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I RIALA6/819

RESUMO: Desde 1986 casos de dengue vêm sendo detectados no Estado de São Paulo. De abril de
1986 a agosto de 1996, foram testadas 61.816 amostras de casos suspeitos, dos quais 21.891 foram
confirmados, sendo 20.720 autóctones. A confirmação foi feita por sorologia específica e/ou isolamento
de vírus, critérios adotados pela Secretaria de Saúde do Estado de São Paulo. A incidência de dengue no
período de 1987 a 1996 variou de 0,14 a 20,20 por 100.000 habitantes. As maiores incidências ocorre-
ram nos verões de 1990/1991, 1995 e 1996. Nestes anos a transmissão ocorreu em 59, 101 e 114
municípios do Estado, o que representa 18,0%, 24,3% e 27,3% dos municípios com infestação domici-
liar por Aedes aegypti. O sorotipo 1 foi o único identificado em casos autóctones até 1996, quando
ocorreram dois isolamentos de Dengue tipo 2. Os dados apresentados analisam as atividades do sistema
de vigilância epidemiológica relacionadas com a dctecção de casos e diagnóstico laboratorial

DESCRITORES: Dengue, epidemia, casos autóctones.

INTRODUÇÃO lância Epidemiológica (CVE), responsável pela coorde-
nação da notificação e investigação dos casos, e a Supe-
rintendência de Controle de Endemias (SUCEN), respon-
sável pelo combate e controle dos vetores no Estado.

A partir de abril de 1986 começaram a ser notifica-
dos casos de dengue no Estado 14, sendo confirmada a trans-
missão autóctone em março de 1987 15. No Estado de São
Paulo, apesar da presença do Aedes albopictus em vários
municípios, até o momento, o Aedes aegypti é o único vetor
responsável pela transmissão da doença. A primeira grande

A Secretaria do Estado da Saúde de São Paulo ini-
ciou, em 1986, o programa de vigilância epidemiológica
para dengue, doença de notificação compulsória, com a
implantação de metodologia para os diagnósticos
laboratorial, virológico e sorológico. Foi, também, esta-
belecido um sistema de informações entre o Instituto Adolfo
Lutz (IAL-Central e Regionais), responsável por receber,
processar e estocar amostras de soro; o Centro de Vigi-

I Seção de Vírus Transmitidos por Artrópodos - Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP
2 Centro de Vigilância Epidemiológiea "Alexandre Vranjac", São Paulo, SP
} Laboratório Regional de Presidente Prudente, SP
4 Laboratório Regional de Ribeirão Preto, SP
5 Laboratório Regional de São José do Rio Preto, SP
6 Laboratório Regional de Campinas, SP
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epidemia aconteceu no verão de 1990/91, com início em
Ribeirão Preto 3, 12, atingindo 59 municípios. Devido às
proporções epidêmicas alcançadas nesse período, a partir
de 1993 teve início a descentralização do diagnóstico
soro lógico para os laboratórios regionais, iniciando com o
de Ribeirão Preto e, posteriormente, Presidente Prudente,
São José do Rio Preto e Campinas. O isolamento de vírus
continuou a ser realizado somente pelo IAL Central.

Nos últimos 6 anos epidemias de dengue vêm ocor-
rendo todos os anos, com nítida variação sazonal, sendo
as maiores incidências nos meses de verão. Este trabalho
registra a presença do vírus Dengue no Estado de São
Paulo, a partir dos primeiros casos em abril de 1986, até
agosto de 1996. Os casos foram confirmados por isola-
mento de vírus e/ou sorologia, critérios adotados pela Se-
cretaria do Estado da Saúde de São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS

Definição de caso
Foram considerados casos suspeitos os pacientes que

apresentavam febre e dois dos seguintes sintomas: cefaléia
frontal ou retro-ocular, mialgia, artralgia, prostração, exan-
tema e ter estado, nos quinze dias anteriores, em áreas
onde estivesse ocorrendo transmissão da doença ou, infes-
tadas pelo mosquito vetor. Os casos eram considerados
confirmados pela comprovação laboratorial, fosse isola-
mento de vírus e/ou detecção de anticorpos.

Coleta das amostras
As amostras de sangue foram coletadas em tubos se-

cos, sem anticoagulante e, após retração do coágulo,
centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm. As amostras
de soro para isolamento de vírus foram enviadas ao labo-
ratório em isopor com gelo seco ou comum ou, em balões
de nitrogênio líquido. Na impossibilidade de remessa ime-
diata eram estocadas em nitrogênio líquido ou freezer -
20°C. Aquelas destinadas à sorologia foram enviadas em
gelo comum. Todas as amostras eram acompanhadas da
requisição de exame constando informações como nome,
idade, sexo, endereço, data do início dos sintomas da do-
ença, data da coleta da amostra e município requisitante,

Ficha epidemiológica
As unidades de saúde eram responsáveis pela notifi-

cação do caso e preenchimento de uma ficha epidemiológica
(padronizada pelo CVE), constando de: identificação do
paciente (nome, sexo, idade, endereço), dados
epidemiológicos (local provável de infecção, data do iní-
cio dos sintomas, autoctonia ou não, vacina para Febre
amarela, infecção anterior por Dengue), dados clínicos
(sintomas) e evolução da doença. Estes dados eram enca-
minhados para o CVE.

8

Isolamento de virus
As tentativas de isolamento do vírus foram realizadas

com amostras de sangue (soro) colhidas até o 5° dia do
início dos sintomas da doença e inoculadas em culturas de
células de mosquitos. De 1987 até 1989 foram utilizadas
as células TRA-284-SFG (Toxorynchites amboinensisv
crescidas em meio Leibovitz (L-15) e triptose fostato em
partes iguais. A partir de 1989, devido ao crescimento lento,
baixo rendimento nos repiques e o grande número de célu-
las com grumos, foram substituidas pelas células C6/36
(clone de Aedes albopictus) 8 semeadas em tubos com meio
Leibovitz suplementado com 1% de aminoácidos não es-
senciais, 10 % de triptose fosfato, 10% soro bovino fetal,
100U/ml de penicilina e 100mg/ml de estreptomicina. Os
procedimentos sempre foram os mesmos para ambas as
células: os tubos inoculados foram incubados por 10 dias
a 28° C. Em seguida foram submetidos ao teste de
imunofluorescência direta com conjugado anti-flavivírus
e os positivos foram tipados por imunofluorescência indi-
reta com anticorpos monoclonais para os 4 sorotipos ,4.7.

Diagnóstico sorológico
Foram usadas, de 1986 a 1990, as técnicas MAC-

ELISA 10 para dctecção de anticorpos da classe IgM e a de
Inibição de Hemaglutinação (li) 1, com amostras pares de
soro, para observação do aumento dos títulos de anticorpos
da classe IgG. As amostras pares processadas por HI foram
consideradas positivas quando houve conversão sorológica,
ou seja, aumento de 4 vezes no título da segunda amostra em
relação ao título da primeira. Os antígenos utilizados nas
reações sorológicas foram produzidos a partir de cérebros
infectados de camundongos albinos Swiss lactentes, proces-
sados pelo método de extração por sacarose-acetona'. Na
técnica de MAC-ELISA foram usadas 16 unidades
hemaglutinantes do antígeno ena deHI 4 unidades. EmMAC-
ELISA usou-se um "pool" de antígenos de Dengue 1 e Den-
gue 2. Nos testes deHI foi utilizada uma bateria de antígenos
composta por 6 Flavivirus, 2 Alphavirus e 1 Bunyavirus.
Tanto em MAC-ELISA como em HI foram feitos controles
positivos e negativos. A partir de 1991, em razão do aumen-
to do número de casos, passou-se a utilizar somente a técnica
de MAC-ELISA, com amostras únicas, colhidas a partir do
5° dia do início dos sintomas. O teste de HI passou a ser
utilizado somente quando o diagnóstico não era conclusivo
com apenas uma amostra de soro, sendo então solicitada a
segunda amostra.

Os resultados eram anotados nas fichas
epidemiológicas para estudos posteriores.

RESULTADOS

A incidência de dengue no período de 1987 a 1996
variou de 0,14 a 20,20 por 100.000 habitantes. As mai-
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ores incidências ocorreram nos verões de 1990/1991,
1995 e 1996 (tabela l). Nestes anos a transmissão ocor-
reu em 59, j 01 e 114 municípios do Estado (dados
CVE), o que representa 18,O~;Ó,24,3% e 27,3% dos
municípios com infestação domiciliar por Aedes aegypti
(dados SUCEN)

TABELA 1

Casos autóctones e incidência (por 100,000 hab.)' de
dengue no Estado de São Paulo 1987 - 1996,

----------~---~--_.~--~_._--_._-_ .._,_._---~----_ .._.~-----

1988
1989
1990 3.038 9,66
1991 3.663 11,65
1992 38 0.12

1993 638 1,95

1994 684 2,06
1995 5.798 17,20
1996b 6.815 20,20

....,.---;'-:c--=-:~ ..-----.--.--.--.-----------
a Dados de população: SEADE
h Dados até agosto de 1996

FOl1!e: Divisão de Zoonoses/CVf

Peja tabela 2 verifica-se que 93,80 a 99,20% dos
casos foram confirmados somente pelo teste de MAC-

ELISA. O teste de HI mostrou-se eficiente no período
em que foi utilizado mas, exigia a coleta da segunda
amostra de sangue, o que nem sempre era possível.
Sendo assim, a realização dessa metodologia em con-
junto com MAC,ELISA foi mantida somente até 1990,
quando o volume de amostras por dia, superior a 700,
inviabilizou a continuidade do HL Nesse mesmo perío-
do a porcentagem de isolamento de vírus variou de 0,30
a 4,60% dos casos analisados em cada ano. Os dados
apresentados nesta tabela mostram, ainda, a variação
do percentual de resultados obtidos nos testes
soro lógicos e isolamento de vírus realizados com a
mesma amostra de soro.

Analisando o período de 1993 a 1995, considerando
os municípios com transmissão e o número de casos au-
tóctones (tabela 3), verifica-se que a média de casos por
ano variou de 29,1 a 57,4 com incidência média de 38,3 a
151,6. Apesar da progressão ser a mesma em 1994/95 (3,7
semanas), a duração da epidemia foi bem maior em 1995
(10,9 semanas).

Observa-se, na tabela 4, que houve aumento no
percentual dos casos confirmados, detectados até 15 dias
após o início dos sintomas: de 84% em 1994 para 90,3%
em 1995 e uma queda na detecção tardia (> 16 dias), de
16% em 1994 para 9,7% em 1995.

D\BELA2

Distribuição dos casos de dengue, segundo o critério de confirmação, no Estado de São Paulo, 1990 - 1996

Ano
Sorologia
MACELlSA

Isolamento
de vírus

N° %

Critério de confirmação

Sorologia +
Iso\. de vírus
N° %

Total

W %

3041 100,00
3968 100,00

65 100.00
656 100,00
729 100,00

6.053 100,00
7.077 100,00

1990 2.927
1991 3.910
1992 61
1993 651
1994 699
1995 5.967
1996" 7.005

96.20 90 3,00 24 0,82
98.50 43 1,10 15 0,40
93,80 4,60 1,60
99,20 2 0,30 3 0,50
95.90 23 3.10 7 1,00
98,50 60 1,00 26 0,50

_. ~ ~2.~ ~_1 __ .Q,~_,_,, __ ._. __.s..!..., ....Jl22... .
"Dados Até agosto de 1996

Fonte: Divisão de Zoonoses/CVE

TABELA 3

Incidência, duração, progressão e regressão da epidemia de dengue no Estado de São Paulo, 1993 - 1995
,------------~----------------._---- --,~._--_.

Média
------ .._---_.

Ano N' de casos' Incidência' Duração' Progressão' Regressão'
1993 44,1 86,4 5,9 2,9 3,9
1994 29,1 38,3 6,5 3,7 2,8
1995 57,4 151,6 10,9 3,7 7,2

a Por 100.000 habitantes
h Total de casos! n'' de municípios com transmissão
ç Média de semanas; Duração' tempo entre o primeiro e o último caso; Progressão: tempo entre o primeiro case e o ápice da epidemia; Regressão: tempo entre o ápice da epidemia e o último caso

Fonte: Divisão de Zoonoses/Cvf
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TABELA 4

Distribuição dos casos de dengue, segundo intervalo de tempo entre início dos sintomas e coleta de amostra,
no Estado de São Paulo, 1993 - 1995

Detccção"

Ano Precoce Intermediária Tardia
)I' ~~ )I' -% )I' t}fl

1993 105 17,00 252 40,80 261 42,20
1994 231 35,10 322 48,90 105 16,00
1995 2.027 35,20 3.177 55,10 562 9,70

1 Detecção = Periodo entre a data inicio dos sintomas e a data da coleta da amostra; Precoce = 0-5 dias;

Intermediária = 6-15 dias; Tardio = acima de 16 dias

Fonte: Divisão de Zoonoses/CVE

A figura 1mostra que, nos últimos dois anos, somada
ao aumento da incidência de casos, a transmisssão passou
a ocorrer em um período mais extenso, prolongando-se
até os meses de junho/julho.

A Seção de Vírus Transmitidos por Artrópodos do
IAL Central e seus Laboratórios Regionais receberam
amostras de sangue de 61. 816 casos suspeitos, dentre os
quais 21.891 foram confirmados laboratorialmente. Des-
tes 20.720 foram considerados autóctones, segundo os
dados registrados nas fichas epidemiológicas (tabela 5),

DISCUSSÃO

No Estado de São Paulo, desde 1986, dengue é doen-
ça de notificação compulsória devido à ocorrência de epi-
demias, causadas pelo sorotipo 1, nos Estados do Rio de
Janeiro 2,11, Alagoas e Ceará 3. Em razão da proximidade
geográfica com o Rio de Janeiro e a intensa circulacão de

8
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o

SVEICVEI: DIV. DE ZOONOSES
POP: ESTIMATIVA SEADE
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pessoas entre os dois Estados, era previsível a introdução
do vírus em São Paulo. Naquele ano com a implantação
da metodologia de diagnóstico laboratorial, foi possível a
confirmação de 32 casos importados.

A transmissão autóctone foi confirmada,
laboratorialmente, em 1987, no distrito rural de Ribeiro
do Vale (Município de Guararapes) e em Araçatuba com
30 e 16, casos respectivamente 15. Os casos ficaram restri-
tos a esses municípios em decorrência da agilidade nas
medidas de controle. Nos anos subsequentes foram confir-
mados apenas casos importados.

No verão de 1990/91 foi registrada uma epidemia de
grandes proporções com início em Ribeirão Preto e que,
rapidamente, se expandiu para municípios vizinhos e ou-
tras regiões. A partir de então, as epidemias de dengue
vêm ocorrendo todos os anos no Estado.

Analisando a tabela 1 observa-se que no período de
1992 a 1994, houve uma reducão da incidência da doença

i

1_.- __ . .__ ._._ ._.. _._ ..__ ....._. _. __ ....0

MES
1995 1~

Figura 1: Incidência mensal dos casos deDengue Estado de SãoPaulo - 1990a 1996*
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TABELA 5

Casos suspeitos e confirmados de dengue no Estado de São Paulo, 1986 - 1996
Casos

Suspeitos Autóctones Importados Total de %de
Ano Confirmados Confirmados
1986 619 32 32 5,20
1987 1.729 46 277 323 18,70
1988 334 10 10 3,00
1989 527 10 10 1,90
1990 7.l88 3.038 5 3.043 42,30
1991 13.0ll 3.663 239 3.902 30,00
1992 1.475 38 28 66 4,50
1993 3.064 638 17 655 21,40
1994 3.824 684 36 720 18,80
1995 16.448 5.798 255 6.053 36,80
199G' 13.597 6.815 262 7.077 52,00

Total 61.816 20.720 1.171 21.891
a Dados até agosto de 1996

Fonte: Divisão de Zoonoses/CVE

quando comparada com 1990/1991. A partir de 1995 a
incidência volta a aumentar, atingindo níveis em tomo de
20,20 por 100.000 habitantes em 1996. Os dados desse
ano revelam-se preocupantes tendo em vista que até o mês
de agosto a incidência já era mais elevada que em 1995.

Quando se compara a incidência anual da doença com
os percentuais de isolamento de vírus (tabela 2), nota-se que
nos anos de maior transmissão, os profissionais vinculados à
assistência médica priorizaram a confirmação do diagnósti-
co por meio da sorologia (MAC-ELISA) por ser este método
mais rápido. Tais dados demonstram a necessidade de se
implementar a vigilância, direcionando a coleta de exames
para o isolamento de vírus. Esta atividade é prioritária em
municípios que já tiveram transmissão de Dengue 1, pois
sabe-se que infecções sequenciais por sorotipos diferentes
são um fator de risco para a ocorrência de casos de Dengue
Hemorrágico e Dengue com Síndromc de Choque (DHF /DSS)
5, G. O conhecimento precoce do soro tipo circulante auxilia na
priorização das medidas de controle.

A extensão das epidemias no período de 1993 a 1995,
mostra um aumento em 1995 (tabela 3) devido à transmis-
são da doença em municípios de grande porte (> 100.000
habitantes), onde o reduzido contingente de recursos hu-
manos não permitiu agilidade nas medidas de controle do
vetor, como vinha sendo feito em anos anteriores.

Por outro lado, apesar da epidemia de 1995 ter uma
duração maior (tabela 4), houve um aumento no percentual
de casos confirmados e detectados até 15 dias após o iní-
cio dos sintomas e diminuição no percentual de detecção
tardia. Estes dados atestam um melhor desempenho do
sistema de vigilância epidemiológica do Estado.

O sorotipo 1 foi o único identificado em casos autóc-
tones até 1996, porém O Dengue tipo 2 tem sido isolado de
casos importados desde 1991. A introdução deste sorotipo

só ocorreu no Estado em 1996, quando foi isolado em dois
municípios com transmissão.

Analisando as fichas epidemiológicas dos casos au-
tóctones em 1995, em relação aos sinais e sintomas apre-
sentados pelos pacientes, observou-se 96,3% de febre,
90,0% de cefaléia, 86,1 % de mialgia, 79,7% de artralgia,
72,1% de dor retro-orbital e 48,2% de exantema.

Dos 626 municípios do Estado, em 112 houve trans-
missão de dengue. Até o momento, os municípios onde
ocorre transmissão estavam infestados, principalmente pelo
Aedes aegypti. São importantes estudos da competência
vetorial do Aedes albopictus, uma vez que o mesmo avan-
ça, rapidamente, por todo o Estado.

