmáticas

Série Vermelha:

- Normocelular
- Hipercelular
- Hipocelular
- Parada de maturação em eritroblas-

tos basófilos
- Assincronismo de maturação núcleo
I citoplasmático

- Eritropoese normoeritroblástica
- Eritropoese microeritroblástica
- Eritropoese macroeritroblástica
- Pontilhado basófilo
- Polinucleação
- Corpúsculo de Howell-Jolly

Série Megacariocítica:

- Normocelular
- Hipocelular
- Normoplaquetogênica
- Hipoplaquetogênica
- Hiperlobulação nuclear

Alterações Mielodisplásicas:

- disgranulopoese
- diseritropoese
- dismegacariopoese
- displasia em mais de uma série

Eosinofilia (> 5,5%)
Plasmocitose (> 3,5%)
Linfopenia « 5,0%)
Linfocitose (> 17,0%)
Macrófagos em número aumentado
Macrófagos com eritrofagocitose
Macrófagos com leucofagocitose

10
2

30

23,8
4,8

71,4

13
17
12

30,9
40,5
28,6

10 23,8

37
5
7
8

88,0
11,9
16,7
19,0

14
12
16

33,3
28,6
38,1

3

4
39
14
40
10
7
6

9,5
92,8
33,3
95,2
23,8
16,7
14,3

8
34
28
14
5

19,0
81,0
66,7
33,3
11,9

37
8
6

42

88,0
19,0
14,3

100,0

8
19
9
3
7
3
2

19,0
45,2
21,4
7,1
16,7
7,1
4,8

Médula óssea: médias aritméticas e variações mínimas e
máximas dos percentuais das principais células encontradas

(n = 42 pacientes)

Médias
artímétícas (%)

Variação
(%)

7,1

Hemocitoblastos 0,04 ° a 0,4

Mieloblatos 2,6 0,4 a 4,8

Promielõcitos 5,9 1,0 a 28,4
Mielócitos 6,3 1,0 a 12,4
Metarnielócitos 7,4 2,0 a 19,8
Bastonetes 11,6 1,0 a 24,4
Segmentados 23,3 3,0 a 54,6

Eosinófilos 3,4 0,2 a 8,8
Basófilos 0,4 0,0 a 1,2

Linfócitos 8,2 2,0 a 27,6
Monócitos 1,0 0,2 a 3,2
Plasmócitos 3,5 0,2 a 9,0

Proeritroblastos 1,3 O,Oa 4,6
Eritroblastos basófilos 3,9 0,6 a 11,8
Eritroblastos policromãticos 13,9 2,2 a 51,2
Eritroblastos ortocromáticos 4,7 1,0 a 15,2

Megacariócitos 0,23 0,0 a 0,8

Mitoses na Série Vermelha 0,1 0,0 a 0,6
Mitoses na Série Granulocítica 0,13 O,Oa 0,6

Macrófagos 0,3 0,0 a 1,6

DISCUSSÃO

Na maioria dos pacientes com SIDA ocorrem al-
terações da hematopoese e citopenias no sangue peri-
férico. Os mecanismos responsáveis por essas alte-
rações não são bem conhecidos e podem atuar tanto
nas células precursoras da medula óssea, quanto nas
células maduras do sangue periférico.

No sangue periférico é descrito anemia, leucope-
nia, neutropenia, linfopenia, plaquetopenia e pancito-
penia- 10,21,22.39.40.42.46,53,58,61,66,68,73.74.

Na medula óssea podem ser encontradas alterações
em todas as séries, possivelmente secundárias à repli-
cação do HIV neste local 12,16,18,33.41.63.64,infecções
oportunistas 2,15,27,28,29,31,32,35,38,45.48,50,59.60,70.72,meca-

nismos imunesI2.62.67 e/ou ao uso de medicamentos po-
tencialmente mielo-supressores 17.21,22.26,34,46,47,51,76.

Todos os pacientes estudados apresentaram alte-
rações medulares, qualitativas e quantitativas.