A qualidade da coleta, acondicionamento e transpor-
te das amostras, bem como as informações constantes das
requisições dos exames são importantes para garantir a
sensibilidade e a especificidade dos testes realizados. Por-
tanto, os profissionais de saúde, que trabalham na vigilân-
cia de Dengue, devem estar atentos para essa questão.

A proposta da criação de uma rede de laboratórios para
o diagnóstico sorológico foi amplamente discutida dentro da
Secretaria do Estado da Saúde, antes de ser implantada. Hoje,
pode-se avaliar como positiva essa descentralização que per-
mitiu uma participação efetiva dos laboratórios junto às ou-
tras unidades de saúde de sua região, agilizando o
processamento das amostras e o retomo dos resultados. O
controle de qualidade foi, sem dúvida, a preocupação cons-
tante, o que permitiu a obtenção de resultados Í<~Opositivos.
O Laboratório Central do IAL teve, desde o início, o cuidado
de padronizar aparelhagens e reagentes, além de estruturar
um controle periódico retestando 10% das amostras positi-
vas e negativas, processadas pelos regionais. Atualmente, o
controle é realizado segundo o modelo da OPAS, onde um
painel de soros não identificados, preparados pelo Laborató-

11



ROCCO, I.M. e col. - Ocorrência de Dengue no Estado de São Paulo, Brasil, de 1986 a 1996. Rev, 1l1s1. Adolfo Lutz, 57(1): 7-12, 1998.

rio Central é enviado para cada regional e os resultados pos-
sibilitam realizar um controle de qualidade dos exames.
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ABSTRACT: Since 1986 cases of dengue havc bccn reportcd in São Paulo Statc, From April1986 until
August, 1996, werc tcstcd 61,816 samples ofsuspected cases, 21,891 of which were confinned, 20,720 of
thcm, autochthonous. Thc confirmation was made by spcciíic serology and/or vírus isolation, criteria
established by the Secretary ofHealth of São Paulo Statc. The dengue incidence írom 1987 to 1996 varied
írom, 0,14 to 20,20 pcr 100,000 inhabitants. The major incidence occurred during the summers ofl990/1991,
1995 and 1996. In these years lhe transmission occurred in 59, 101 and 114 State's municipalitics and
rcpresents 18,0%. 24,3% and 27,3% of'the municípalities with domiciliar infestation by Aedes aegypti ,when
Dengue 2 was isolated from two sarnples. The present data analyse the activitics of the epidcmiological
vigilance system in relation to thc cases detection and laboratorial diagnosis.
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RESUMO: A análise dos exames realizados em 65 casos de Doença Meningocócica internados no
Hospital Álvaro Ribeiro, Campinas/SP, de 1988 a 1991, mostrou que em 56,9% dos casos foi possível
identificar os sorogrupos da Neisseria meningitidis, onde houve predominância do meningococo sorogrupo
B, e em 7,7% foi possível detectar somente o diplococo Gram negativo. Encontrou-se valores de positividade
semelhante para bactcrioscopia c cultura de líquido céfalorraquidiano (LCR), 61,7% e 61,5% respectiva-
mente. A maior positividade, na associação dos exames, foi encontrada na bacterioscopia c cultura, 74,5%,
com valor aproximado na associação de bactcrioscopia, cultura e imunoelctroforese cruzada (IEC), 73,8%.
Os resultados das associações de bactcrioscopia e IEC e de cultura e IEC foram mais baixos e semelhantes:
62,0% e 62,2% respectivamente. Foi baixa a positividade dos exames de IEC, 34,8%.

DESCRITORES: Doença Meningocócíca; Diagnóstico Laboratorial; Campinas/SP

INTRODUçAo

Na vigilância epidemiológica das meningites é de
fundamental importância, a identificação do agente
etiológico. Não só a gravidade da doença está relacionada
ao agente, como seu comportamento cpidemiológico e prin-
cipalmente sua profilaxia 9,18.

Com relação à Doença Meningocócica (D.M,) em
especial, os diversos sorogrupos e sorotipos do
mcningococo, influenciam o tipo de infecção, se
assintomática (caracterizando o estado de portador) ou
sintomática, com diferenciado padrão em sua incidência,
qual seja, endêrnica ou epidêmica. Além disso, o conheci-
mento do tipo do menigococo prevalente em uma situação
epidêmica é imprescindível para a adoção de medidas de
controle, como a vacinação, uma vez que as vacinas são
sorogrupo-específicas 4,9.18.

Durante a epidemia de Doença Meningocócica que
atingiu o país na década de 70, especialmente a Grande

São Paul011, 16 , a campanha de vacinação contra os
meníngococos sorogrupos A e C realizada em 1975 atuou
no decréscimo da doença que só voltou a atingir novamen-
te índices de alerta, na Grande São Paulo, em 1986/1987,
e índices epidêmicos em 1988 4 .

Em 1987 a Secretaria de Estado da Saúde, anali-
sando esse aumento dos coeficientes de indidência, iden-
tificou que seria necessário uma melhoria da notifica-
ção e do diagnóstico etiológico da Doença Menin-
gocócica. Propôs aos serviços de vigilância epidemio-
lógica de alguns municípios que desenvolvessem junto
a hospitais selecionados de acordo com a demanda da
doença, um trabalho de prática de rotina laboratorial
através da realização de bacterioscopia, cultura e
imunoeletroforese-cruzada no LCR e/ou sangue de pa-
cientes com diagnóstico clínico de meningite e/ou
meuingococccmia. Esses hospitais seriam considerados
então, como "hospitais sentinela". (CAMARGO,
M.C.C: comunicação pessoal, 1987).

'-'Do Gmpo Municipãlde\iigilân-cia Epidemiológíca, Secretaria Municipal de Saúde de Campinas
-. Do Instituto Adolfo Lutz, Laboratório I de Campinas
•••Da Faculdade de Saúde Pública da l.JSP
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Em Campinas, naquela ocasião, a Vigilância
Epidemiológica Estadual e Municipal e o Instituto Adolfo
Lutz Regional (IAL) identificaram como um desses hospi-
tais sentinela o Hospital Álvaro Ribeiro, onde se iniciou
uma rotina de diagnóstico laboratorial e de notificação de
casos.

A avaliação dessas atividades desenvolvidas de janei-
ro de 1988 a dezembro de 1991, subsídio importante para
o conhecimento epiderniológico da doença e para o funci-
onamento do Sistema de Vigilância Epidemiológica , é
objetivo do presente trabalho.

MATERIAL E MÉTODOS

Estudou-se os 65 casos diagnosticados como Doença
Meningocócica atendidos pelo Hospital Álvaro Ribeiro no
período de 1 de janeiro de 1988 a 31 de dezembro de 1991.

Considerou-se como caso de Doença Meningocócica
aquele paciente que obedeceu aos seguintes critérios esta-
belecidos pelo Centro de Vigilância Epidemiológica (CVE)
da Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo".
J) Quadro clínico de meningite apresentando pelo menos
um dos seguintes exames Iaboratoriais positivos em rela-
ção ao meningococo: bacterioscopia, cultura e IEC, reali-
zados no LCR e/ou sangue;
2) Não apresentar quadro de meningite, mas apresentar
quadro febril toxêmico grave com manifestações
hemorrágicas, compatíveis com o diagnóstico de
meningococcemia, apresentando ou não exames
laboratoriais positivos para o meningococo;
3) Apresentar quadro de meningite associado às manifes-
tações de meningococcemia, apresentando ou não exames
laboratoriais positivos para o meningococo.

Levantou-se os exames relizados pelo Instituto Adolfo
Lutz - Regional Campinas para aqueles pacientes suspei-
tos de D.M. intemados no Hospital Álvaro Ribeiro, utili-
zando-se as seguintes informações dos relatórios mensais
daquele laboratório:
- data de entrada do material no laboratório
- nome do paciente
-idade
- sexo
- município de residência
- exames solicitados
- resultados

Verificou-se se o paciente havia sido notificado, e em
caso positivo, acrescentou-se ao registro de cada um, a
classificação final da respectiva ficha epidemiológica, de
acordo com os critérios de confirmação de caso de D.M.
do CVE. Se não houvesse a notificação, procedia-se a in-
vestigação daquele paciente, de acordo eom a rotina da
vigilância epidemiológica, e se fosse necessário, a notifi-
cação era feita.
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Os parâmctros usados para a avaliação do diagnósti-
co laboratorial foram os seguintes
1- proporção em que foi possível identificar o agente
etiológico e por qual método laboratorial;
2- proporção de positividade na associação dos métodos
realizados: bacterioscopia, cultura e IEe.

Segundo a metodologia recomendada pelo Centro de
Referência Nacional de Meningites, Instituto Adolfo Lutz
- Ministério da Saúde 3, proeederam-se os seguintes exa-
mes no Iíquor e sangue dos casos suspeitos de Doença
Meningocócica:

1 - Exame bacteriológico de líquor :
a. Bacterioscopia do esfregaço do sedimento do LCR

corado pelo método de Gram modificado por
Hucker7

b. Cultura de LCR - semeadura, no momento da co-
lheita, de 4 a 5 gotas de LCR em ágar-chocolate a
5% (sangue de coelho) tendo como meio base o ágar
Mueller Hinton. O meio de cultura semeado foi in-
cubado o mais rápido possível a 35-37°C em ambi-
ente de 5-10% de C02 e umidade. Havendo cresci-
mento bactcriano, foram realizados esfregaços co-
rados pelo método de Gram modificado por Hucker".
A presença de diplococo Gram negativo orientou a
identificação pelos métodos usuais para
meningococo: provas de oxidas e, fermentação de
açúcares (dcxtrose, maltose, lactose, levulose)
aglutinação em lâmina com soros aglutinantes anti-
meningococo grupo específico.

As bactérias que se apresentaram sob forma de
diplococos Gram negativos, com prova de oxidase positi-
va, utilizando dextrose e maltose e aglutináveis por um
dos soros específicos, foram consideradas como Neisseria
meningitidis.

2 - Hemocultura: sangue colhido na hora da intemação em
caldo de "Brain Heart Infusion", em uma quantidade de
1O a 20% do volume do meio de cultura, e incubado a 35-
37°e. Havendo crescimento bacteriano procedeu-se con-
forme foi descrito para a cultura de LCR.

3 - Pesquisa de antígenos de meningococo no LCR e soro,
por IEC em celogel, segundo a técnica descrita por
PALHARES & col." com três antissoros correspondentes
às N meningitidis dos grupos A, B e C.

Os antissoros aglutinantes e precipitantes para N
meningitidis foram preparados no Instituto Adolfo Lutz,
Centro de Referência Nacional para Meningites, São Pau-
lo, S.P.

4 - Pesquisa de antígenos de meningococo no LeR e soro,
pelo teste de aglutinação pelo Iátex (LA) pela técnica de
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aglutinação em lâmina (segundo as recomendações do fa-
bricante). Os reagentes constituem-se de partículas de látex
sensibilizadas por anti-soros específicos que possibilitam
a detecção do antígeno correspondente.

Na época deste estudo, o teste de LA não era realiza-
do eomo rotina pelo Instituto Adolfo Lutz; foi considera-
do a confirmação de um caso pelo teste de LA feito pelo
laboratório do hospital.

RESULTADOS

Identificou-se a etiologia dos casos eOnf0D11ea se-
guinte distribuição: 1 caso provocado pelo meningococo
sorogrupo A (1.5%),27 casos pelo sorogrupo B (41%), 8
casos pelo sorogrupo C (12.3%),1 pelo W135 (1.5%) c 5
casos cuja definição foi somente por bacterioscopia (7.7%).
Observou-se um percentual de 35.4% correspondente a
23 casos onde não foi possível identificar o agente etiológico
(gráfico 1).

Doença Meningocócica
segundo a etiologia

ErlOLOGIA

meningo B

mcningo W135 I
DGN"

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
PERCENTUAL

DGN . diplococo gram·negativo

Gráfico 1 -Doença Meningocócica segundo a etiologia.

Fonte: SVE/CAMPINAS - IAL/SES

Para aqueles 23 pacientes onde não foi identificado o
agente etiológico, em 18 (78.3%) foi realizado bacterioscopia
do LCR em 19 (82.6%) cultura de LCR, em 20 (86.9%)
IEC deLCR e em 4 (17.4%) TECno soro. Destes 23 doentes,
12 apresentavam meningite com mcningococccmia e 1I só
meningococccmia. Para os primeiros, a bacterioscopia de
LCR foi feita em 10, a cultura e IEC de LCR em 11deles,
a cultura do sangue em 6 e IEC do soro foi realizada
somente em 2 pacientes. NaqucJes 11pacientes com quadro
clinico só de meningococccmia (sem meningite) em somente
2 foi pesquisado o agente no sangue.

A tabela 1mostra por qual método diagnóstico iden-
tificou-se o sorogrupo do meningococo, Nota-se ser a cul-
tura do Iíquor o exame que diagnosticou a maioria deles.
Embora a IEC do líquor não tenha definido um grande
número de casos, ela esclareceu exclusivamente 3, sendo
1 do sorogrupo A e 2 do sorogrupo B. Para estes também
foi realizado cultura, porém com resultados negativos.
Encontrou-se 1 sorogrupo B em cultura de sangue; este
mesmo exame no LCR apresentou-se negativo. Um dos
casos devido ao sorogrupo C foi determinado por teste de
aglutinação pelo látex no LCR, realizado no laboratório
do próprio hospital. Os exames de cultura e IEC feitos no
LCR deste paciente foram negativos.

Com relação ao pcrcentual de positividade para
cada um dos exames laboratoriais do LCR é possível
verificar na tabela 2, que a bacterioscopia c a cultura
apresentaram positividade semelhante com 61.7% e 61.5%
respectivamente; o resultado mais baixo foi da IEC com
34.8%. É importante relatar que a positividade da IEC em
amostras de LCR nos casos onde a cultura resultou posi-
tiva, foi de 37,5% (9 IECs / 24 culturas) para o
mcningococo B e de 57,1% (4 IECs /7 culturas) para o
mcningococo C.

A tabela 3, que expressa a positividade na associação
dos métodos laboratoriais do LCR dos pacientes, mostra
que o maior resultado foi encontrado com bacterioscopia
e cultura de LCR (74.5%). Em seguida observou-se um
resultado aproximado, 73.8%, quando se realizou conjun-
tamente a bacterioscopia, cultura c IEe. Os resultados mais
baixos foram apresentados com a realização da
bacterioscopia e IEC (62,0%) e a cultura com a IEC
(62.2%).

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Apesar da importância da identificação do agente
etiológico da D .M. conforme já foi referido anteriormcn-
te, há dificuldades que indcpendcm da atuação do labora-
tório, seja porque não é coletado material para os exames
que seriam necessários, seja porque, quando é colhido,
muitas vezes é encaminhado de forma inadequada, difi-
cultando a identificação do agente. Em muitos locais as
dificuldades decorrem da falta de recursos para a realiza-
ção dos exames ou para o encaminhamento do material
aos laboratórios de referência.

No caso deste estudo, houve disponibilidade de re-
cursos para a realização dos exames. A sede do laborató-
rio de referência, o IAL Regional, é no próprio município,
sendo que o município também conta com serviço
municipalizado de vigilância epidemiológica onde atua-
vam profissionais capacitados e treinados para esta, e ou-
tras atividades. Além do que, era no Hospital Álvaro Ri-
beiro que se desenvolviam as atividades do hospital senti-
nela, dando-lhe a possibilidade de realização de
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TABELA 1

Distribuição numérica e (percentual) de 37 casos de Doença Meningocócica com definição do sorogrupo do meningococo
segundo o método diagnóstico que o defIniu, Hospital Álvaro Ribeiro, Campinas/SP, período de 1988 a 1991

Exames Sorogrupo A Sorogrupo B Sorogrupo C Sorogrupo W
135

Liquor
cultura
IEC

--_ ....._.---------.---_._--_._--------

1 (100%)
24 (88.9%)

2 (7.4%)
7 (87.5%) 1 (100%)

aglutinação
pelo
Iatex

1 (12.5%)

SANGUE
cultura
IEC

1 (3.7%)

.-._-_ ....._--_.- ..._- ._------
__!(100%) 27 (100%) 8 (100%) 1(100%)TOTAL

~':~neg~tiv~·ou não -realizado
Fonte: SVE/Campinas

JALJSES

TABELA 2

Percentagem de positividade da cada um dos exames laboratoriais realizados no LCR dos pacientes com Doença
Meningocócica, Hospital Álvaro Ribeiro, Campinas/SP, período de 1988 a 1991- _ •._----~-_..- .._-

RESULTADOS
}'OSITIVO
NEGATIVO
TOTAL 47

32
20
52._._._-----_._._--_ ..._-_.-_ .._._._---

POSITIVIDADE (%) __6_17__ . . .. . 61.5

BACTERlOSCOPIA CULTURA mc
29
18

.---10-:
6
:---- .. --------------

30
46---_._-_ .

34.8
Fonte: SVElCampinas

IALJSES

TABELA 3

Percentagem de positividade na associação de exames laboratoriais no LeR de pacientes com Doença
Meningocócica, Hospital Álvaro Ribeiro, Campinas/SP, período de 1988 a 1991

_·~.~~ , ·_~··~"'T. __~ ··~·. __ ·~ • ~.,, __ •• . _

EXAMES
POSITIVlDlillE

BACTERIOSCOPIA + CULTURA
BACTERIOSCOPIA -t- mc

CULTURA +mc
BACTERIOSCOPIA + CULTURA + lEC

NUlvlERO
35
26

74,5
62,0

TOTAL REALIZADO
47
42
45
42

28 62,2
...._._ .. .2! .__ . 73,8 .__ ---------

Fonte: SVE/Campinas

IAUSES
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bacterioscopia, cultura e IEC para qualquer caso suspeito
de meningite ou meningococcemia que ali viesse a ser in-
ternado.

Assim, nos 65 casos de DM internados naquele hos-
pital e que tiveram material encaminhado ao TAL, foi pos-
sível identificar o agente etiológico com sorogrupo em
56,9% dos casos e em 7,7% foi possível detectar o
diplococo Gram negativo na bacterioscopia, ficando 35,4%
dos casos sendo considerados como D.M. apenas pelo cri-
tério clínico.

É interessante comentar que não foi somente pela fal-
ta de realização de exames que não se verificou a presença
da Neisseria meningitidis. Para a maioria daqueles casos
que permaneceram sem a identificação do agente, foi rea-
lizado bacterioscopia e/ou cultura e/ou !EC no LCR, mas
em poucos foi feita a hemocultura e IEC no sangue. A
análise dos casos deste grupo (sem identificação do agen-
te) e que apresentaram somente meningococcemia, mos-
trou que mesmo sem meningite foi feito a punção do LCR
na maior parte deles e em poucos casos foi colhido san-
gue. Isto mostra um despreparo dos profissionais médicos
em relação aos exames a serem realizados, com tendência
exagerada para realizar punção liquórica.

Apesar destas críticas, sabemos, em função destes três
anos de trabalho acompanhando a ocorrência da Doença
Meningocócica em Campinas, que este percentual de ca-
sos com identificação do agente etiológico é satisfatório
quando comparado com outros serviços. eAMARGO 5

refere no Município de São Paulo que, no período 1988-
1993, em 39% dos casos de OM foi possível identificar o
sorogrupo. Em outros países observam-se percentuais
maiores de identificação de sorogrupos. Assim,
SAMUELSON et al." referem na Dinamarca, no período
1980-1988, 79% dos casos notificados com diagnóstico
por cultura, 96% dos quais sorogrupados; PINNER et al."
referem em seis áreas dos Estados Unidos, em 1986 e par-
te de 1987, 71 % dos casos com informação sobre o
sorogrupo; no Canadá?", em 1985, identificou-se o
sorogrupo em 60% dos casos e em 1992, em 88%.

A positividade dos exames de líquor analisados sepa-
radamente mostrou-se maior na bacterioscopia, com valor
bem próximo ao da cultura. A positividade mais baixa foi
verificada na IEC.

E~importante salientar que, nos casos referidos neste
estudo, houve uma predominância do meningococo
soro grupo B (41,5%) seguido do sorogrupo C (J 2,3%);
acompanhando o perfil epidemiológico do Município como
um todo, neste mesmo período". Podemos relacionar o
encontro da menor positividade na mc com o relato de
alguns autores sobre problemas com a sensibilidade da
lEC para a detecção do polissacáride do meningococo B,
não obtendo sucesso na pesquisa deste antígeno, mesmo
quando a cultura é positiva. A detecção da N. meningitidis
B em fluidos corpóreos tem sido dificultada pela ausência

de um bom anti-soro grupo a pouca
imunogenicidade deste polissacáride bacteriano 1. s, 21.
LEVY et aI 13 , para os casos internados no Hospital das
Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP,
também encontraram menor positividade na mc de LCR
(60.3%) comparada com a positividade da cultura e
bacterioscopiatrespectivamente 67.9% e 71.6%).

DENIS et ai 6, estudaram a positividade de métodos
laboratoriais para Neisseria meningitidis A e e,
Haemophilus influenzae b e Streptococcus pneumoniae,
para casos hospitalizados em Dakar, Senegal. O maior
percentual de resultados positivos foi na mc de LCR
(90.0%), seguidos da bacterioscopia (80.4%) e cultura
(82.0%). No entanto a mc demonstrou resultados mais
satisfatórios para o H influenzae e para o S. pneumoniae
que para a N. meningitidis. Para os dois primeiros agentes
os resultados foram respectivamente de 94.5% e 90.1 %,
para o meningococo foi de 72.5% para o sorogrupo A e
71.2% para o sorogrupo C.

MELLES et al indicam alguns fatores que podem
influir na viabilidade das bactérias interferindo no resulta-
do de cultura, principalmente do meningococo, tais como:
volume do líquor semeado, condições de conservação e
transporte do material e a ação dos antimicrobianos utili-
zados pelo paciente antes da punção de LCR. Em função
disto, recomendam realização de exames imunológicos
complementares no diagnóstico de meningites bacterianas,
priorizando o método de IEC.

A interferência dos antibióticos no diagnóstico
etiológico das meningites bacterianas foi analisada por
MELLES et al!' . Em 60% das amostras foi identificado o
agente etiológico pela bacterioscopia ou por mc, ficando
os demais sem identificação. Os mesmos autores
concluíram que a presença de antibióticos 110 líquor preju-
dica a identificação do agente etiológico, assim como a
concentração destes diminui a positividade dos exames.
Por estas dificuldades encontradas, para que se obtenha
bons resultados em cultura, assim como para se conseguir
diagnósticos mais rápidos das meningites bacterianas é que
se têm enfatizado a utilização dos métodos de me e látex
realizados no LCR, os quais permitem também a identifi-
cação do sorogrupo no caso de Doença Meningocócica.
No entanto, na fase inicial da doença, antígenos bacterianos
podem não estar ainda presentes no LCR, conduzindo a
um teste imunológico negativo.

ALKMIN 1 , MELLES et alJ415 e LEVY et aI 1.l têm
recomendado a utilização de métodos laboratoriais asso-
ciados para elevar o número de casos com o agente
etiológico identificado. Mas, para que se consiga resulta-
dos laboratoriais mais específicos do meningococo, com a
identificação de seu sorotipo, subtipo, imunotipo e com-
plexo, é fundamental a realização da cultura, permitindo
assim maior compreensão da epidemiologia da Doença
Meningocócica.
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ABSTRACT: The analysis in the exams earried out in 65 patients with the meningococcal disease,
reported by Alvaro Ribeiro Hospital, Campinas/SP, showed that in 56,9% ofthe cases it was possible to
identify the serogroups of Neisseria meningitidis and the predominancy of serogroup B, and 7,7% it
was possible to detect diplococcus Gram negative. This study shows that the positivity between
bacterioscopy and culture ofcerebrospinal fluid (CSF) was similar, 61,7% and 61,5% respectively, The
highest positivity in thc exam associations, was 74,5% found in bacterioscopy and cuIture. A similar
value, 73,8%, was observed in bacterioscopy, culture and counterimmunoc1ectrophorcsis (CIE). The
rcsults of bactcrioscopy and CIE association and also culture and CIE wcre lower, 62,0% and 62,2%
respectively. The positivity of the counterimmunocIectrophoresis exam was low, 34,8%.

DESCRIPTORS: Mcningococcal Discase, Laboratorial Diagnosis, Campinas/SP
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RESUMO: HEPATITES CRÔNICAS POR VÍRus -MODELO DE DOENÇA CRÔNICA DE lNTERES-
SEEM SAÚDE PÚBLICA

Venâncio Avancini Ferreira Alves ; Raimunda Teima de Macêdo Santos; Alda Wakamatsu
Laboratório de Imuno-histoquímica - Divisão de Patologia - Instituto Adolfo Lutz

DESCRITORES: Hepatites virais, Hepatite crônica B, Hepatite crônica C, Imuno-histoquímica,
Hibridização "in situ".

ASPECTOS GERAIS

As Hepatites por vírus são doenças de grande impor-
tância universal, com significativa prevalência em nosso meio.
Recentemente, devido a seu caráter transmissível, com pos-
sibilidades de medidas preventivas incluindo ministração de
imunoglobulinas ou vacinas, bem como seu potencial de in-
duzir doenças agudas (ocasionalmente graves, como as for-
mas de Necrose Maciça e Submaciça) e de cronificação, o
Ministério da Saúde do Brasil tomou compulsória sua notifi-
cação aos órgãos de Vigilância Epidcmiológica.

Para a definição de medidas sanitárias e terapêuti-
cas impõem-se estudos bioquímicos ( no IAL, a cargo da
Seção de Análises Clínicas) c sorológicos ( no IAL, Labo-
ratório de Hepatites do Serviço de Virologia). Nos casos
crônicos, são de grande importância os estudos de replicação
viral (no IAL, Laboratório de Biologia Molecular do Servi-
ço de Virologia), bem como as pesquisas morfológicas para
diagnóstico e cstadiamento da lesão e imuno-histoquímicas
para pesquisa de antígenos virais e da resposta do hospe-
deiro (no IAL, Laboratório de Imuno-histoquímica).

CONCEITUAÇÃO E ETIOLOGIA

O conceito mais aceito para a definição de hepatite
crônica é o de conjunto de manifestações clínicas, bio-

químicas, sorológicas e anátomo-patológicas com infla-
mação hepática não resolvida no prazo de 6 meses (1) .

Numerosas entidades, de causas muito variadas, po-
dem ser incluídas nesta definição, mas há franca tendên-
cia entre os hepatologistas em restringir o conceito de He-
patites Crônicas àquelas de origem viral, auto-imune e as
relacionadas a ação de drogas, aceitando-se ainda as de
causa incerta (1,2). Ainda que haja superposição de vários
parâmetros entre estas entidades e outras hepatopatias
como cirrose biliar primária, colangite esclerosante pri-
mária, doença de Wilson e deficiência de alfa -l-anti-
tripsina, os principais autores consideram que estas con-
dições devem ser estudadas separadamente.

Dentre as hepatites crônicas virais, sabe-se que mais
de 90% dos casos de hepatite aguda produzida pelo vírus
da hepatite B (VHB) evoluem para cura completa en-
quanto alguns, entretanto, desenvolvem hepatite crônica.
Desses, a maioria apresenta a chamada hepatite crônica
persistente e apenas 3% dos pacientes com hepatite B
desenvolvem hepatite crônica ativa e cirrose (3). A Hepa-
tite D (ou Delta) ocorre como co-infecção ou superin-
fecção com a Hepatite B, sendo tal associação relaciona-
da a casos agudos de significativa gravidade e também a
elevados índices de cronificação (4).

Não existem relatos fidedignos que a hepatite A pos-
sa evoluir para a cronicidade, o mesmo parecendo válido
com relação à hepatite E.

>f Laboratório de Imuno-histoquímica - Divisão de Patologia - Instituto Adolfo Lutz
Av.Dr. Arnaldo, 355 - 7°andar - CEP O1246-902, São Paulo-Brasil.
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Os dados disponíveis sugerem que a hepatite C possa
evoluir para a cronicidade em pelo menos 40% dos casos
(5,6,7,8). Nota-se, portanto, que embora na maioria dos casos
as hepatites virais se comportem benignamente, um número
considerável evolua para a cronicidade, o que representa um
problema de grande importância clínica e terapêutica eom
um prognóstico eventualmente reservado. A recentemente
identificada Hepatite G parece ter seu significado relaciona-
do a infecção conjunta com o vírus da hepatite C (VHC).

ASPECTOS MORFOLÓGICOS

A nova classificação histopatológica das hepatites
crônicas (1,2,9) surgiu da consciência da necessidade de se
oferecer parâmetros mais objetivos, reprodutíveis e com
correlação com aspectos clínico-terapêuticos. Para tal,
impõe-se analisar separadamente:
1. aspectos ligados ao "estadiamento", significando dis-
túrbios arquiteturais (quanto da arquitetura lobular já
foi destruída).

2. alterações de natureza necro-inflamatória, oferecendo
uma "graduação da atividade" das lesões em curso, que
devem ser sub-compartimentalizadas em Portais,
Periportais e Lobulares.

Conforme sugere a nova classificação da IASL (1,2,9),

a graduação dos diversos ítens deve buscar resposta às
situações mais habitualmente vividas em cada ambiente.
Para nosso meio, propomos para a semi-quantificação do
estadiamento e da graduação da atividade das hepatites
crônicas os seguintes critérios:
I. ESTADIAMENTO: Alteração estrutural

zero - nenhum dano à arquitetura lobular
1 - expansão fibrosa de espaços porta
2 - expansão portal com septos porta-porta
3a - septos porta-centro, nódulos ocasionais
3b - nódulos numerosos, com preservação parcial da

arquitetura lobular
4 - cirrose

n. ATIVIDADE NECRO-INFLAMATÓRIA ATUAL:
Atividade Portal:
zero a 4, conforme a quantidade de linfócitos e histiócitos

portais, devendo ser anotada a presença (ou não) de agre-
gados ou folículos linfóides e a agressão ao epitélio biliar.

Atividade peri-portal:
zero - ausência de lesões da interface
1 - Necrose em sacabocados (NSB) discreta
2 - NSB moderada
3 - NSB intensa
4 - NSB muito intensa

Atividade Lobular:
Scmiquantificação das variáveis de lesão lobular,

recebendo, em conjunto, uma avaliação em graus de O
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(ausência de lesões) a 4 (muito acentuadas). Devem ser
analisadas em separado as necroses de padrão focal e as
confluentes.

O laudo anátomo-patológico também deverá incluir
os Marcadores Etiológicos, destacando-se , no caso das
Hepatites por Vírus, a presença de "Hepatócitos com
Citoplasma em Vidro Fosco" como fortemente sugestivo
de infecção pelo VHB e o conjunto: Folículos Linfóides
Portais, Agressão ao Epitélio de Duetos Biliares e Ativi-
dade Necro-inflamatória Lobular com significativo
infiltrado mononuclear ao longo de sinusóides como
indicativo de infecção pelo VHC (10) ,

ASPECTOS IMUNO-HISTOQUÍMICOS

A identificação de antígenos em amostras de tecido
para biópsia ou necrópsia pode ser obtida por métodos
imuno-histoquímicos eom diversos sistemas de amplifica-
ção , como por exemplo peroxidase-antiperoxidase (PAP)
ou avidina-biotina-peroxidase (ABC), aplicáveis inclusi-
ve em amostras fixadas rotineiramente em formol
tamponado e incluídas em parafina.

No caso das Hepatites Crônicas B, a identificação
etiológica pode ser feita de modo específico pela detecção
do antígeno de superficie (AgHBs) no citoplasma ou mem-
brana de hepatócitos. Tal antígeno não é habitualmente
dctectável nas hepatites agudas, exccto nas formas de tran-
sição para cronicidade. Nas hepatites crônicas, encontra-
mos inicialmente, com amplificação pelo sistema PAP (11),

positividade para este marcador em 98 dentre 139 casos
(70%), à semelhança de YOO e cols. (12) com 43 casos
positivos em 58 estudados (77%) e URLICH e cols. (13)

com 18 em 24 casos (75%), Naquele nosso material, a
positividade foi maior nos processos inativos (87,5%),
contrastando com os 64% de reatividade nas formas de
intensa atividade histológica. Mais recentemente, compro-
vamos maior sensibilidade no sistema de amplificação
ABC, que possibilitou a detecção do AgHBs em todas as
42 amostras de biópsias de hepatite crônica B (14). Não
encontramos qualquer correlação da expressão tecidual do
AgHBs com evidências de replicação, havendo demons-
tração da produção deste antígeno mesmo em casos com o
genoma viral já integrado ao do hepatócito ,

Outro antígeno cuja detecção é de grande utilidade
é o antígeno central-core (AgHBc) , Sua expressão é
preferencialmente nuclear, sendo, juntamente com a
detecção de DNA viral por hibridização ou, de forma
mais sensível, por reação em cadeia pela polimerase
(PCR), marcador fidedigno da replicação viral (15,16).

Em nossas casuísticas de 1988 (11) e de 1995 (14), foi
elevada a concordância entre positividade tecidual para
AgHBc e sorologia positiva para AgHBe , Nas fases
mais avançadas da infecção, com integração do genoma
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viral ao do hepatócito, deixa de ocorrer a expressão do
gene da região "c" (17).

A pesquisa de sequências do genoma viral por
Hibridização Molecular "in situ" mostra-se também como
um potencial marcado r de replicação viral. Até agora, en-
trctanto, esta metodologia apresenta sensibilidade inferior
à obtida através da identificação do AgHBc mediante
imuno-histoquímica (14).

A pesquisa de marcadores tcciduais do VHC em amos-
tras de biópsia fixadas em formol e incluídas em parafina
é motivo de grande interesse na literatura mais atual (18).

Nossa recente experiência sugere ser a região do core do
VHC a fonte mais promissora de antígenos para tal tipo

de estudo, tendo WAKAMATSU (19) detectado positi-
vidade em 40 dentre 50 hepatites crônicas C estudadas,
com marcação mais significativa em 27 casos (54%). Foi
notada uma tendência a relação direta com o grau de ati-
vidade periportal e inversa com o grau de lesão lobular.

Em conclusão, o estudo das Hepatites Crônicas Virais,
de grande importância em Saúde Pública, tem a morfologia
e a irnuno-histoquímica como ferramentas fundamentais.
No Instituto Adolfo Lutz, tal linha de pesquisa é atual-
mente direcionada à detecção de marcadores etiológieos e
de replicação viral, trazendo contribuição à avaliação
prognóstica e ao monitoramento da resposta ao tratamen-
to antiviral.
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RESUMO: Foram analisados 41 medicamentos à base de sulfato ferroso apresentados na forma de
solução e comprimidos revestidos e encaminhados pelo SUS-SP, como análises fiscais, para controle da
qualidade. Das 41 amostras analisadas, 15(37%) n50 atenderam às especificações de qualidade quanto
ao teor de sulfato ferros o e de ácido ascórbico (presente em algumas amostras em associação com o
sulfato ferroso), quanto aos aspectos fannacotécnicos e quanto ao rótulo. Em função da importância do
uso tcrapêutico destes medicamentos no combate às anemias ferroprivas, principalmente em crianças,
adolescentes e mulheres em idade fértil, é fundamental que se estabeleçam programas de monitoramento
de controle de qualidade para garantir a eficácia dos mesmos.

DESCRITORES: anemia Icrropriva; sulfato fcrroso; solução oral; comprimido revestido; controle
de qualidade.