A relação GranulócitoslEritroblastos (GIE) média
foi de 4,211 ,0, ficando próxima aos valores da nor-
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TABELA 4

Médula óssea e sangue periférico: correlação entre série e
celularidade medular, com valores hematológicos do

sangue periférico (n = 42 pacientes)

Médula óssea Sangue periférico

Série Celularidade Valores hematológicos
n° pacientes (%)

Neutrófilos

>2.000/mm3 <2.000/mm3

normocelular 6 (14,3%) 3 (7,1%)
Gran hipocelular 8 (19,0%) 7 (16,7%)

hipercelular 12 (28,6%) 6 (14,3%)

Hemoglobina

> 10,0 gldL < 10,0 gldL

normocelular 2 (4,8%) 7 (16,7%)
Verm hipocelular 2 (4,8%) 16 (38,1%)

hipercelular 3 (7,1%) 12 (28,5%)

Plaquetas

> 100.OOO/mm3< 100.000/mm3

normocelular 6 (14,3%) 1 (2,4%)
Mega hipocelular 20 (47,6%) 15 (35,7%)

hipercelular O (0,0%) O (0,0%)

Gran: Granulocítica, Verm: Vermelha, Mega:
Megacariocítica.

malidade (2/1 a 4/1), entretanto, a hipercelularidade
granulocítica observada em alguns casos elevou esta
relação à valores muito altos, como por exemplo 191
1. Uma possível explicação para esta relação GIE
exacerbada seria um mecanismo medular compen-
satório à neutropenia, frequentemente encontrada
nesses doentes. Outros autores também encontraram
relações GIE aumentadas em pacientes com
SIDA5.11.21.56.

Na literatura, a hipocelularidade medular em pa-
cientes com SIDA varia de zero a
40%5.21.44.56.58.62.66.73.

Encontramos 71,4% de aspirados medulares hipo-
celulares. KARCHER & FROST34, estudando medu-
la óssea de pacientes dos grupos 11 a IY (SIDA), en-
contraram 13% de hipoceluraridade. Outros estudos
também mostraram divergências na celularidade
medularS·2o.25.44.56.58.62.66.73.Isto decorreu, provavel-
mente, do fato de que esses trabalhos terem sido
realizados com pacientes em diferentes fases da in-
fecção pelo HIY e os materiais de medula óssea obti-
dos através de diferentes formas de coleta (bíõpsia,
aspirado e "imprint").
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As alterações mielodisplásicas são seguramente
fatores importantes para o aparecimento das citope-
nias no sangue periférico. A etilogia dessas alte-
rações em pacientes com SIDA é desconhecida,
parecendo ser resultado de uma hematopoese inefi-
caz. SCHNEIDER & PICKER56, foram os primeiros
a descreverem alterações displásicas nas células da
medula óssea de pacientes com SIDA. Outros au-
tores também descreveram alterações mielo-
displásicas em pacientes com SIDA5.11.13.25.34.66.73.

Nossos pacientes apresentavam condições
clínicas favoráveis para desenvolverem alterações
mielodisplásicas: infecção pelo HIY, infecções opor-
tunistas (tuberculose, micoses profundas, infecções
bacterianas e virais) e uso de medicamentos poten-
cialmente mielo-supressores (antibacterianos, an-
tifúngicos e anti virais).

Todas as medulas ósseas estudadas apresentaram
algum grau de displasia. Na literatura, a incidência
de mielodisplasia em pacientes com SIDA é de 50 a
100%11.22.34.56.74.Esta variação, provavelmente, é
decorrente da fase clínica em que a doença é estuda-
da, da terapêutica em uso e dos critérios estabeleci-
dos para se caracterizar mielodisplasia.

Os critérios morfológicos adotados por nós para
caracterizarmos alterações mielodisplásicas foram os
do Grupo Cooperativo FAB (The French-American-
British Co-operative Group)".

O HIY tem a capacidade de infectar vários tipos
de células, principalmente linfócitos T e B, pro-
mielócitos, eosinófilos, megacariócitos/plaquetas e
monócitos/macrófagos 16.18.24.75.As céluas progenito-
ras da medula óssea de pacientes com SIDA, aparen-
temente podem ser afetadas pelo
HIyl2·18.25.33.37,41.63.64.DONAHUE et a112,acreditam
que pelo menos uma pequena população de células
progenitoras sejam infectadas pelo HIY, contribuin-
do para a presença de citopenias.