---

INTRODUÇÃO

A anemia por deficiência de ferro, ou ferropriva, é
uma das causas mais frequentes encontradas nas consul-
tas clínicas e talvez seja um dos problemas de sáude mais
significativos em todo mundo, como demonstrado em vá-
rios encontros internacionais sobre nutrição. 12.13,14.16 Esta
anemia é caracterizada pela diminuição da síntese de
hemogloblina como consequência da falta de ferro no or-
ganismo. Algumas raras doenças que alteram o metabo-
lismo do ferro e outras mais comuns, como a giardíase,
podem ser responsáveis pela má absorção de ferro, le-
vando à anemia principalmente em crianças. 6.10 A
prcvalência em populações de alto risco, como crianças,
adolescentes c mulheres em idade fértil, situa-se por volta
de 50% nos países em desenvolvimento e em 10% em
países com programas de prevenção estabelecidos. 10 Em
estudos realizados em centros de saúde do município de
São Paulo, em gestantes de primeira consulta e em ado-
lescentes grávidas, constatou-se uma prevalência de 12,4%

c 14,3%, respectivamente. 8.9 No Estado de São Paulo, a
Secretaria Estadual da Saúde, em 1990, aprova a "Norma
Técnica de Anemia Ferropriva para Gestante", a qual pre-
coniza prescrição e fornecimento de suplementação
mcdicamcntosa de ferro a todas as gestantes à partir da
primeira consulta, no puerpério e período de lactação ( um
comprimido de 200 mg de sulfato ferroso por dia, equiva-
lente a 40 mg de ferro elementar)." Sendo que a anemia
ferropriva obedece sempre a um desequilíbrio entre absor-
ção, perda e consumo de ferro pelo organismo, o trata-
mento através da administração oral de ferro, na forma de
sais, encontra bons resultados. A biodisponibilidade des-
tes sais, como os sulfatos ferros os e férrico, é bastante
variável dependendo da forma farmacêutica, do estado de
oxidação c da solubilidade do ferro na presença de subs-
tâncias quelantes ou oxidantes na dieta. Frente ao pH áci-
do do estômago, os dois tipos são solúveis; à medida que
aumenta o pH no duodeno, o sal férrico tende a formar
hidróxidos férricos insolúveis. A adição de agentes
oxidantes, como o ácido ascórbico, garante que o ferro

* Realizado na Seção de Fannacognosia do Instit uto Adolfo LU1Z,São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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esteja na sua forma reduzida, ainda solúvel em pH ncu-
tro.5,18 As formas farmacêuticas mais utilizadas, devido
ao baixo custo e facilidade de administração, são os com-
primidos revestidos e as soluções orais de sulfato ferroso
que revelaram boa biodisponibilidade de ferro, assim como
a associação destes com o ácido ascórbíco. No Brasil, es-
tes medicamentos fazem parte da lista de medicamentos
essenciais do Ministério da Saúde e são distribuídos pela
rede básica através das Secretarias de Saúde, dos municí-
pios e do Estado, no âmbito da atenção primária e, mais
recentemente, no programa DST/AIDS.ll

A Seção de Farmacognosia do Instituto Adolfo Lutz
realiza o controle de qualidade de formas farmacêuticas con-
tendo sulfato fcrroso, provenientes do SUS, e de associações
de sulfato ferroso e ácido ascórbico, provenientes de análises
de orientação. Verificou-se que, em alguns casos, as solu-
ções já se apresentavam com precipitados e com a colora-
ção alterada e os comprimidos com rachaduras, estufados e
alterados na coloração. Com o objetivo de se verificar a qua-
lidade destes medicamentos, já que os mesmos são utiliza-
dos como suplemento de ferro aos anêmicos e fornecidos na
rede pública, foi feito um levantamento dos resultados obti-
dos nas análises realizadas em comprimidos revestidos e
soluções orais de sulfato ferroso, no período de 1993 ajunho
de 1997, considerando-se o teor em sulfato ferroso e ácido
ascórbico e aspectos farmacotócnicos, como a presença de
precipitados e coloração no caso das soluções, assim como
rachaduras e/ ou estufamentos, coloração e peso-médio no
caso dos comprimidos revestidos. A análise do rótulo foi
realizada baseada no Decreto-Lei nº 79.094 de 05 dejaneiro
de 1977, que disciplina o registro, a comcrcialização e a fis-
calização de medicamentos?

MATERIAL E MÉTODOS

MATERIAL

Foram analisadas 41 amostras de comprimidos re-
vestidos e soluções orais de sulfato ferroso, de 19labora-
tórios farmacêuticos diferentes, provenientes de análises
fiscais e de orientação, recebidas pela Seção de
Farmacognosia, no período de 1993 ajunho de 1997.

MÉTODOS

A determinação do teor de sulfato ferroso destas prepa-
rações, nas formas de soluções orais e comprimidos revesti-
dos, foi realizada segundo técnica titulométrica com sulfato
cérico, descrita na Farmacopéia Brasileira 3º Edição."

A verificação da presença de precipitados e alteração
da coloração foi realizada em todas as soluções recebidas.
Para os comprimidos revestidos foram determinados os
pesos médios e a verificação da integridade dos mesmos
para a caracterização do aspecto.

RESULTADOS

Das 41 amostras analisadas, 15(37%) não se encontra-
vam de acordo com as especificações de qualidade (Tabela
1); destas, sete não atenderam às exigências quanto ao teor
do princípio ativo presente na formulação, sendo que três
amostras estavam em desacordo quanto ao teor de sulfato
ferroso e as outras quatro amostras em desacordo quanto ao
teor de ácido ascórbico (quando este estava presente nas as-
sociações com sulfato ferroso). Quanto ao aspecto
farmacotécnico, quatro amostras apresentaram alterações
(presença de precipitados em soluções, estufamcntos e/ou
rachaduras e variação de peso-médio em comprimidos) , e
outras quatro amostras estavam em desacordo quanto ao ró-
tulo (prazo de validade vencido) (Figura 1).

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Os resultados obtidos mostraram que 37% das amos-
tras analisadas não atenderam às especificações de quali-
dade. Os problemas assinalados ocorreram com relação
ao teor de sulfato ferroso, tanto acima quanto abaixo do
declarado na fórmula, com o teor de ácido ascórbico, sem-
pre abaixo do valor declarado e com os aspectos
farmacotécnicos, onde foram eonstatados precipitados, no
caso das soluções, e rachaduras e/ou estufamentos nos
comprimidos revestidos. Esta última observação indica,
provavelmente, uma umidade excessiva devido ao acondi-
cionamento inadequado propiciado pelos blisteres de pa-

TABELA 1

Distribuição dos resultados das análises em amostras de sulfato ferroso, por ano, Seção de Farmacognosia, Instituto
Adolfo Lutz, 1993 ajunho 1997.

1993 1994 Total

14 9

1995 1996 1997
(até junho)

Aprovados
Reprovados

6
3

63
37

10
4

6
6

2
2

2 26
15

Total

26

12 1004 2 41
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FIGURA 1

Distribuição dos resultados das análises de sulfato ferroso não conformes com as especificações, segundo causa da
não conformidade. Seção de Fannacognosia, Instituto Adolfo Lutz, 1993 a junho de 1997.
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pel; esta alteração não foi observada em comprimidos acon-
dicionados em frascos de vidro escuro. Tal constatação
sugere a observância de cuidados na escolha da embala-
gem deste tipo de forma farmacêutica por parte do fabri-
cante e de locais apropriados, com temperatura e umidade
controlados, para estocagem nos centros de distribuição.
No caso das soluções que apresentaram precipitados, pode-
se concluir que a estabilidade da solução não estava
satisfatória, talvez em relação à manutenção do pH, propi-
ciando a precipitação do sal ferroso. É fundamental que a
concentração do sulfato ferroso esteja, em ambas as for-
mas farmacêuticas, de acordo com o preconizado para
assegurar níveis séricos de ferro adequados ao
rcstabclccimento da concentração normal de hemoglobina.
Em relação ao ácido ascórbico, todas as preparações apre-
sentaram teor abaixo do declarado no rótulo; este fato era
previsível, já que sua função na formulação não é terapêu-
tica, mas garantir a manutenção do estado de oxidação do
ferro na sua forma reduzidarfe"), melhorando a absorção
do feno no trato gastrointestinaI. Portanto, esta prepara-
ções contendo ácido ascórbico não podem ser considera-
das como associações de dois princípios ativos; o ácido
ascórbico só estaria presente como um coadjuvante e não
poderia constar do rótulo, como substância ativa, aumen-
tando o custo do medicamento e induzindo o consumidor a
adquirir um produto que, na realidade, não contem a quan-
tidade de ácido ascórbico declarado.

Um outro aspecto importante a ser considerado seria a
busca da melhoria da biodisponibilidade das preparações,

~ Amostras em conformidade - 63%

rn Não conforme - rótulo - 10%

1m Não conforme -Aspecto farmacotécnico - 10%

o Não conforme - teor de ácido ascórbico - 10%

D Não conforme - teor de sulfato ferroso - 7%

visando uma possível diminuição da dose a ser administrada
e, consequentemente, minimizando a maioria dos efeitos
colaterais provocados pelos sais de feno.4,15,16 Isto promo-
veria uma melhor adesão a este tipo de tratamento por parte
dos pacientes, já que estes não sofreriam desconfortos como
náuseas, constipações e outros efeitos relatados, e poderiam
continuar o tratamento por no mínimo dois meses a partir do
restabelecimento do nível de hemoglobina como recomenda-
do, contribuindo para a diminuição da taxa de anemia
ferropriva, meta a ser alcançada pela OMS até o ano 2000.1,17

Cabe assinalarmos que os resultados obtidos referem-se
a demanda espontânea e aleatória proveniente do SUS,
alertando o laboratório de saúde pública da importância de
se realizar um estudo monitorado destas preparações farma-
cêuticas, juntamente com a Vigilância Sanitária, contribuin-
do para assegurar a eficácia dos programas direcionados aos
grupos com prevalência da anemia ferropriva.

Seria importante que os medicamentos distribuídos
para os programas já estabelecidos pelas secretarias de
sáude, que visam a suplementação medicamentosa de fer-
ro, pudessem ser acompanhados laboratorialmente para
assegurar a qualidade dos mesmos.
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ABSTRACT: In order to control the quality of some phannaceutical preparations containing
fcrrous sulphatc uscíul to prcvcnt iron-dcficicncy in infants, childrcn and young womcn, 41 samplcs
wcre analysed. Those samples were presented in two dosage forms, such as oral solutions and tablets.
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The tcst rcsults showcd that 15(37%) samplcs didn't mcct thc rcqucrimcnts of the oficial monographies
anyway From thosc not compliant sarnplcs, seven didn't mcct thc requerimcnt for thc statedconcentration
of Icrrous sulphate andlor ascorbic acid, four didn't meet the rcquirements for stability and Iour didn't
mcct thc rcquiremcnts for labcl.Problcmswith precipitations in thc liquids dosagc fonns and crackings in
the tablcts are dicusscd.Quality control programs havc to be establishcd tomoni torate the drugs listed as
essential drugs in Brasil.

DESCRIPTORS: iron-dcficicncy anaemia; ferrous sulphate; oral solution; tablcts; quality contro!.
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RESUMO: A desinfecção de água com radiação ultraviolcta tem demonstrado ser uma alternativa
à cloração. O objetivo deste trabalho é estudar a inativação dos' microrganismo. Utilizou-se um reator
(câmara de desinfecção) equipado com lâmpada de ultraviolcta, operando no sistema de batc1ada. Os
microrganismos inativados foram E.coli, Eaeruginosa, A.h.vdrophila, E.faecalis e Vcholerae. A E.co/i
se mostrou o microrganismo de maior resistência inicial, mas a de maior constante de inativação; o
E.faecalis foi o mais resistente.

DESCRITORES: desinfecção; radiação ultravioleta; inativação de microrganismo.

INTRODUÇÃO

A radiação ultravioleta (uv) tem demonstrado ser
eficiente na inativaçâo de microrganismos e uma alterna-
tiva à cloração. Este tipo de desinfecção é conhecido des-
de o início do século, mas por problemas de confiabilidadc
do equipamento, tccnologia, entre outros foi abandonado.
Nos últimos anos, este sistema tem se tornado popular,
principalmente nos países europeus.

Para a obtenção da radiação uv, são utilizadas lâm-
padas especiais (semelhantes às lâmpadas fluorescentes)
de baixa-pressão. Os raios de uv pertencem ao espectro
eletromagnético, entre a luz visível e os raios-X, Estas lâm-
padas emitem raios no comprimento de onda de 253,7 nm,
que é o comprimento de maior efeito bactcricida
(Sobotka, 1993).

A dose de "radiação uv é dada pelo produto da inten-
sidade de energia e tempo de exposição, como mostra a
equação (1) (Qualls et al., 1983):

D=I.t (1)

onde:

D: dose de radiação ultravioleta (Ws/cm-);
I: intensidade de radiação germicida (Wzcm-); e,
t: tempo de exposição (s).

A fração de sobrevivência (NINo) dos microrganis-
mos é uma função direta da dose aplicada:

NINo = /{dose) (2)

onde No e N são, respectivamente, a densidade de
microrganismos antes e depois da radiação ultravioleta.
As equações (1) e (2) sugerem que a intensidade e o tempo
de exposição podem ser variados reciprocamente para se
obter a mesma fração de sobrevivência (Qualls e Jonhson,
1985).

A radiação quando penetra no meio líquido é absor-
vida por substâncias presentes na água, como matérias
orgânica e dissolvida, partícula em suspensão, e pela pró-
pria água (Sob o tka, 1993). Esta absorção segue a lei de
Bccr-lambert:

(3)

onde:

* Doutorando em Saneamento pela Faculdade Engenharia Civil da UNICAMP
** Realizado no Instituto Adolfo Lutz - Regional Campinas-SP
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I: Intensidade de radiação no meio líquido (Wzcm-);
10: Intensidade de radiação na fonte (Wzcm");
x: espessura da camada líquida (em); e,
a: coeficiente de absorção ou absorbância (em):'.

Considerando que na superficie líquida x=O, a in-
tensidade de radiação é máxima (I=Io)' desprezando a ab-
sorção pelo ar entre a fonte de radiação e a superficie lí-
quida, e que a intensidade é mínima na profundidade x,
pode-se calcular a intensidade média (1m) integrando a equa-
ção (3), resultando em:

x

fI -ax do.e '. x
I = o (4)
m x

Desta forma, a intensidade média resultante é:

i; =~(l_e-ax) (5)
a.x

Os microrganismos atingidos pela radiação uv so-
frem alterações no DNA ou RNA, inativando-os. Esta
inativação se deve aos dímeros de pirimidina formados
entre moléculas adjacentes de pirimidina do mesmo ele-
mento de DNA, podendo interromper tanto a transcrição
como a replicação (Lindenauer e Darby, 1994). A
inativação é dada pela função exponencial em relação à
dose (Severin, 1980):

Nln- = -k.I.t (6)
No

onde:
N: microrganismos sobreviventes (UFC/ml);
No: microrganismos iniciais (UFC/ml);
k: taxa constante de inativação (Ws/cm-):':
I: intensidade de energia germicida (Wzcm-); e,
t: tempo de exposição (s).

A equação (6) é uma expressão teórica padrão
(Daniel, 1993), baseada e111observações cmpíricas
(Severin, 1980). Esta equação tem como hipóteses bási-
cas:

· a intensidade da radiação é constante através da
camada líquida;

· a absorção pelo meio líquido é desprezível;
· a inativação é função da dosagem de ultravioleta

(Severin, 1980; Harm, 1980);
· uma única lesão é suficiente para inativar o micror-

ganismo tHarm, 1980); e,
· a população de microrganismos tem sensibilidade

homogênea quanto à radiação uv.
Como foi visto anteriormente, ocorre a absorção pelo

meio líquido, e a intensidade da radiação não é homogênea
nas camadas líquidas. Assim, pode-se fazer uma correção
na equação (6), unindo-a com a equação (5):

30

1 N _ k.Io.t(l -a.x)n------ -e
No a,x (7)

As câmaras de desinfecção com radiação uv são
conhecidos como reatores fotoquímicos. Há vários tipos
de reatores fotoquímicos como os de lâmpadas emersas,
cilíndricos de câmaras luminosas coaxiais e tipo radial
(Braun et al., 1986).

METODOLOGIA

Reator Fotoquímico: o reator utilizado foi o do tipo

cobertura:
120x40xl0 em

refletor de alumínio

lâmpada de
ultravioleta

calha: 120x40xlO em

de lâmpada emersa, construí do em alumínio polido. A fi-
gura 1 apresenta o reator e suas dimensões.

FIGURA 1 - Esquema do reator de ultravioleta
A parte inferior é chamada de calha onde é colocada

a água a ser desinfetada. Separadamente, foi construído
um reservatório auxiliar onde são realizadas as medições
de.cloro residual, inativação do mesmo e posterior conta-
minação com os microrganismos.

Lâmpada: foi utilizada uma lâmpada de ultravioleta
de baixa-pressão de vapor de mercúrio (marca General
Elctric) de potência nominal de 30 W.

Cloro Residual: para medir o cloro residual utilizou-
se o método da orthotolidina, através de um medidor de
"Hellige", equipado com disco colorido.

Absorbância: medida com um espectrofôtometro
marca Micronal B382, utilizando cubeta de quartzo com
caminho óptico de I em, e comprimento óptico de 254 nm.

Intensidade de Radiação Ultravioleta: utilizou-se um
radiômetro marca Cole-Parmer Instrument Company mo-
delo 9811 de comprimento de onda de 254 nm.

Dose de radiação ultravioleta: foi determinada atra-
vés da equação (1), sendo a intensidade considerada como
apresentada na equação (5).

Parâmetros Biológicos: para avaliação da qualida-
de microbiológica da água, uma alternativa foi a pesquisa
de organismos indicadores de contaminação fecaI. Como
indicadores de contaminação fecal foram utilizadas cepas
de Escherichia coli (ATCC 25922) e Enterococcus faecalis
(ATCC 7080). Foram utilizados também outros micror-
gamsmos, como:
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Aeromonas hydrophila (IAL - 1961): que tem sido
isolada de amostras de águas cloradas e de fezes de ani-
mais. É um patógeno importante, principalmente, para os
indivíduos imunodeprimidos;

Vibrio cholerae (569-B não toxigênico - IAL 1954):
este organismo é excretado em grande número de pacien-
tes com cólera e convalescentes. A doença é transmitida
primeiramente pela rota fecaI-oral, embora indiretamente
por águas de abastecimento;

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 14502): ampla-
mente distribuídas na natureza. São patógenos humanos
oportunistas, geralmente restritos a pacientes hospitaliza-
dos. Sobrevive por vários meses em água a temperatura
ambiente, multiplica-se em fluidos e ambientes úmidos.

Realizou-se para cada microrganismo eleito, cepas
1iofilizadas adquiridas na Seção de Coleção de Culturas
do Instituto Adolfo Lutz, uma suspensão em Brain Heart
Infusion(BHI)Broth. Foram feitas diluições seriadas de
10° a 10\2 em caldo BHI, exceto para o V cloacae que
foi utilizado água peptonada alcalina e semeaduras em
meios seletivos e diferenciais.pelo método de superficie e
em meio para contagem padrão, a fim de quantificar a
carga microbiana inoculada na reservatório auxiliar. Para
as contagens padrão em placas utilizou-se o meio Plate
Count Agar e a metodologia recomendada pelo "Standard
Methods for Examination ofWater and Wastewater". Para
identifícação e quantificação da E. coli foi utilizado o
meio Me Conkey Agar, para o E. faecalis o meio Agar
Sangue, para a A. hydrophila o meio Aerornonas
Medium(Bile-salt-Irgasan-Brilliant Green - Agar), para
o V cholerae o meio TCBS( Thiosulfate Bile-salt Sucrose
Agar) e para a P aeruginosa o meio Cetrimide Agar.
Nas amostras coletadas antes e após a incidência da luz
a metodologia utilizada foi a mesma descrita para
quantificar a carga microbiana.