A incidência de leucopenia em pacientes com
SIDA varia de 57 a 76%, e em geral é por granuloci-
topenia, linfopenia, ou ambas5.21. A neutropenia no
sangue periférico pode ser decorrente da ação do
HIyI2.18.25,33,37,4I,63,64 ou de medicamentos
mielo_supressoresI6.21,22.26,34,46,47.51sobre células pro-
genitoras, promielócitos (parada de maturação em
promielócitos/mielócitos), do assincronismo de ma-
turação núcleo/citoplasmático (bloqueio ou deficiên-
cia de folato ou Vitamina BI2)22.33,73e por anticor-
pos antineutrófilos'êé? que atuariam sobre as células
precursoras da medula óssea e células maduras do
sangue periférico. Encontramos no sangue periféri-
co, 59,5% de pacientes com leucopenia, 42,9% com
neutropenia e 88,0% com linfopenia. GANSER22 en-
controu leucopenia em 35% dos pacientes com
SIDA, e acredita que a patogênese das citopenias
não pode ser atribuída a um só mecanismo, pois é
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variada e controvertida. LEIDERMAN et a136,detec-
taram "in vitro", em cultura de medula óssea de pa-
cientes com SIDA, uma glicoproteína inibidora da
granulopoese. DONAHUE et al12e MOLINA et al41
encontraram em culturas de medula óssea de pa-
cientes com SIDA, uma resposta normal das células
progenitoras aos hormônios hematopoéticos,

A incidência de anemia em pacientes com SIDA
varia de 70 a 95%21.73.A anemia pode ser causada
por: ação do HIVI2.18,25,33,37.41.63.64ou de medicamen-
tos mielo_supressoresI6,21.22.26,34,46,47.51sobre células
progenitoras, eritropoese ineficaz (bloqueio ou defi-
ciência de folato, vitamina B12 e eritropoetina) que
tomaria as células progenitoras mais suscetíveis às
agressões22.33,73, hemólise causada por anticor-
pOS73.74, mecanismo de anemia de doença
crônica5.21.34,40.66,associação com infecção por mico-
bactérias atípicas2,23e eventualmente por Haemobar-
tonellae, microorganismos oportunistas que parasi-
tam eritrócitos de pacientes com SIDA 14.

Encontramos anemia em 81% dos casos. ZON et
a173,encontraram anemia em cerca de 70% dos pa-
cientes com SIDA estudados e detectaram anticorpos
antieritrocitários (Coombs direto positivo) e anticor-
pos séricos (Coombs indireto positivo), respectiva-
mente, em 21% e 16% dos pacientes com HIV que
tinham recebido transfusões.

A presença de anticorpos antiplaquetas é uma
causa importante de trombocitopenia observada em
pacientes com SIDA42,49,65,67,69,71,73,74.Segundo ZON
et al73, a trombocitopenia ocorre em cerca de 45%
dos pacientes com SIDA e seria decorrente de uma
destruição imune das plaquetas circulantes. A pre-
sença do HIV em megacariócitos e plaquetasl9,33,41,75
poderia também explicar a trombocitopenia. Encon-
tramos 33,3% dos pacientes com trombocitopenia e
na medula óssea a hipocelularidade da série mega-
cariocítica foi observada em 81% dos casos.

Outros achados medulares por nós observados,
como: eosinofilia, plasmocitose, linfocitose, aumen-
to do número de macrófagos, eritrofagocitose e leu-
cofagocitose, coincidem com a maioria dos trabalhos
realizados5,9,20,21,22,34,44,58.62,66.73.74e mostram que a

medula óssea é um órgão reacional, frente ao quadro
infeccioso instalado.

FRONTIERA & MYERS21 e COSTELOIO, obser-
varam em pacientes com SIDA a presença de citope-
nias periféricas em contraste com medulas ósseas hi-
perplásicas. Em vários pacientes (tabela 4), não
conseguimos correlacionar os achados do sangue peri-
férico com os da medula óssea: em 9 pacientes (21,4%)
com neutropenia no sangue periférico, a medula óssea
apresentava série granulocítica normocelular ou hiper-
celular, com maturação normal; em 19 pacientes
(45,2%) com hemoglobina abaixo de 10 g/dL, a série
vermelha medular era normocelular ou hipercelular,
com maturação normal e, em 20 pacientes (47,6%)
com número normal de plaquetas, encontramos na me-
dula óssea, hipocelularidade megacariocítica.

É possível que a discrepância entre medula óssea
e sangue periférico tenha múltiplas causas, como por
exemplo a esplenomegalia, hepatomegalia, hepatoes-
plenomegalia, mecanismos imunes e mecanismos
medulares compensatórios.

CONCLUSÕES

Nosso estudo demonstra que todos os pacientes
com SIDA, grupo IV C, apresentaram medula
óssea com alterações morfológicas, qualitativas e
quantitativas.

A Hipocelularidade medular foi um achado pre-
dominante. As alterações mielodisplásicas foram en-
contradas em todos os casos, comprometendo mais
de uma série medular. Esses achados, provavel-
mente, foram decorrentes de múltiplas causas:
infecção pelo HIV, ação de medicamentos
mielo-supressores, mecanismos imunes e infecções
oportunistas associadas.

A medula óssea é um orgão alvo na Síndrome da
Imunodeficiência Adquirida.

Futuros trabalhos poderão melhor elucidar as al-
terações medulares encontradas e os mecanismos fi-
siopatológicos envolvidos nesta síndrome.
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ABSTRACT: Fromjune to november 1992, we have studied 42 bone marrow aspirates
from patients with AIDS, group IV-C (CDC classification, 1986) to assess the
morphological, qualitative and quantitative, alterations due to this syndrome. The clinical
criteria for the realization of these punctures were: persistent fever, anemia, leukopenia,
thrombocytopenia or a combination of these abnorrnalities. In bone marrow aspirates we
found hypocellularity predominance (71,4%), myelodysplasic alterations in all cases, as well
as eosinophilia (19,0%), plasmacytosis (45,2%), Iymphopenia (21,4%) and an increased
number of macrophages (16,7%). In the peripheral blood we found anemia (81,0%),
leukopenia (59,5%), neutropenia (42,9%), Iymphopenia (88,0%), thrombocytopenia (33,3%)
and pancytopenia (38,0%). The causes of these abnorrnalities are multiple: opportunistic
infections, drug therapy, immunological mechanisms and the direct action of HIV on
hemopoietic progenitor cells of the bone marrow and peripheral blood mature cells.

DESCRIPTORS: Bone marrow, AIDS.
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RESUMO: Haemophilus influenzae isolado de líquido cefalorraquidiano foi avaliado
quanto ao perfil de sensibilidade a antimicrobianos no teste de difusão em ágar e concentração
inibitória mínima (CIM). A sensibilidade de 98 cepas foi comparada em relação à ampicilina
no teste de difusão em ágar com inóculo 108 UFC/rnL (tubo 0.5 da escala de MacFarland) e
dilluído 1()-2 o qual corresponde a uma concentração final de aproximadamente 106
UFC/rnL. Nos testes de difusão em ágar no qual o inóculo 108 UFC/rnL foi usado, 56 cepas
foram resistentes ampicilina, ao passo que quando o inóculo 1Q6 UFC/rnL foi testado, 10
dessas cepas foram resistentes. No teste de concentração inibitória mínima somente 10 cepas
apresentaram CIM ~ 2mcg!rnL, resultados estes que foram compatíveis com o halo de
inibição no teste de difusão em ágar, em ambas as concentrações. A correlação do inóculo 108
UFC/rnL e 106 UFC/rnL no teste de difusão em ágar usando ampicilina, cefalotina,

cefoxitina, fosfomicina, penicilina e sulfatrim, mostrou que a diluição do inóculo é fator
significativo na determinação da sensibilidade das cepas principalmente quando testadas com
antimicrobianos betalactâmicos. Esta observação conduziu à padronização do inóculo 1Q6
UFC/rnL para H. influenzae, visando a obtenção de resultados reprodutíveis e confiáveis.