Operação do Sistema: o reator operou no sistema de
batelada (fluxo intermitente), utilizando água do serviço
de abastecimento público de Campinas - SANASA. Devido
a utilização desta água, houve a necessidade de inativar o
cloro residual combinado com tiossulfato de sódio (solução
a 3 %) na proporção de 0,1 ml para cada 100 ml, suficiente
para neutralizar até 5 mg/l de cloro. Após a inativação, a
água foi contaminada com o microrganismo em estudo, e
coletada uma amostra para obter a concentração inicial
(UFC/ml). Estas primeiras amostras foram coletadas do
reservatório auxiliar. A água contaminada foi colocada no
reator até a altura da lâmina d'água de 4 em (volume de
19,2 litros). Então, o sistema foi fechado, operando por 90
segundos, coletando-se amostras a cada 15 segundos. O
esquema de amostragem pode ser visto na tabela 1.

Os resultados foram analisados segundo a equação
(7), com o objetivo de obter a constante de inativação
ultravioleta (k) para cada microrganismo, bem como veri-
ficar a eficiência de inativação,

TABELA 1 - Esquema de amostragem

Amostra Local Tipo Tempo
Reservatório verificação do cloro residual

2 Reservatório inativação do cloro residual

3 Reservatório isenção de contaminação
4 Reservatório número inicial de microrg.
5 sistema UV Irradiada 15 s
6 sistema UV Irradiada 30 s
7 sistema UV Irradiada 45 s
8 sistema UV Irradiada 60 s
9 sistema UV Irradiada 75 s
10 sistema UV Irradiada 90 s

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A absorbânciamedida foi de 0,085 cm+, utilizando
a água destilada como solução branco. A intensidade de
radiação ultravioleta foi de 0,095 nW/cm2. Então a inten-
sidade média (equação 5) foi de 80,5 u.Ws/cm". A dose de
radiação ultravioleta (equação 1) para cada tempo de co-
leta, pode ser observada na tabela 2.

O tempo de exposição de 90 s foi suficiente para
inativação de 100% dos microrganismos, exceto o
Enterococcus faecalis que sofreu uma inativação de
99,99%. Ainda, este tempo de exposição é sempre inferior
aos outros desinfetantes. Os resultados experimentais são
apresentados na tabela 3. Inicialmente, a Escherichia coZi
e a Aeromonas hydrophila foram os microrganismos mais
resistentes, e o Vibrio cholerae e a Pseudomonas
aeruginosa foram os menos resistentes. A figura 2 mostra
a relação entre a taxa de sobrevivência (NINo) em função
da dose de radiação ultravioleta aplicada para cada mi-
crorgamsmo.

Com base nos resultados, os dados experimentais fo-
ram analisados segundo a cinética de inativação represen-
tada pela equação (7), com o objetivo de estimar o valor
da constante de inativação (k) com radiação ultravioleta.
Os valores das constantes estão apresentadas na tabela 4.

Como pode ser observado pela tabela 4, para todos
os microrganismos o coeficiente de correlação (r) foi sem-
pre superior a 0,932. O valor da constante de inativação
com ultravioleta (k) varia para cada microrganismo. Esta
constante representa a taxa com que ocorre a inativação.

TABELA 2 - Dose de radiação ultravioleta

Tempo
(s)

Dose
(f1Ws/cm2

)

15
30
45
60
75
90

1207,50
2415

3622,50
4830

6037,50
7245
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TABELA 3 - Resultados Experimentais: relação entre a taxa de sobrevivência (NINe) em função da dose de
radiação ultravioleta aplicada para cada microorganismo

Parâmctros Escherichia Pseudomonas
coli aeruoinosa

Concentração Inicial 2,Ox106 9,30xl0
(NO - UFC/IIII)

Fração de 15 s 0,1555 0,00839 0,0823
sobrevivência 30 s 0,06 0,00183 0,0129

(N/NO) 45 s 0,00275 0,00094 0,0071
60 s 0,0003 0,00029 O
75 s O 0,00003
90 s O

Porcentagem de 15 s 84,45 99,16 91,76
Desinfecção 30 s 94,00 99,82 98,70

(%) 45 s 99,73 99,90 99,29
60 s 99,97 99,97 100
75 s 100 99,99
90 s 100

Enterococcus

0,03947
0,02632
0,02368
0,00184
0,00132
0,00002
96,05
97,37
97,32
99,81
99,87
99,99

Vibrio
cholerae
2,20xl0

0,0191
0,0027

O

98,09
99,73
100

FIGURA 2 - Taxa de sobrevivência em função da dose de radiação ultraviolcta para cada microrganismo
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A relação que se estabelece para a constante k entre os
microrganismos analisados é dada por:

kE.coli > kAhydrophila > k Vchoíerae > kPóeruginosa > kEfaeculis'

Esta relação da taxa de inativação é importante para
estabelecer critérios para escolha do melhor indicador de
contaminação, quando se trabalha com radiação
ultravioleta. Então, para a mesma quantidade inicial de
microrganismo, a E. coli é o primeiro microrganismo a ser
inativado, e o Efaecalis, o último. Porém, a resistência
ao desinfetante é apenas um dos requisitos necessário para
um microrganismo ser considerado um indicador de con-
taminação fccal, outros requisitos como estar presente sem-
pre em maior quantidade que os patógenos, análise
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laboratorial rápida, não se reproduzir fora do intestino, e
facilidade de detectar e quantificar devem ser levados em
consideração. Desta forma, um bom indicador de conta-
minação seria a Escherichia coli conjuntamente com o
Enterococcus faecalis.

A determinação da dose de radiação ultraviolcta é
um dos principais fatores da confiabilidade do sistema.
Não há ainda no Brasil, uma regulamentação oficial indi-
cando qual deve ser a dose mínima exigi da para inativação
satisfatória, isto é, dentro dos padrões de potabilidade. A
US Publi Health Service (Tobin et .a., 1983) recomenda
que a dose mínima deve ser de 16.000 u.Ws/cm? em todo
reator de desinfecção. Esta dose é suficiente para inativar
a maioria dos microrganismos patogênicos, principalmen-
te bactérias. A dose para inativação de 100% de Ecoli é
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TABELA 4 - Valor da constante de inativação (k) com
radiação ultravioleta para cada microorganismo

Microrganismo Constante de
Inativação

k (ftWs/cm2r'
Coeficiente de
Correlação

(I")
E.coli
Piaeruginosa
A.hydrophila
E.faecalis
V.cholerae

2,50x10·
1,74x10·3

2,20xl0·3

1,23xl0·3

2,07xlO·)

-0,942
-0,971
-0,932
-0,950
-0,979

de 6.600 u.Ws/cm", e para Eaeruginosa é de 10.500 mWsl
em? (Tobin et al., 1983). Os valores encontrados neste tra-
balho foram de 5.750 J.l.Ws/cm? para E. coli, e 7.245 J.l.WsI
em? para a Pueruginosa. Esta comparação limita-se aos
valores numéricos, ou seja, não está se comparando valo-
res com o mesmo método para determinação da dose. No
caso de uma padronização para calcular a dose, a compa-
ração poderia ser completa.

CONCLUSÕES

A partir dos resultados experimentais obtidos, pode-
se concluir pontos importantes com relação ao sistema de

desinfecção com radiação ultravioleta, como:
· a inativação dos microrganismo ocorre em um tem-

po de exposição (ou contato) menor quando comparado
com outros desinfetantes utilizados;

· a dose de radiação ultravioleta para inativação
de 100% de E.coli (5750 u.Ws/cm") e Eoeruginosa
(7245 u.Ws/cm") são compatíveis aos encontrados na
literatura;

· o coeficiente de correlação foi sempre superior
a 0,932, demonstrando que a inativação dos micror-
ganismo comporta-se de acordo com a cinética (eq. 7)
proposta;

· a E. coli foi o microrganismo de maior resistência
inicial, seguida da A. hydrophila . Enquanto que o
V.cholerae e a P aeruginosa foram os menos resistentes,
inicialmente;

· o Efaecalis foi o microrganismo mais resistente à
radiação ultravioleta, sendo que após 90 s não foi comple-
tamente inativado. A dose de ultravioleta estimada para sua
in..ativação total é de aproximadamente 10.500 u.Ws'cm".

· O Efaecalis pode ser um bom indicador de conta-
minação, principalmente se utilizado em conjunto com a
E.coli.
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ABSTRACT: Ultraviolct radiation has bcen accepted as an aIternative to chlorination for disinfection
of watcr. Thc objective of this work is microorganism inactivation survey. A batch reactor, equipped
with ultraviolct Iamp, was used in the tests. Ecoli, Eaeruginosa, A.hydrophila, E. faecalis e Vcholerae
wcre the microorganism cmployed for the study of inactivatíon. The E. co/i was thc bactcria with the
strongest initial resistance but the greatest inactivation cOllstant, E.faecalis was lhe mos1 resistant.
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PRADO, GUILHERME e eol. - Efeito do ferro na biossíntese de aílatoxina BI por Aspergillus {lavus IMI
190443 após inoculação em dois genótipos de amendoim. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 57(1): 35-39, 1998.

RESUMO: Avaliou-se a produção de aflatoxina BI pelo Aspergillus jlavus 1MI 190443 em semen-
tes de amendoim, genótipos Tatu Vermelho e VRR-245, cultivados no Centro Experimental do Institu-
to Agronômico de Campinas em 1994/1995 e submetidos a adubação com sulfato ferroso. Após a
colheita, os grãos de amendoim foram previamente autoclavados a 121°C por 20 minutos, e inoculados
com uma suspensão de csporos do Aspergillus flavus 1MI 190443, em três concentrações: 103, 104 e 105

csporos/mL. Observou-se uma menor produção de ailatoxina BI no genótípo VRR-245, independente
da concentração de esporos de Aspergillus flavus 1MI 190443 (103, 104 e 105 esporos/mL) e do trata-
mento com e sem sulfato ferroso (p<0,05), quando comparado ao Tatu Vermelho. Verificou-se uma
menor contaminação com aflatoxina BI nos genótipos Tatu Vermelho e VRR-245, após adubação e
inoculação com Aspergillus jlavus IM1 190443, apenas na concentração de 103 esporos/mL.

DESCRITORES: Amendoim; Aspergillus jlavus; aflatoxina B1; adubação; sulfato ferroso.

INTRODUÇÃO

Af1atoxinas são produtos do metabolismo secundário
de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. ocorren-
do após a fase de crescimento exponencial dos fungos-v'
podendo contaminar as culturas no campo, os grãos du-
rante o armazenamento e os produtos alimentícios desti-
nados ao consumo humano, apresentando atividade
carcinogênica, teratogênica e mutagênica 18.

A contaminação dos alimentos com fungos toxigênicos
está geralmente relacionada com condições ambientais de
cultivo e annazenamento. Segundo ELLIS et alii' os prin-
cipais fatores que regulam o crescimento do fungo e pro-
dução de af1atoxina podem ser ambientais (temperatura,
atividade de água, intensidade de luz, pH), químicos (tipo

de substrato, tipo de nutrientes, agentes antifúngicos) e
biológicos (variabilidade da linhagem e competição com a
microf1ora).

No Brasil, o número de trabalhos que abordam a con-
taminação de aflatoxinas em amendoim é muito maior
quando se compara com outros substratos 16, sendo que o
processo de produção de af1atoxinas pode ser interrompi-
do mediante aquecimento ou refrigeração". Entretanto,
métodos utlizados para a destruição da af1atoxina já ela-
borada não são totalmente efetivos".

Dessa f01111a,alternativas voltadas para a prevenção da
contaminação dos alimentos e a produção de aflatoxinas são
linhas de pesquisa em desenvolvimento, como: novos genótipos
de amendoim resistentes à infecção do fungo e à produção de
aflatoxina"; práticas agrícolas recomendadas, como a irriga-

I Fundação Ezcquiel Dias - Divisão de Bromatologia e Toxicologia - Rua Conde Pereira Carneiro, 80 - Gameleira - Belo
Horizonte/Mfl - 30510-010

1Instituto Agronômico de Campinas - Caixa Postal 28 - Campinas/São Paulo - 13001-970
3 Faculdade de Farmácia - Universidade Federal de Minas Gerais - Av. Olegário Maciel, 2360 - Belo Horizonte/MG.
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ção adequada para manter a atividade de água do grão superi-
or a 0,95, valor mínimo necessário para a formação dos
estilbenos fitoalexinas, substâncias naturais de defesa das plan-
tas contra a invasão fúngica'", e a utilização de solos para
cultivo de amendoim com maior retenção de água e menor
aeração, onde os níveis de contaminação são menores-" ,

A utilização de substâncias químicas para evitar a
contaminação com fungos e/ou a produção de aflatoxinas
é também objeto de estudos de alguns pesquisadores.
GUPTA et alii.' e PRADO et alii.í'-'? observaram uma
correlação entre níveis de metais e produção de aflatoxinas.
REDING et alii" notaram uma menor contaminação de
amendoim com aflatoxinas, após inoculação com
Aspergillus parasiticus NRRL 5139, quando solos foram
suplementados com sulfato de cálcio em diferentes níveis.
PRADOlo trabalhando com amendoim em grão, genótipo
Tatu Vermelho, observou que alumínio, ferro, níquel e zin-
co, em diversas concentrações, inibia a produção de
aflatoxina BI quando se inoculava o Aspergillus flavus
NRRL 6513 a 26°C durante 7 dias. E que o ferro, nas três
concentrações estudadas (40, 80 e 160 ug/g ) além de ini-
bir a biossíntese de aflatoxina impedia totalmente o cres-
cimento vegetativo do fungo.

O objetivo deste trabalho foi verificar a influência de
Fe (TI) na produção de aflatoxina BI pelo Aspergillusflavus
IMI190443, após adubação com sulfato ferroso, durante
o plantio dos genótipos Tatu Vermelho, o mais plantado
no Brasil, e VRR-245, originário da Índia e citado na lite-
ratura como resistente à produção de aflatoxina'.

MATERIAL E MÉTODOS

Planejamento experimental

O plantio foi executado no Centro Experimental do
Instituto Agronômico de Campinas, no dia 19/11194, em
solo classificado como Latossolo Roxo. O ensaio foi im-
plantado segundo o delineamento experimental em blocos
casualizados em parcelas subdivididas, com 4 repetições.
As subparcelas consistiram dos tratamentos com e sem
adição de ferro, via adubação em cobertura com sulfato
ferroso. As parcelas principais consistiram de dois
genótipos de amendoim: Tatu Vermelho e VRR-245. Cada
parcela experimental apresentava 5 linhas úteis de aproxi-
madamente 50 plantas/linha, com espaçamento de 0,70
entre linhas. A área útil por parcela foi de 17,5 m". A co-
lheita foi efetuada em 20/03/95.

Genótipos estudados

O genótipo Tatu Vermelho é do grupo Valência, larga-
mente difundido nas regiões produtoras de amendoim do
Brasil, principalmente no estado de São Paulo. As plantas
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são de porte ereto, ciclo curto e produzem vagens com pre-
dominância de 3 a 4 sementes/vagem. O genótipo VRR-
245 foi introduzido no ICRISAT (International Crops
Research Institute for the Semi-Arid Tropics), Índia. É de
ciclo curto, vagens com duas sementes pequenas, de pelícu-
la clara.

Tratamentos efetuados

Foram aplicados aos 35 dias do plantio (início do
florescimento) 180Kg/ha de sulfato ferroso, o equivalente
a 50Kg/ha de ferro. O modo de aplicação foi adubação em
cobertura, consistindo em esparramar o produto no solo,
ao longo da linha das plantas, próximo à região do colo,
seguido de leve incorporporação com solo.

Dados climáticos

Durante o ensaio, o índice pluviométrico de novem-
broll994 amarço/1995 foi de 1255,4 mm. A temperatura
máxima alcançada foi de 35,4 °C e a mínima de 14,6 "C.

Amostragem

Foram obtidas amostras de cada genótipo, com e sem
feno, formadas a partir da mistura de grãos das respectivas
quatro áreas cultivadas. Para o laboratório foi enviado, en-
tão, 5,0 Kg/amostra, em um total de 4 amostras.

Preparo das amostras

Para a determinação inicial de aflatoxinas e metais as
amostras foram previamente moídas e homogeneizadas.
Posteriormente, foram passadas em peneira plástica de
abertura 20 mesh. Seguiu-se quarteamento até 1,0 Kg.

Para a determinação da atividade de água utilizou-se
grãos inteiros, sem nenhum tratamento prévio.

Para a determinação de aflatoxinas, após inoculação
de uma cepa de Aspergillus flavus, grãos de amendoim
foram previamente autoclavados a 121°C por 20 minutos
para a destruição da microbiota natural.

Cepa de Aspergillus flavus

Foi utilizada uma cepa de Aspergillus flavus lMI 190443,
isolada de pistache da Turquia, forte produtora de aflatoxina
BI' do International Mycological Institute (Inglaterra).

Metodologia

Determinação da atividade de água

Para a determinação da atividade de água, aproxima-
damente 1Og de amostra foi picada e colocada no aparelho
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"NOVASINA", pré-calibrado com soluções salinas
saturadas conforme orientação do fabricante.

Suspensão de esporas

Cepa de Aspergillusflavus IMI 190443 foi inoculada
em placa de Petri contendo o meio de Ágar dextrose batata.
Seguiu-se incubação por 7 dias a 37°C. Após aesporulação,
uma alça de platina cheia de esporos foi colocada em um
tubo de Eppendorf, contendo aproximadamente 2 mL de
Tween 0,1%, e agitado por 1 minuto para dispersão dos
esporos. Transferiu-se então 200 J.lI desta suspensão para
um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 25 mL do meio de
Ágar dextrose batata. Incubou-se a 37 °C por 7 dias para
esporuJação. Adicionou-se 20 mL de Tween 0, 1% no fras-
co elO pérolas de vidro. Agitou-se gentilmente e pipetou o
sobrenadante para um outro Erlenmeyer. O número de
esporos/mL da suspensão foi calculado e ajustado para 103,

104 e 105 esporos/mL. A contagem e o cálculo do número
de esporos/ml. foi feito através da Câmara de Neubauer.
Para a inoculação, utilizou-se 5 mL dessa suspensão para
15g de amendoim previamente autoclavado, em 4 repeti-
ções, Seguiu-se incubação por 7 dias a 25 "C.

Determinação de aflatoxinas

Foi utilizado o método descrito por SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYN7 para a quantificação de
aflatoxina BI nas amostras iniciais e após inoculação e
incubação.

Análise estatística

Os resultados obtidos foram avaliados e submetidos
à análise de variância, adotando o modelo fatoria12x2, em
que os fatores eram genótipo e adubação com e sem sulfa-
to ferroso.