DESCRITORES: Haemophilus influenzae, meningite bacteriana, teste de sensibilidade
a antimicrobianos, betalactâmicos.

INTRODUÇÃO utilização de tratamentos alternativos, assim como
testes de sensibilidade a antimicrobianos que condu-
zam a uma resposta rápida e confiáveI14,1I,1O.Haemophilus influenzae é um dos principais

agentes responsáveis por meningites bacterianas em
todo o mundo a acomete fundamentalmente crianças
na faixa etária de 0-5 anos de idade".

O método de difusão em ágar constitui-se em um
dos principais instrumentos utilizados para esta final-
idade e, segundo alguns autores, mostra-se eficiente
apenas mediante a observação de critérios es-
pecíficos7,g,14. Considerando que o inóculo utilizado
pode ser crítico para um teste de sensibilidade repro-
dutível e confiáveI1,8.12, avaliamos a padronização do

O diagnóstico precoce e o tratamento à base de
ampicilina têm contribuído marcadamente para o
controle dessa infecção, Nos últimos anos, com sur-
gimento de cepas resistentes, tem sido necessária a
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mesmo em cepas de Haemophilus influenzae, através
da utilização do meio ágar Mueller-Hinton suple-
mentado com 5% de sangue de cavalo, devido ao seu
baixo custo, operacionalidade e ampla difusão em
nosso país.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras. Foram estudadas, no período de 1989
a 1990, um total de 98 cepas de Haemophilus in-
fluenzae isoladas de líquido cefalorraquidiano na
Seção de Bacterologia do Instituto Adolfo Lutz. O
crescimento e manutenção das cepas foi feito em tu-
bos contendo ágar chocolate a 10% (sangue de cava-
lo e infusão de cérebro e coração (BHI), e incubados
a 37°C a uma atmosfera de 5 a 10% de C02. Staphy-
lococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coZi
ATCC 25922 foram usadas como cepas controles.

Meios de cultura. Foram utilizadas placas de ágar
Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue de
cavalo para os testes de difusão em ágar e ''Tryptic
soy broth" (T.S.B.) suplementado com 2% de fatores
de crescimento, nicotinamida adenina dinucleotídeo
(fator V) e hemina (fator X), para os testes de con-
centração inibitória mínima (CIM).

Testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos.

Teste de difusão em ágar: Foram realizados segun-
do BAUER et alii e Normas do "National Committee

for Clinical Laboratory Standars" (NCCLS)(1,8), em-
pregando-se discos de ampicilina Iüug, cefalotina 30
ug, cefoxitina 30 ug, fosfomicina 30 ug, penicilina 10
U, sulfatrim (sulfametoxazol-trimetoprim) 251lg,
(marca CECON). Imediatamente após o isolamento
das cepas, as mesmas foram subcultivadas em ãgar
chocolate BHI a 10% e incubada a 37°C a uma atmos-
fera de 5 a 10% de C02 durante 18-24h. A seguir,
com o auxílio de alça bacteriológica, as cepas foram
homogeneizadas em 5 ml de solução fisiológica
0.85%, ajustando-se a turbidez da suspensão de acor-
do com o tubo 0.5 da escala de MacFarland. Padroni-
zado o inóculo, foram feitas diluições 10-2, semean-
do-se por inundação estas diluições e também
suspensões na escala 0.5 de MacFarland em placas de
ágar Mueller Hinton chocolate a 5%. Após secagem
por 15 minutos, os respectivos discos de antimicrobi-
anos foram colocados à superfície do meio e as placas
incubadas a 37°C. A leitura dos halos de inibição foi
realizada após 18 a 24 horas de incubação.