TABELA 1

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Não foram detectadas aflatoxinas no início do experi-
mento nas amostras analisadas, sendo que os valores de
atividade de água variaram de 0,49 a 0,55, o que demons-
tra que todas as práticas agrícolas recomendadas para o
cultivo do amendoim foram executadas.

Os elevados teores de aflatoxina BI obtidos na pre-
sente investigação (TABELA 1), podem ser atribuídos a
potencialidade toxigênica da cepa utilizada, condições
adequadas de temperatura e umidade utilizadas e ausência
de uma microbiota natural competitiva destruída pelo aque-
cimento.

Independente do genótipo e do tratamento com e sem
ferro, os maiores níveis de aflatoxina B1 foram obtidos
quando a concentração de esporas de Aspergillus flavus
inoculada era de 104 esporos/mL, observando-se um de-
créscimo nos teores de aflatoxina BI quando o tamanho do
inóculo era de 103 e l O"esporos/ml. .

Independente da concentração de esporos de
Aspergillus flavus (l 03, 104 e 105 esporos/mL) e o trata-
mento com e sem sulfato ferroso, os níveis de aflatoxina
BI encontrados nos grãos do genótipo VRR-245 foram
inferiores e variaram significativamente (p < 0,05) em re-
lação aos determinados no Tatu Vermelho. Tais resultados
confirmam o atributo do genótipo VRR-245 em apresen-
tar uma maior resistência à produção de aflatoxinas-".

Considerando-se a aplicação de sulfato ferroso em
cada um dos genótipos estudados, observou-se que nos
grãos de amendoim do genótipo Tatu Vermelho, inocula-
dos com Aspergillus flavus (103 esporos/mL), os valores
de aflatoxina B1 diferiram significativamente (p < 0,05),
indicando um efeito positivo da adubação, visto que os
valores encontrados de aflatoxina BI nas amostras trata-
das com ferro foram praticamente a metade dos níveis de-
terminados nas amostras sem ferro.

No genótipo VRR-245, não foi observado diferen-
ça significativa entre os níveis de aflatoxina BI nos grãos
tratados e não tratados com ferro, indicando que talvez a

Teores de aflatoxina BI de dois genótipos de amendoim, Tatu Vermelho e VRR-245, cultivados em latossolo roxo,
com e sem adubação com sulfato ferroso, e inoculados com Aspergillus flavus IMI 190443.

Aflatoxina B, I'

Tratamentos
Ai flavus IMI190443 ( esporos/mL)

Com adubação
Tatu Vermelho
VRR- 245

Sem adubação
Tatu Vermelho
VRR-245

103

63,30.
14,33,

10' 105

88,30a
56,28b

55,20.
37,50b

73,58.
31,45c

55,75.
30,90,

1< Médias (4 repetições) seguidas da mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo Teste F ao nível de 5% de probabilidade
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maior resistência natural desse genótipo tenha prevaleci-
do, quando a concentração de esporos de Aspergillus flavus
era de 103 esporos/mL. Entretanto, em concentrações mais
elevadas, 104 e 105 esporos/mL, os níveis de aflatoxina BI
foram maiores nos grãos provenientes de solo adubado
com ferro, ao nível de significância de 5%, indicando que
a planta deve apresentar um limite natural de resistência
e/ou que a adubação possa ter afetado sua fisiologia.

No genótipo Tatu Vermelho, não houve diferença
significativa entre os níveis de af1atoxina BI encontrados
nos grãos tratados e não tratados, quando a concentração
de esporos de Aspergillusflavus era de 104 e 105 esporos/
mL, indicando também que o efeito tamanho do inóculo
tenha prevalecido sob o efeito tratamento com ferro.

CONCLUSÃO

Os resultados obtidos revelaram uma maior resistên-
cia do genótipo VRR-245, originária da Índia, em relação
ao Tatu Vermelho, o mais cultivado no Brasil, quanto à
produção de aflatoxina B I' após inoculação com uma cepa

produtora, em condições ideais de temperatura e umidade.
Pesquisas que envolvam verificação da contaminação na-
tural dessas duas variedades com af1atoxina B], no perío-
do pós-colheita e durante o armazenamento, podem ratifi-
car esse atributo do genótipo indiano e servir como alter-
nativa aos produtores no Brasil.

A menor contaminação com aflatoxina BIdo genótipo
Tatu Vermelho, após adubação com sulfato ferroso e
inoculação com Aspergillusjlavus (1 03 esporos/mL), é um
dado promissor, mas que deve ser testado em outras con-
dições experimentais para ratificar um possível efeito pro-
tetor do ferro.
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SUMMARY:EFFECTOF IRON ON THE BTOSYNTHESISOF AFLATOXINB] BYAspergillus
flavus 1MI 190443AFTER INOCULATIONINTWOPEANUTSGENOTYPES. Productionof af1atoxin
B] by Aspergillus jlavus IMI 190443 in peanuts seeds from Tatu Vermelho and VRR-245 genotypes
was evaluated. They were raised in Campinas Experimental Center of Instituto Agronômico during
1994/1995 and the ground was supplemented with iron sulfate. After harvested seeds were autoclaved
at 121°C for 20 minutesand inoculatedwith Aspergillusjlavus spore suspension in three concentrations:
103 ,104 e 105 spores/mL. The production ofaf1atoxin B] was less in VRR-245 genotype even so the
concentration of Aspergillusflavus was different (103 , 104 e 105 spores/mL) and the supplementation
was with or without iron sulfate ( p<0,05 ), when it is compared to Tatu Vermelho. A less amount of
af1atoxinB] was found in Tatu Vermelho and VRR-245 genotypes when it was supplemented and
inoculated with Aspergillus flavus only at the concentration of 103 spores/mL.

DESCRIPTORS: Peanut; Aspergillus flavus; af1atoxinBJ; supplementation; iron sulfate.
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RESUMO: A diversidade de produtos alimentícios adicionados de vitaminas, inclusive de vitamina
A, vem aumentando no Brasil e o controle desses produtos é necessário. Os objetivos desse estudo foram:
1) verificar o teor de vitamina A em alimentos enriquecidos avaliando a concentração em relação ao
declarado no rótulo; 2) verificar a variabilidade dos níveis de enriquecimento desse nutriente em diferen-
tes amostras de um mesmo produto; 3) avaliar a quantidade de vitamina A oferecida em uma porção
individual de cada alimento em relação à Dose Diária Recomendada (DDR) pelo National Research
Council. Foram estudados 20 produtos enriquecidos. A concentração de vitamina A foi determinada em 5
amostras provenientes de lotes diferentes de cada produto, totalizando 100 amostras. Dentre as amostras
avaliadas, 45 apresentaram teor de vitamina A na faixa compreendida entre 20% abaixo e 20% acima do
declarado no rótulo, 14 amostras apresentaram teor abaixo dessa faixa e 41 acima. A maioria dos produtos
apresentou níveis de enriquecimento homogêneo em cinco amostras diferentes. Os alimentos estudados
supriam de 18 a 120% das DDR em uma porção única. Sugere-se que a legislação brasileira estabeleça,
para alimentos enriquecidos, níveis mínimo e máximo de vitamina A por porção diária habitualmente
consumida; que se estenda o beneficio dos alimentos enriquecidos com vitamina A às populações de baixa
renda através da adição desse nutriente nos alimentos consumidos pela mesma; que se avalie melhor os
alimentos que não podem e aqueles que podem e devem ser enriquecidos.

DESCRlTORES: Vitamina A, alimentos enriquecidos, legislação, porcentagem da Dose Diária
Recomendada, teor de enriquecimento.

INTRODUÇÃO mais importante do ponto de vista de marketing, atraindo
consumidores e proporcionando aos produtos uma posi-
ção mais sofisticada no mercado.

No Brasil, a oferta de alimentos enriquecidos com
diversos nutrientes, inclusive com vitamina A, vem au-
mentando e tem-se atualmente disponíveis no mercado pro-
dutos cámeos, leites e derivados, sorvetes, achocolatados,

O enriquecimento ou fortificação (nutrificação'v) de
alimentos tem sido realizado em muitos países do mundo,
principalmente com vitaminas e minerais, com o objetivo
de prevenir a deficiência de nurrientcs?". Além disso, o
enriquecimento de alimentos vem se tomando cada vez

* Trabalho apresentado no IV Congresso da Sociedade Brasileira de Alimentação e Nutrição, 2 - 5 Dezembro de 1996, São
Paulo - SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz - Laboratório T de Ribeirão Preto
Rua Minas, 877 - Campos Elíseos - CEP 14085-410 - Ribeirão Preto - SP.

*** Da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP - Disciplina de Nutrição
Av. Bandeirantes, 3900 - CEP 14049-900 - Ribeirão Preto - SP.
(a) O termo "nutrificação" foi sugerido por J. C. Bauernfeind para evitar a confusão que causam as diferenças triviais entre termos
como "fortificação", "enriquecimento" e "restauração" englobando um conceito único de "adição de nutrientes aos alimentos".
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produtos a base de cereais, pós para mingaus e pós para
milk shakes, entre outros. Estes produtos são, entretanto,
consumidos com maior frequência por pessoas das classes
média e alta, não atingindo as populações de baixa renda
onde a deficiência de vitamina A e outros nutrientes é mais
frcqüentemente observada, inclusive como problema de
Saúde Pública (2, 11, 14,22,23,27). Vários alimentos, consumi-
dos por indivíduos de todas as classes sócio-econômicas
principalmente as menos privilegiadas, têm sido estuda-
dos no Brasil e no mundo e apontados como bons veículos
para o enriquecimento com vitamina A, como por exem-
plo o óleo de soja (10,12,13) , o arroz (16), a farinha de trigow,

Até a presente data não existem regulamentos comuns
para o enriquecimento de alimentos nem mesmo nos paí-
ses do Mercado Comum Europeu, sendo que cada um pos-
sui suas próprias leis.

Na legislação brasileira, a Resolução 12/78 do
CNNPA (5) traz os parâmetros para esses tipos de alimen-
tos. De acordo com essa Resolução, para que os alimentos
enriquecidos de vitaminas e/ou sais minerais possam ser
assim denominados, devem fornecer na porção média diá-
ria ingerida 60% no mínimo da Dose Diária Recomenda-
da (DDR) para adultos segundo o National Research
Counci!, 1974.(20)É permitida a adição de até 100% a mais
de vitaminas, exceto vitamina D, para compensar as per-
das eventuais decorrentes do tempo de armazenamcnto do
alimento, sendo que esse excesso de adição deve ter sua
necessidade comprovada.

Nos Estados Unidos as fórmulas infantis, por exem-
plo, possuem níveis adequados e limites superiores para
vitaminas A e E aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administrationjv'". Na Europa, somente nutrientes que
suprem pelo menos 15% da DDR podem ser mostrados no
rótulo, mas os limites superiores nem sempre estão esta-
belecidosv", Na Grã-Bretanha, um alimento enriquecido
deve suprir 50% das recomendações por porção diária
habitualmente consumida''?'. A França, com regulamen-
tos mais rígidos, determina os alimentos que podem ser
enriquecidos e estabelece que os mesmos devem conter de
15 a 40% das recomendações por 100 Kcal do produto
acabado (4,17). A Suíça, que tem longa tradição na área de
enriquecimento, permite declaração de 113 da DDR até,
no máximo, 1 DDR por porção diária do alimento enri-
quecido, sendo que esses produtos são anualmente
colctados no comércio e analisados por dois institutos
especializados. (24,25)

O controle dos alimentos enriquecidos é importante
para proteger o consumidor de declarações enganosas con-
tidas nos rótulos c possíveis doses altas em quantidades
tóxicas, principalmente quando se trata de nutriente como
a vitamina A a qual não deve ser ingerida abaixo das reco-
mendações mas, também, não deve ser ingeri da em quan-
tidades excessivamente altas, principalmente durante a
gestaçãov?' .
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Os objetivos desse estudo foram: 1) verificar o teor
de vitamina A em alimentos enriquecidos avaliando a con-
centração em relação ao declarado no rótulo; 2) verificar
a variabilidade dos níveis de enriquecimento desse nutri-
ente em diferentes amostras de um mesmo produto; 3) ava-
liar a quantidade de vitamina A oferecida em uma porção
individual de cada alimento em relação à Dose Diária Re-
comendada (DDR) pelo National Research Counci!.

MATERIAL E MÉTODO

a) Amostra
Foram estudados 20 produtos alimentícios enriqueci-

dos com vitaminas, inclusive com vitamina A, abrangen-
do 10 tipos de alimentos. De cada produto foram analisa-
das 5 amostras provenientes de lotes diferentes, totalizando
100 amostras. Esses produtos foram adquiridos, ao aca-
so, em supermercados de grande e médio porte da cidade
de Ribeirão Preto - SP. Os produtos analisados foram: 3
marcas de achocolatados em pó, 3 de pós para mingaus, 3
de leites com chocolate em embalagem tetrapack, 3 de ce-
reais matinais, 3 de queijos tipo petit-suisse, 1 de comple-
mento alimentar, 1de farinha láctea, 1de leite esterilizado
integral, 1 produto cárneo e 1 pó para milk shake. Todas
as amostras estavam dentro do prazo de validade estabele-
cido pelo fabricante.

b) Preparo das amostras
A concentração de vitamina A foi determinada logo

após a abertura da embalagem em duas porções, sendo
que uma foi retirada da parte superior da embalagem e
outra da parte inferior. A concentração final de cada amos-
tra foi obtida pela média das 2 determinações.

c) Métodos analíticos
A vitamina A foi quantificada pelo método

colorimétrico (reação de Carr-Price), de acordo com o
A.O.A.C, 1995(1). Cada porção retirada da embalagem
foi homogcneizada e uma aliquota variando de 10 a 20
g foi saponificada após a adição de um volume de alcool
etilico (mL) igual a 4 vezes o peso (g) da amostra;
hidróxido de potássio 50% (p/v) (mL) igual ao peso (g)
da amostra e 100 mg de hidroquinona. Para produtos
com baixo teor de gordura foi adicionado 1 g de óleo
de soja. A extração foi realizada com 100 ou 200 mL
de éter de petróleo, divididos em 4 ou 6 frações. Uma
aliquota de 5 ou 10 mL foi evaporada sob nitrogênio,
rcssuspcndida com c1orofómio e a vitamina A determi-
nada a 620 nm após adição do rcagente de cor - TFA :
clorofórmio (1:2).

Uma amostra de cada um dos 20 produtos foi, tam-
bém, analisada por cromatografia líquida de alta efici-
ência, de acordo com Brubacher et al (6). Após
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saponifição e extração (como descrito acima), uma
aliquota de 5 ou 10 mL foi evaporada sob nitrogênio e
ressuspendida na fase móvel (q.s.p. 10 mL). As condi-
ções cromatográficas foram as seguintes: equipamento
Shimadzu LC-9A, detecto r UV/Vis-modelo SPD-6AV,
coluna shim-pack-ODS (0,46 x 25 em), precedida de
coluna de guarda ODS (CI8) (0,46 x 1 em), fase móvel
acetonitrila: diclorometano: metanol (70: 20: 10), flu-
xo de 1,5 mL / min, sistema simples de cluição, vazão
de 1,5 mL / min, leitura a 325 nm.

As concentrações das soluções-padrão de retinol, nas
duas técnicas, foram corrigidas através da absortividade
do retinol em etanol a 325 nm (E 1%, l cm = 1850).

Foi calculado o coeficiente de correlação entre os
resultados obtidos com as duas técnicas. O coeficiente
de variação (%CV) para cada método foi calculado após
análise de um produto proveniente de uma mesma emba-
lagem (10 análises de leite esterilizado com chocolate).
Foi realizado teste de recuperação para cada produto es-
tudado, sendo a quantificação de vitamina A realizada
pelas duas técnicas.

d) Cálculo da porcentagem (%) da Dose Diária Recomenda-
da oferecida em uma porção individual de cada produto.

Para cada produto estudado foi calculada a % da Dose
Diária Recomendada pelo National Research Council,
1989(21),oferecida em uma porção individual.

A concentração de vitamina A utilizada para os cál-
culos foi obtida a partir da média das concentrações en-
contradas nas 5 amostras de cada produto, após a análise.
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As informações dos rótulos foram utilizadas apenas
para a estimação do peso ou volume de alimento consumi-
do em uma porção individual.

Tanto a quantidade ingerida em uma porção quanto as
Recomendações Diárias foram para adultos, com exceção
dos queijos tipo petit-suisse e dos pós para mingaus, especi-
almente produzidos e consumidos por crianças, para os quais
foram observadas a ingestão e recomendações para as mes-
mas (DDR para adultos = 3333 U1Jdia= 1000 Ek/dia; DDR
para crianças de 1 a 3 anos = 1333 UI/dia = 400 ERldia).(2l)

RESULTADOS

A Figura 1 mostra o teor de vitamina A encontrado
nas amostras de cada um dos produtos alimentícios estu-
dados em relação ao declarado no rótulo.