Determinação da concentração inibitória mínima:
A CIM para ampicilina foi determinada pelo método
de macrodiluição, em caldo TSB, suplementado com
2% de VX. As concentrações do antimicrobiano utili-
zadas foram 0.061lglrnL a 321lglm18. A concentração
final do inóculo foi de aproximadamente 105 ug/ml,
(unidade formadora de colônia). A leitura da CIM foi
realizada após 24 horas de incubação a 37°C. A CIM
foi definida como a menor concentração do antimi-
crobiano que impediu a turvação do meio de cultura
observado macroscopicamente.
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FIGURA 1

Correlaçãoentre a concentraçãoinibitóriamínima (CIM)e o diâmetrodo halode inibiçãoobtidos no teste de difusãoem
Ágar. (A) inoculo 1:100 (B) inóculo 108 UFC/rnL.

65



CASAGRANDE, S.T.; VIEIRA, M.P.P.; LANDGRAF, I.M.; ANTUNES, J.L.F.; Influência da concentração do in6culo de
cepas de haemophilus influenzae em testes de sensibilidade a antimicrobianos. Rev. Inst. Adolfo Lutz , 54( 1): 64-8, 1994.

Teste de Beta Lactamase. Todas as cepas foram
testadas para a verificação da presença da enzima
beta-lactamase pelo método íodornétríco".

Análise Estatística. Os resultados encontrados
foram submetidos a análise estatística, empregando-
se os métodos do Teste de qui-quadrado e de re-
gressão linear conforme descritos por SPIEGEL(12).

RESULTADOS

A relação entre o CIM e o diâmetro do halo de in-
ibição para ampicilina é mostrada na Fig.l (A) e (B).

Dentre as 98 cepas estudadas, 10 produziram a en-
zima beta-lactamase e apresentaram CIM :?!2J.!glmL.
Destas, 3 apresentaram halo de inibição e 20mm.

A influência da concentração do in6culo no
padrão de sensibilidade das cepas analisadas foi ob-
servada em função da variação do diâmetro do halo
de inibição obtido. Utilizando-se in6culo diluído
1:100, 88 cepas apresentaram halo de inibição
:?!2Omm (Fig.IA), e enquanto que, com o in6culo
108UFC/mL, 56 cepas apresentaram halo de inibição
~19mm. O NCCLS8 recomenda diâmetro de ini-
bição para ampicilina ~19mm e :?!2Omm para resis-
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FIGURA 2

Correlação in6culo 108 UFC/mL e 1()6 UFC/mL no teste de
difusão em ágar, através de correlação linear

AP- ampicilina 10 J.lg
CF- cefalotina 30 J.lg
CT- cefoxitina 30 ug

FO- fosfomicina 50 J.lg
PN- penicilina IOU
ST- sulfametometoxazol-
trimetoprim 30 J.lg
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tência e sensibilidade respectivamente. A partir de
1988 o NCCLS9 recomenda outros valores somente
quando o meio HTM (Haemophilus Test Medium) é
usado para o teste de sensibilidade.

A correlação entre o in6culo 108 UFC/mL e 106
UFC/mL no teste de difusão em ágar, observada na
Fig. 2, mostra que o sulfatrim foi o antimicrobiano
com maior estabilidade frente a mudança do in6culo.

DISCUSSÃO

A seleção de um método para realização de teste
de sensibilidade de difusão em ágar baseia-se em
vários fatores, os quais incluem a precisão do méto-
do para a evidenciação da reprodutibilidade do
diâmetro do halo de inibição, a fidedignidade do
teste para distinguir entre microrganismos sensíveis
e resistentes e deve possibilitar correlação entre o
halo de inibição e a CIM avaliada pela análise de re-
gressão linear.3.6.l0

Os meios de cultura normalmente utilizados tem
como base o ágar Mueller-Hinton, o qual para mi-
crorganismos fastidiosos como Haemophilus sp,
deve ser acrescido de sangue (Mueller-Hinton choco-
late 5%) ou NAD e Hemina (HTM).

Em estudos realizados para avaliação dos meios
de cultura em teste de sensibilidade a antimicrobia-
nos, para Haemophilus sp MENDELMAN et alii(7),
demostraram que 45% destas cepas resistentes à am-
picilina, produtoras e não produtoras de beta-
lactamase, não cresceram no meio HTM, e observa-
ram também neste meio HTM, resultados contra-
dit6rios quanto à sensibilidade das cepas estudads.