A Tabela 1mostra o teor de vitamina A nos produtos
estudados e a faixa de variação observada em 5 embalagens,
provenientes de lotes diferentes. A quantidade de vitamina A
oferecida por 5 produtos (pós para mingau A e C, cereais
matinais A eB e queijo petit suisse A) variou bastante de um
lote para outro ( com uma variação maior do que o dobro
entre o menor e o maior valor obtido). Os achocolatados em
pó A, B e C, o leite com chocolate A eB, o queijo petit suisse
C, a farinha láctea, o complemento alimentar, o leite esterili-
zado e o produto cámeo foram dentre os produtos estudados,
os que mostraram a menor variação na concentração de vita-
mina A entre os 5 lotes (eom uma variação de 1 a 1,5 vezes
entre o menor e o maior resultado obtido)

o Achoco latado A

• Achocolatado B
•. Achocolatado C

x Pó mingau A

'" Pó mingau B

• Pó mingau C
+ Leite Chocolate A

Leite Chocolate B
- Leite Chocolate C

• Cereal matinal A
D Cereal matinal B

"- Cereal matinal C

Queijo pctit-suisse A

~ Queijo petit-suisse B

• Queijo pctit-suisse C
.• Farinha Láctea

~ Complemento alimentar

>: Lei te Esteri lizado

- Produto cárneo
.:. Po milk-shake __ ......J
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•
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Figura 1:Vitamina A em alimentos enriquecidos (% do declarado)
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TABELA 1
Teor de Vitamina A em Alimentos Enriquecidos

Produto n Teor de vitamina A * (UII100 g) Faixa de variação

Declarado Observado

Achocolaíado A 5 5000 5710,8 ± 725,1 5057,5 - 6620,5

Achocolatado B 5 3000 3628,4 ± 381,3 3069,0 - 3841,0

Achocolatado C 5 3000 3198,7 ± 265,1 2778,5 - 3455,0

PÓpl mingau A 5 1700 1624,3 ± 518,1 954,3 - 2286,3

PÓ pl mingau B 5 1333 1181,1 ± 255,9 887,6 1553,8

PÓpl mingau C 5 1333 1298,3 ± 401,0 908,8 1970,4

Leite cl chocolate A 5 750 820,1 ± 51,3 750,9 - 872,8

Leite cl chocolate B 5 1000 1226,9 ± 168,7 1022,4 1481,6

Leite c/ chocolate C'* 5 750 - 1500 ** 1329,3 ± 702,4 766,2 2313,7

Cereal matinal A 5 2775 2102,0 ± 714,2 1217,7 2871,8

Cereal matinal B 5 2775 3897,6 ± 1600,8 1319,4 5540,5

Cereal matinal C 5 2081 3644,1 ± 754,3 2852,6 4754,2

Queijo petit-suissc A 5 3330 3050,5 ± 972,4 1963,0 - 4630,8

Queijo pctit-suisse B** 5 1111 - 3111 ** 1579,7 ± 234,8 1225,6 - 1862,8

Queijo pctit-suissc C 5 396 920,4 ± 32,9 880,7 - 967,9

Farinha láctea 5 1000 1298,4 ± 257,3 1136,6 - 1749,4

Complemento alimentar 5 1100 1433,6 ± 170,1 1229,0 1668,7

Leite esterilizado 5 1500 1996,8 ± 96,9 1915,4 2151,3

Produto cámeo 5 3000 2453,2 ± 150,6 2276,8 2619,1

PÓpl milk shake 5 3000 2946,1 ± 676,2 2181,8 3957,5

* Média ± DP
** Produtos aue apresentaram a quantidade declarada de vitamina J\ alterada durante o período de estudo.

FIGURA 2:
Quantidade média de vitamina A oferecida em uma porção dos produtos estudados (%DDR *)
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• DDR = 3333 UIldia para adulto - De acordo com o National Research Council - Washington DC, 1989
** DDR = 1333 UIldia para crianças (l a 3 anos) - De acordo com o National Research Council - Washington DC, 1989
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A Figura 2 mostra a quantidade média de vitamina A
oferecida em uma porção única dos alimentos estudados,
em relação à Dose Diária Recomendada.

Os resultados obtidos pelos métodos colorimétricos e
CLAE, nas 20 amostras analisadas (1 de cada produto)
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apresentaram alta correlação (r = 0,99; P < 0,001), como
mostra a Figura 3. O coeficiente de variação (% CV) para
o método colorimétrico e CLAE foi respectivamente 5,2 e
5,9 (10 análises de leite esterilizado com chocolate, de uma
mesma embalagem). A recuperação obtida (média dos

n=20
y = 136,6 + 0,95x
r = 0,99
P < 0,001

lCXXJ 3COO
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Figura 3: Correlação entre as concentrações de vitamina A obtidas com os métodos colorimétrico e CLAE

valores encontrados para os 20 produtos) foi 93,9 ± 7,0%
e 95,0 ± 8,2 respectivamente para o método coJorimétrico
e CLAE.

DISCUSSÃO

O método oficial para dosagem de vitamina A em ali-
mentos descrito no AOAC, 1995 (1) utiliza a reação
colorimétrica de Carr-Price. Porém, técnicas analíticas mais
modernas, como o CLAE, estão sendo cada vez mais uti-
lizadas e acreditadas. Para os produtos aqui estudados,
observou-se uma alta correlação entre os resultados obti-
dos pelas duas técnicas, como mostra a Figura 3.

Os dados deste estudo mostram que praticamente me-
tade (45) das amostras analisadas apresentaram teor de vi-
tamina A próximo ao declarado no rótulo (na faixa entre
20% abaixo até 20% acima do declarado). Oitenta por cen-
to das amostras apresentaram teor entre 20% abaixo e 100%
acima do declarado. De acordo com a Resolução 12/78 da
CNNPA (5), é permitida a adição de até 100% a mais de
vitaminas, exceto a vitamina D, para compensar as perdas
eventuais decorrentes do tempo de armazenamento do ali-
mento. Apenas três amostras continham menos de 50% do
declarado e nenhuma delas teor inferior a 40%. Dentre es-
sas 3 amostras, uma era do queijo tipo petit-suisse da mar-
ca B, uma do cereal da marca A e uma do cereal da marca

B. Seis amostras apresentaram teor ligeiramente superior
ao dobro do declarado. Dessas, cinco pertenciam a um mes-
mo produto (queijo tipo petit-suisse C) cujo teor observado
não ultrapassou 31% das recomendações diárias em uma
porção individual, em nenhuma das amostras.

Estudo realizado por Halen et ai, 1989(18)na Suécia,
com 121 amostras de produtos lácteos suplernentados com
vitamina A e D mostrou, em relação ao teor de vitamina
A, que 89% das amostras estavam na faixa de 15% abai-
xo até 15% acima do declarado, 8% estavam abaixo dessa
faixa e 3% estavam acima.

Os produtos aqui estudados, com teores de vitamina A
inferiores a 80% do declarado, de modo geral, não apresen-
tavam tempo de prateleira avançado e inclusive, outras an10S-
tras provenientes de lotes diferentes desses mesmos produ-
tos, apresentavam teores mais próximos ou superiores a
100% do declarado, apesar de maior tempo de fabricação.
Portanto, o tempo de annazenamento não pode ser aponta-
do como a causa desses baixos teores. Outras variáveis como
temperatura e umidade durante o armazenamento não fo-
ram verificados. A perda de vitamina A devido ao
annazenamento tem sido avaliada em outros estudos, e os
resultados mostram que o tempo de estabilidade dessa vita-
mina depende, entre outras variáveis, do alimento enrique-
cido, da umidade e temperatura durante o annazenamento
(7,12.16). De qualquer forma, as indústrias devem compensar
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as perdas que podem ocorrer durante o armazenamento,
para que durante o período de validade do produto o teor
de vitaminas esteja de acordo com o declarado no rótulo,
como previsto na resolução 12/78 da CNNPA (5).

Os resultados desse estudo (Tabela 1) sugerem que,
para alguns dos produtos avaliados, o processo de produ-
ção não mantém níveis de enriquecimento adequadamente
homogêneos nos diferentes lotes sendo que, um mesmo pro-
duto pode fornecer mais do que o dobro da quantidade de
vitamina A de um lote para o outro. Isto ocorreu, principal-
mente, devido ao baixo teor apresentado em alguns lotes
desses produtos e não devido a quantidades muito acima
das declaradas. Esses produtos foram os pós para mingau
A e C, os cereais matinais A e B e o queijo petit-suisse A. Já
os achocolatados em pó A, B e C, os leites com chocolate A
e B, o complemento alimentar, o leite esterilizado e a fari-
nha láctea mantiveram nas 5 amostras níveis de enriqueci-
mento adequados, ou seja, homogêneos e sempre próximos
de 100% da quantidade declarada no rótulo (10% abaixo
até 50% acima). O queijo petit-suisse C também fornecia
em todos os lotes, quantidades semelhantes de vitamina A,
porém sempre acima de 200% do declarado.

Quanto à quantidade de vitamina A oferecida pelos pro-
dutos aqui avaliados (Figura 2), observa-se que o leite com
chocolate em embalagem tetrapack da marca C e o leite este-
rilizado ofereceram em média 110 e 120% respectivamente,
da DDR de acordo com o National Research Council, 1989,
em apenas uma porção individual de 200 mL (um copo). O
queijo petit-suisse da marca A também ofereceu 100% das
DDR para crianças em 45 gramas (um potinho). A quantida-
de de vitamina A adicionada em uma porção nesses produtos
deveria estar dividida em duas ou mais, uma vez que, de to-
dos os alimentos citados, podem ser ingeridos mais do que
uma porção por dia. Além disso, os consum idores destes pro-
dutos tem acesso, simultaneamente, a outros alimentos enri-
quecidos e/ou fonte natural de vitamina A.

Alguns produtos tiveram a quantidade de vitamina A
declarada no rótulo alteradas durante ou após o período de
estudo. É o caso do leite esterilizado da marca aval iada que,
quando estudado, declarava 3000 VI/200 mL e passou, nos
últimos meses, a declarar 600 VI/200 mL. Outras marcas
de leites esterilizados não analisados neste estudo apresen-
taram alterações semelhantes na quantidade de vitamina A
declarada. O queijo tipo petit-suisse da marca B no início
do estudo declarava quantidades semelhantes aos da marca
A oferecendo 100% da DOR para crianças em uma porção
mas, em seguida, passou a adicionar metade da quantidade
inicial. Já o leite com chocolate em embalagem tetrapack da
marca C, que no início declarava 1500 UI / 200 mL passou
a 3000 VI / 200 mL, durante o período de estudo. Essas
alterações demonstram que as próprias indústrias, algumas
vezes, percebem estar adicionando quantidades de vitamina
A inadequadas. De acordo com as nossas observações, es-
sas alterações quando ocorrem são geralmente demoradas.

46

Portanto, a legislação brasileira para alimentos enri-
quecidos deveria estabelecer quantidades mínima e máxima
de vitamina A a ser adicionada por porção média diária
consumida. Essa faixa de variação auxiliaria principalmen-
te, as indústrias com pouca experiência na área de adição
de nutrientes, a oferecer a seus clientes quantidades adequa-
das de vitamina A. Representaria, também, uma proteção
ao consumidor brasileiro, uma vez que a vitamina A não
deve ser ingeri da em excesso principalmente por gestantes,
cuja dose diária segura, segundo a Organização Mundial
da Saúde, não deve ultrapassar 10000 VI/dia (26) (3 copos
de leite com 3000 VI/200 mL, quantidade declarada por
algumas marcas de leite durante o período de estudo,já ofe-
receriam 9000 UI / dia. De acordo com os nossos dados o
leite estudado ofereceu em média de 5 amostras 3992 VII
200 mL e portanto 11900 VI em 3 copos)

Dentre os alimentos estudados, os que continham me-
nos vitamina A supriam em uma única porção de 18 a 25%
da DOR (Figura 2) sendo que o consumo de 3 porções for-
neceria quantidades muito próximas de 60% da DDR, o
que está de acordo com a legislação atual vigente no país (5).

O produto a base de cereais A, os pós para mingaus das
marcas B e C e o pó para milk shake apresentaram teor de
vitamina A inferior ao declarado em algumas das amostras
estudadas, e por isso não atingiram pelo menos 20% das
DOR em uma porção individual, quantidade essa que su-
priria 60% da DDR com a ingestão de 3 porções.

Durante o período desse estudo, foi possível observar
que novos produtos enriquecidos, inclusive com vitamina
A, foram lançados no mercado e que produtos já
comercializados passaram a ser adicionados desse nutri-
ente. Alguns, inclusive, são alimentos que até então não
eram enriquecidos no Brasil, como por exemplo sorvetes.
Porém em nenhum dos casos tratava-se de produto ali-
mentício consumido pela população de baixa renda. De-
vido a importância da adição de nutrientes a alimentos
como ação preventiva de deficiência de micronutrientes,
alguns países promulgaram leis que tornam compulsória a
adição de vitaminas e minerais em alimentos de largo uso
pela população (15). A legislação brasileira só obriga adi-
cionar vitamina A nas margarinas (15000 - 50000 UI!
Kg) para reproduzir a composição de seu alimento suce-
dâneo, a manteiga e o enriquecimento do leite em pó para
programas de alimentação complementar (5).

CONCLUSÕES

1. É necessário estender os benefícios dos alimentos enri-
quecidos com vitamina A às populações de baixa ren-
da. Isso é possível com a adição de vitamina A à ali-
mentos de largo consumo pela população.

2. A legislação brasileira deve estabelecer teores mínimo e
máximo de vitamina A para o enriquecimento de alimentos.
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3. É necessário avaliar e estudar melhor os alimentos que po-
dem e devem ser enriquecidos e aqueles que não podem.
Esse aspecto não está previsto na legislaçãobrasileira e tem-
se, atualmente, uma grande variedade desses produtos ten-
dendo aumentar o número com o decorrer do tempo.
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ABSTRACT: The diversity ofvitamin A enrichcd foodstufTs is increasing in Brazil, and the control
of thcse products is neccssary. The objcctives of this study were to determine: 1) the vitamin A
concentration of enriched foods and to compare it to the value dcclared on the labcl; 2) thc variability
in the lcvels ofvitamin A enrichment betwccn different samples ofthe same product; 3) thc vitamin A
supply in a singlc portion. We cxamined twenty enriched foodstufTs. Thc vitamin A concentration was
determined in Iive samples of cach product complcting 100 samplcs. Forty-fivc samples had vitamin A
concentrations betwcen 20% abovc or 20% bclow lhe labcl specification, 14 had a concentration above
of this range, and 41 below. Most foodstufTs showed an adcquately homogeneous level of vitamin A
enrichment in fivc differcnt samplcs. Thc vitamin A supply of a single portion was 18% to 120% of thc
RDA (National Research Council). We suggest that lhe Brazilian Legislation should establish a range
of levels of vitamin A-enriched foods to the daily portion that it cxtends the bencfit of food enrichcd
with vitamin A to lhe low incomc population by adding this nutrient to the food that is consumed; and
thc selected foodstufTfor enrichment should bc bcttcr studied.

DESCRIPTORS: Vitamin A, enriched foodstuff, legislation, percentage of thc recommcnded dietary
allowance, levei of enricluncnt.
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GRACIANO, RA.S.; RIBEIRO, A.K.; GORAYEB, T.C.C.; CORREIA, M. - Avaliação, segundo de-

terminações de impurezas, fraudes e matérias estranhas, do café torrado e moído produzido e/ou
comercializado na região de São José do Rio Preto - São Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 (1): 49-
55, 1998.

RESUMO: Foram colhidas 121 amostras de café torrado e moído, de 21 marcas, no período de
setembro/96 a março/97, em estabelecimentos industriais e comerciais da Região de São José do Rio
Preto/SP. As amostras foram analisadas para: a) determinação e quantificação de impurezas (cascas e
paus), utilizando o método descrito nas Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz; b) identificação de
elementos histológicos estranhos (fraudes) realizada pelo método descrito na Normas Analíticas do
Instituto Adolfo Lutz e através do método de descoramento e hidrólise alcalina e c) determinação de
matérias estranhas pelo método descrito na Association of Oíficial Analytical Chemists - 1995. Os
resultados mostraram que 79,3% das amostras estavam em desacordo com a legislação de alimentos
vigente, sendo que 60,3% continham matérias estranhas, 18,2% apresentaram simultaneamente maté-
rias estranhas e impurezas> 1% e 0,8% impurezas> 1% (acima do limite tolerado). Quanto a matérias
estranhas, fragmento de inseto foi a mais detectada, com o maior percentual de amostras (33,8%)
apresentando até 5 fragmentos e valor máximo encontrado de 69 fragmentos. Para impurezas, o valor
máximo detectado foi de 7%. Em relação a fraudes, o método proposto de clareamento e hidrólise
alcalina da amostra mostrou-se mais eficiente que a penei ração atualmente utilizada. Na análise dos
rótulos das embalagens de café, 14 das 21 marcas colhidas apresentaram os dizeres obrigatórios defini-
dos na legislação, porém em 2 delas constavam 2 números de registro no Ministério da Saúde; 4 marcas
não apresentaram data de fabricação/prazo de validade e/ou a expressão "Indústria Brasileira" e 1
marca não continha o número de registro.

DESCRITORES: Café; impurezas; fraudes; matérias estranhas; análise microscópica.

INTRODUÇÃO (epicarpo, mesocarpo e cndocarpo da baga), de parte do
espermoderma (ou película) que envolve o endosperma,
além do pedúnculo ("paus") 9,10 , sendo as espécies de café
mais cultivadas em nosso País a CojJea arabica L. (café
arábico) c a CojJea canephora PIERRE e FROEHNER
(café robusto) 8 .

O café torrado e moído é o produto resultante do
processamento das sementes da baga do café, que devem,
inicialmente, sofrer um beneficiamento para retirada dos
elementos vegetais constituintes do pericarpo ou "casca"

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Lab. I -São José do Rio Preto.
1. Do Instituto Adolfo Lutz, Lab. I - São José do Rio Preto.
2. Bolsista PAP/SES!FUNDAP, Lab. I - São José do Rio Preto.
3. Do Instituto Adolfo Lutz, Lab. Central/SP.
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A legislação de alimentos em vigor 5,13 determina que
o café torrado e moído não pode apresentar parasitos, lar-
vas e substâncias estranhas e estabelece um nível de tole-
rância de 1% para impurezas, consideradas como tais as
cascas e paus, por serem elementos do próprio vegetal.

Matérias estranhas de origem biológica, como inse-
tos, ácaros e pêlos animais podem contaminar os grãos de
café no campo, durante o transporte ou no armazenamento,
em decorrência de um processamento em condições higiê-
nicas insatisfatórias ou por estocagem do produto de for-
ma inadequada.

Várias são as pragas que atacam o cafeeiro, desde a
raiz ao fruto, como os insetos das espécies Hypothenemus
hampei, Perileucoptera coffeella, Lonomia circumstans,
COCCllSviridis, Saissetia cojJeae, Planococcus citri,
Pinnaspis aspidistrae, Dysmicoccus cryptus, Cerococcus
catenarius, Quesada gigas, Fidicina pronoe, Carineta
spoliata, Carineta fasciculata, Anastrepha spp. e Ceratitis
capitata . Entre os ácaros destacam-se o Oligonichus ilicis
e Polyphagotarsonemus latus 7,20 .

Além das pragas da lavoura, o café armazenado po-
derá sofrer infestação pelos insetos Araecerus fasciculatus
e Corcyra cephalonica, sendo a ocorrência deste último
favorccida pela presença de cereais, como milho e trigo,
nos depósitos de café 7 •

A presença de pêlos animais no alimento indica o con-
tato do mesmo com mamíferos, principalmente roedores,
ou com seus excrementos, podendo transmitir bactérias
fecais e desse modo contaminá-Io 15,16 .

Outras matérias estranhas, como terra e areia, quan-
do presentes no café torrado e moído, alteram a sua quali-
dade, além de torná-I o em desacordo com a legislação.