Esta constatação vem corroborar a nossa opção
de escolha do ágar Mueller-Hinton chocolate a 5%
para avaliação das cepas em nosso estudo.

Além da interferência do meio de cultura na reali-
zação dos testes de sensibilidade, FERNANDES et
alii", observaram que a padronização do in6culo con-
stitui um fator fundamental na obtenção de halo de
inibição compatível com a CIM.

Em nosso estudo, utilizando in6culo 106 UFC/
mL, 88 cepas apresentaram-se sensíveis à ampicili-
na, com a CIM ::;1J.!g/mLe halo de inibição entre 20
a 32 mm. Ao analisarmos, no entanto, o perfil de
sensibilidade das cepas inoculadas a uma concen-
tração 108 UFC/mL, verificamos um aumento de ce-
pas com halo de inibição ::;19mm e CIM::;2J.!glmL
mas com ausência de produção da enzima betalacta-
mase. Diante deste fato, alguns autores recomendam
a realização do teste da betalactamase, para aumentar
a margem de segurança do perfil de resistência a ser
consíderado--'. Dentre as cepas resistentes (fig.1A e
B), 3 cepas apresentaram halo :?!20mm e seriam rela-
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tadas como sensíveis, porém apresentaram betalacta-
mase, sendo portanto resistentes. Segundo DOERN
et alii? a formação de halo de inibição seria devido à
baixa produção de beta-lactamase por essas cepas.

A influência da concentração do in6culo no resul-
tado da sensibilidade das cepas à ampicilina foi
constatado também por ROBERTS et alii 11, compa-
rando diferentes concentrações do inõculo para Hae-
mophilus influenzae, o qual obteve diferentes
padrões de sensibilidade em vários métodos, com re-
sultados mais eficientes nos testes de difusão em
ágar com in6culo 1:70. O mesmo efeito da concen-
tração do in6culo pôde ser observado em cepas de
Proteus mirabilis por FURTADO et alíí? que, ao uti-
lizarem in6culo 1:100, obtiveram maior número de
cepas sensíveis, as quais, no entanto, foram incluídas
na categoria de intermediárias quando o in6culo
compatível com o tubo 0.5 da escada de MacFarland
foi utilizado.

Pela análise da Fig.2, ao compararmos as concen-
trações dos in6culos de Haemophilus influenzae no

teste de difusão em ágar para os antimicrobianos
testados, observamos um maior impacto da concen-
tração do in6culo em relação à sensibilidade a am-
picilina e à cefalotina do que sulfatrim. Este fato evi-
dencia nitidamente a influência da concentração do
in6culo no teste de difusão em ágar com agentes an-
timicrobianos betalactâmicos.

De acordo com o observado, acreditamos ser ne-
cessária uma rigorosa observação da concentração
do in6culo ao se realizar o teste de difusão em ágar,
visando melhores resultados nos laborat6rios
clínicos, assim como uma utilização mais eficaz dos
antimicrobianos na terapêutica infecciosa.
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SUMMARY: This study analyzes the effect of the inoculum concentration of
Haemophilus influenzae strains to determine the antimicrobial susceptibility. A total 98
strains isolated from cerebrospinal fluid (CSF) was studied through the disk diffusion method
and the minimal inhibitory concentration (MIC). The results showed that with the inoculum
108 UFC/rnL, 56 strains were resistant to ampicillin, but with this inoculum diluted to 1()6
UFC/rnL, 10 cepas of the strains were resistant to this antiobiotic in the disk diffusion method
The correlation of the inoculum 108 UFC/rnl and 106 UFC/ml in the disk diffusion method
using disks containing ampicillin, cephalotin, cephoxitin, fosfomycin, penicillin and
sulfamethoxazoleltrimethoprim showed that the inoculum concentration is a significante
factor in the strain susceptibility, mainly when testing betalactamic antibiotics. This
observation led to a standardization of inoculum size at 1()6UFC/rnL when testing H.
influenzae, in order to abtain dependable and reproducible results.

KEY WORDS: Haemophilus influenzae, bacterial meningites, antimicrobial
susceptibility test, betalactamics.
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