A presença de elementos histológicos de outros vege-
tais, como os cereais, c outros elementos estranhos é ca-
racterizado como fraude no café torrado e moído. Pela
metodologia atualmente utilizada'v" , a dctecção de frau-
des no café torrado e moído, é realizada juntamente com a
determinação de impurezas, no material retido na peneira,
após o desengorduramento da amostra. No entanto, é pos-
sível que elementos histológicos vegetais (como os ami-
dos) passem pela peneira, não sendo computados no re-
sultado.

Estudos anteriores 1,9,12 indicam como principais
contaminantes do produto, cascas e paus acima do limite
permitido pela legislação, embora também sejam frequen-
tes a presença de milho e cacau torrados, terra, areia e
café esgotado. Matérias estranhas, como fragmentos de
inseto, ácaros e pêlos de roedor, também foram encontra-
dos em amostras de café 18 .

Assim, o presente estudo foi efetuado com os objeti-
vos de: propor uma metodologia para detecção de fraudes,
verificar as condições de pureza e higiene do café torrado
e moído quanto à análise microscópica, obter subsídios
para propostas de possíveis alterações na legislação de
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alimentos em vigor e verificar as embalagens quanto aos
dizeres de rotulagem.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Amostragem

F oram analisadas 121 amostras de café torrado e moído
produzido e/ou comcrcializado na Região de São José do Rio
Preto - SP, colhidas no período de setembro/96 a março/97,
pelos Grupos Técnicos de Vigilância Sanitária pertencentes
à Direção Regional de Saúde de São José do Rio Preto (DIR-
XXII) e em supermercados da mesma Cidade.

As 121 amostras estavam distribuídas em 21 marcas
originárias de 16 Torrefações e Moagens de café, situadas
no Estado de São Paulo a Noroeste (Cidades de Mirassol,
Fernandópolis, São José do Rio Preto, Jales, Santa Fé do
Sul, Santa Albertina e Estrela D'Oeste), Sudeste (Cidade
de São Paulo e Município de Baruerí) e Leste (Cidade de
São João da Boa Vista) e 1 Torrefação situada no Estado
de Minas Gerais (Cidade de Varginha).

2. Métodos

As amostras de café torrado e moído foram analisa-
das, em duplicata, no Laboratório de Microscopia Alimen-
tar do Instituto Adolfo Lutz, Lab. I de São José do Rio
Preto, quanto aos seguintes parâmetros:

2.1. Impurezas (cascas e paus)

Para a determinação da quantidade de impurezas (cas-
cas e paus) nas amostras de café, utilizou-se o método
descrito nas Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz'".

2.2. Elementos histológicos estranhos (fraudes)

A identificação dos elementos histológicos estranhos
ao produto (fraudes) foi realizada segundo:

- Método (A): descrito nas Normas Analíticas do Ins-
tituto Adolfo Lutz 14,

- Método (B): adotando-se os princípios utilizados em
microscopia de alimentos 11,17,19 sendo proposta a se-
guinte metodologia analítica:
• Homogeneizar a amostra de café e pesar 5g em
béquer de 250ml;

• Adicionar 150ml de solução de hipoclorito de sódio
a 2%, misturar e deixar a amostra clarear por cer-
ca de lOmin;

• Filtrar a vácuo sobre papel de filtro;
• Retirar pequenas porções do material filtrado, pre-
parar lâminas com água filtrada e com lugol e exa-
minar ao microscópio óptico;
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• Se necessário, transferir o material do papel de fil-
tro (ou pesar 5g da amostra inicial) para béquer de
400ml, adicionar 200ml de solução de hidróxido
de sódio a 5% e levar à chapa aquecedora até a
fervura.

• Filtrar como descrito, preparar lâminas utilizando
água filtrada e examinar ao microscópio óptico.

2.3. Matérias estranhas

Para o isolamento das matérias estranhas presentes
nas amostras foi utilizado o método da AOAC -1995
(Association of Official Analytical Chemists) 2.

2.4. Rotulagem

A análise dos rótulos das embalagens de café foi rea-
lizada segundo a legislação pertinente 4,5,6,13, quanto aos
seguintes dizeres obrigatórios: designação, conteúdo, com-
posição do produto, número de registro no órgão compe-
tente do Ministério da Saúde, data de fabricação/prazo de
validade, dados do fabricante ou produtor, sede da fábrica
ou local de produção e a expressão "Indústria Brasileira".

3. Análise estatística

Para verificar se havia correlação entre os resultados
obtidos, quanto à presença de matérias estranhas e impu-
rezas, foi utilizado o coeficiente de correlação de Pearson".

RESULTADOS E DISCUSSÃO

No Quadro I é apresentado o número de amostras
colhidas e analisadas, por marca de café, designadas de A
a U.

Marca N° de amostras Marca N° de amostras
A 4 L 6
B 4 M 4
C 4 N 4
D 4 O 4
E 10 P 2
F 8 Q 4
G 6 R 8
Il 7 S 7
I 5 T 8
J 8 U 3
K 11

Quadro 1. Número de amostras colhidas quanto às marcas de
café torrado e moído. São José do Rio Preto, 1996/97.

Em função das variações que ocorrem quanto à
comercialização e distribuição das diferentes marcas de
café, não foi colhido o mesmo número de amostras para
todas as marcas; neste estudo a média de amostras/marca
foi de 5,7.

Na Figura 1 são apresentados os percentuais de amos-
tras de café torrado e moído contendo impurezas (cascas e
paus). Observa-se que 81 % das amostras estavam de acor-
do com a legislação de alimentos, pois apresentavam no
máximo 1% de cascas e paus de café. Detectou-se, ainda,
5% das amostras com elevado teor de impurezas (5-7%),
indicando não ter havido um beneficiamento adequado do
grão de café antes da moagem.

20 60 1008040

% de amostras

Figura 1. Pcrcentual de amostras de café torrado e moído conten-
do impurezas (cascas e paus). São José do Rio Preto, 1996/97.

Em relação a fraudes, o método de tratamento da
amostra com solução de hipoclorito de sódio a 2% cla-
reou adequadamente os fragmentos vegetais, em amos-
tras-teste de café torrado e moído adulterado com cere-
ais, faeilitando a identificação dos elementos
histológieos ao microscópio óptico. A montagem de
lâminas com o material clareado e lugol auxiliou na
detecção de amidos estranhos, uma vez que, ao torrar o
grão de café, o amido sofre alterações em sua estrutu-
ra, o que dificulta a sua observação. A utilização da
solução de hidróxido de sódio a 2% quente hidrolizou o
amido da amostra, permitindo a montagem de lâminas
com maior quantidade de elementos histológicos vege-
tais, facilitando a detecção de fraudes.

Das 121 amostras analisadas pelos dois métodos, no
método A encontrou-se 3 amostras fraudadas (2,4%) por
elementos histológicos de milho; enquanto pelo método B,
detectou-se 10 amostras fraudadas (8,3%), sendo 6 amos-
tras com milho e mandioca, 3 com milho e 1 com trigo e
mandioca. Desta forma, o método proposto (método B)
utilizando a amostra integral, sem separação por peneira,
mostrou-se mais preciso e eficiente.

Quanto ao parâmetro matérias estranhas, apenas
21,5 % das amostras estavam isentas das mesmas; nas
demais detectou-se, principalmente, fragmentos de in-
setos e, em perccntual bem menor, outras matérias es-
tranhas biológicas, como insetos e ácaros,
concomitantes ou não com os fragmentos de insetos,
conforme observa-se na Figura 2.
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Percentuais de amostras de café torrado e moído, quanto
de matérias estranhas. São José eloRio Preto, 1996/97.

3. Percentual de amostras de café torrado e moído, quan-
de insetos. São José do Rio Preto, 1996/97.

os fragmentos de insetos foram a matéria es-
em maior número de amostras de café (Fi-

são apresentados na Figura 3 os percentuais de
e os intervalos para fragmentos de insetos. Ob-

serva-se que o maior percentual de amostras positivas está
de 1 a 5 fragmentos (33,R(Yo), com freqüência

80

acumulada de 56,2% para até 5 fragmentos de insetos/25g
de amostra. No entanto, foram encontradas amostras com
até 69 fragmentos, indicando não haver uma preocupação
quanto à aplicação de Boas Práticas de Fabricação (BPF)
na elaboração desse produto alimentício, que embora pas-
se por um processo dc filtração antes do consumo, deve
apresentar-se em condições sanitárias adequadas.

As 21 marcas de café analisadas apresentaram pelo
menos urna de suas amostras contendo matérias estranhas.

Como a legislação de alimentos estabelece um limite de
tolerância dc 1% para cascas e paus de cate e determina que
deve haver ausência de parasitos, larvas e substâncias estra-
nhas no café torrado e moído, observa-se pela Tabela que o
maior percentual de amostras em desacordo com a legislação
continha matérias estranhas, porém, apresentava impurezas
dentro do limite tolerado (60,3%). No entanto, praticamente
não houve correlação (coeficiente de correlação = - 0,1) en-
tre esses dois parâmctros (Figura 4).

Ainda de acordo com a Tabela, praticamente todas as
amostras contendo impurezas> 1% também apresentavam
matérias estranhas. Nas 22 amostras contendo simultanea-
mente impurezas acima do limite tolerado e matérias estra-
nhas, encontrou-se uma fraca correlação negativa (coefici-
ente de correlação = - 0,3) entre condições sanitárias inade-
quadas do produto (matérias estranhas) e mau beneficiamento
do grão (impurezas) (Figura 5). De um modo geral, estas
amostras apresentaram menor número de matérias estranhas,
quando comparadas àquelas relacionadas na Figura 4.

Na análise dos rótulos das embalagens de café, das
21 marcas colhidas, 14 (66,6%) apresentavam todos os
dizeres exigidos pela legislação; 2 continham, também, o
item "ingredientes" e 1marca apresentou o número de lote.

Em desacordo com a legislação estavam 7 marcas:
1 que, embora apresentando todos os dizeres exigidos
pela legislação, continham dois números de registro
diferentes no Ministério da Saúde, I com dois números
de registro c sem data de fabricação, 1 marca sem nú-
mero de registro e sem data de fabricação/prazo de va-

TABELA

----"._ _----------._---

Percentual ele amostras de café torrado e moído, no que se refere ú Legislação de alimentos.
São José do Rio Prelo, 1996/97.

Tipos de
coniaminantcs

De acordo

Sub total

Em desacordo
tvIakria estranha 'C impurcza c l 'Yo
Matéria estranha impureza> 1%
Impureza>] '!'-'j

Sub total
rotal

Amostras

r'À o

25 20,7
25 20)
7~ 60,3J

22 IS,2
1 O,S

96 79,3

121 100,0
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Figura 4. Amostras contendo matérias estranhas e impurezas < 1%, em desacordo com a
mentes vigente. São José do Rio Preto, 1996/97.
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tos vigente. São José do Rio Preto, 1996/97.
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lidade e 4 marcas que não apresentavam data de fabri-
cação/prazo de validade e/ou a expressão "Indústria
Brasileira" .

Quanto às informações úteis, como modo de pre-
paro, modo de conservação do produto e serviço de aten-
dimento ao consumidor, apenas 1 marca apresentou
estas três informações no rótulo, enquanto 11 marcas
exibiam pelo menos uma delas. Como 9 marcas não
fizeram menção a qualquer um dos três itens mencio-
nados, nota-se a fragilidade de tais informações para
orientar o consumidor.

Cabe ressaltar que, das marcas que apresentavam o
número de telefone para eventuais consultas do consumi-
dor, menos da metade oferecia "ligação gratuita".

CONCLUSÃO

O método proposto para detecção de fraudes mos-
trou-se adequado, sendo mais eficiente, preciso e rápido
que o tradicionalmente utilizado.

Em razão do elevado percentual de amostras conten-
do impurezas dentro do limite tolerado pela legislação mas
apresentando matérias estranhas, toma-se importante a re-
alização da análise microscópica completa em amostras
de café torrado e moído, ou seja, análise histológica e de
matérias estranhas, além de indicar a necessidade de um
melhor controle de qualidade quanto às condições sanitá-
rias do produto.

Devido ao alto índice de amostras contendo frag-
mentos de insetos, necessita-se de uma revisão da Re-
solução 12/78 e do Decreto 12.486/78, com o estabe-
lecimento de níveis de tolerância para essa matéria es-
tranha, a partir de estudos realizados no País, deven-
do continuar com ausência para as demais matérias
estranhas.

Na rotulagem, os itens exigidos pela legislação não
foram totalmente cumpridos, não havendo, também, uma
preocupação em melhor orientar o consumidor com infor-
mações como modo de preparo, conservação e atendimen-
to ao consumidor.

I RIALA 6/826 I
GRACIANO, R.A.S.; RIBEIRO, A.K.; GORAYEB, T.C.C.; CORREIA, M. - Valuation, according to
detcrmination of impurity, fraud and extrancous materials, toasted and ground coílcc produced and/or
traded in area of São José do Rio Preto-São Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57(1): 49-55, 1998.

ABSTRACT: 121 samplcs of ground and toasted coífcc have been collected, from 21 brands, during
Scptembcr 1996 through March 1997, in industrial and commercial houses in area of São José do Rio
Preto/SP. Samplcs werc anaJised for: a) detennination and qualification of impurity (sticks and pecls),
for which mcthod dcscribed in Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz has been used; b) fraud
through mcthod of bleaching and alkaline hydrolysis and c) determination of light filth through
mentioned mcthod in Association of 01Iicial Analytical Chemists-1995. Results showcd that 79,3%
samplcs were in disagrcement with prescnt bromatologic Icgislation, being 60,3% samples for containing
extraneous materials, 18,2% samples for containing simultaneously extraneous materials and
impurity>I % and 0,8% samples for impurities> 1% (ovcr limit admited), As too extrancous materials,
inscct fragment was the one most detect, most1y samples (33,8%) contained betwecn 1 to 5 fragments
and maximum amount found of 69 insect fragments, while to impurities was 7%. In the analyses of
labcls of coffee, 14 from brands collected carried obligatory saying defined by legislation, however 2 of
them carricd two registration numbers of the Health Ministry, 4 brands didn't present date of manufacture/
term ofvalidity and/or exprcssion "Indústria Brasileira" and 1 didn't show number of registration.

DESCRIPTORS:Coffce; impurities; frauds; Iight filth.
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I RIALA 6/827 I
ATUI,M.A.; LAZZARI,F.A.; ZAMBONI,C.Q. - Efeito do processamento do milho em grão no nível de
matérias estranhas encontradas no grits e fubá. Rev. Inst, Adolfo Lutz, 57(1): 57-63, 1998.

RESUMO: A segurança dos alimentos é de importância estratégica para a saúde da população e
para a economia do País. Neste trabalho avaliou-se a presença de matérias estranhas no milho em grão
e após o seu processamento em grits e fubá. Foram analisadas 81 amostras de milho em grão, 81 de
grits e 81 de fubá, fornecidas pela indústria, de acordo com a produção diária, durante um período de 4
meses. As análises basearam-se nos métodos descritos na AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), 16° edição -1995, com modificações e 110 Manual de Análise Microscópica de Alimentos
(ZAMBONI et alii, 1986). Das 81 amostras de milho em grão, analisadas pelo método da peneiração,
29,6% apresentaram insetos vivos, 28,4% insetos mortos e 72,8% partículas metálicas. Pelo método da
infestação interna, 79,0% das amostras apresentaram larvas inteiras, 43,2% cabeças de larvas, 37,0%
cabeças de insetos e 27,2% insetos inteiros. Das amostras de grits, analisadas pelo método da flutuação,
76,5% apresentaram fragmentos de insetos enqnanto que as mesmas amostras, analisadas pelo método
da peneiração, apresentaram a predominância em 81,5% de partículas metálicas. Observou-se uma alta
contaminação do fubá por larvas (75,3%). Devido ao número de fragmentos de insetos e à presença de
larvas mortas, pupas, insetos mortos, ácaros e pêlos de animal não identificado, 79% das amostras de
fubá estavam em desacordo com a legislação em vigor. Ocorreu um aumento nos níveis de matérias
estranhas no grits e fubá a partir do grão de milho infestado.

DESCRITORES: matérias estranhas, milho, grits e fubá,------------------
INTRODUÇÃO

A manutenção da quantidade e da qualidade dos
grãos de milho é muito dependente do tratamento dado
aos mesmos na colheita e, principalmente, na pós-co-
lheita. As condições climáticas durante a colheita, a
demora em colher, a regulagern e velocidade da
colhedeira e as técnicas de recebimento, secagem, lim-
peza e armazenamento são de importância fundamen-
tal para a manutenção da qualidade física, sanitária e
nutricional do cereal!".

As condições de armazenamento, geralmente inadequa-
das, oferecem aos insetos, fungos e ácaros, tanto alimento
como temperatura e umidade favoráveis ao seu desenvolvi-
mento. A atividade metabólica destes organismos causa au-

mento da temperatura na massa de grãos, umidecimento do
produto e condensação nas superfícies, podendo levar a con-
taminação e/ou deterioração do produtov'".

As matérias estranhas encontradas no milho e seus
produtos são originadas, principalmente, devido a falhas
nas práticas de estocagem do produto e de manipulação e,
na maioria das vezes, pelas condições sanitárias ou higiê-
nicas insatisfatórias da indústria".

As condições deficientes de arrnazenamento,
processamento e manuseio permitem que os produtos apre-
sentem insetos, fragmentos de insetos, ácaros, excrementos,
fungos, pêlos, urina de roedor e outros contaminantes, Os
insetos, ácaros e fungos contaminam e consomem o pro-
duto provocando alterações e/ou degradação no perfíl físi-
co, sanitário e nutricional do mesmo":

* Da Dissertação de mestrado em Ciências Biológicas - Área de Entomologia, apresentada à Universidade Federal do Párana-PR
** Instituto Adolfo Lutz-SP

*** Universidade Federal do Paraná-Curitiba-Pk
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Segundo a AOAC (Association ofOfficial Analytical
Chemists - 1995)1, matérias estranhas podem estar pre-
sentes nos alimentos, devido a ocorrências anormais ou
condições e práticas inadequadas durante as fases de pro-
dução, armazenamento e distribuição. São consideradas
matérias estranhas: insetos, ácaros, pêlos de roedores, pe-
nas de aves, excrementos de roedores e de aves, entre ou-
tros, material em decomposição (tecidos vegetais em dete-
rioração por ação de parasitas ou outros) e materiais di-
versos (areia, terra, vidro, metal), excluída a contamina-
ção bacteriana. .

Conforme a Food and Agricultural Organization
(FAO) citada por GALLO et alii" as perdas de grãos cau-
sadas por insetos são estimadas em 10% da produção
mundial. No Brasil, estas perdas podem variar de O a 30%,
dependendo do tipo de armazenamento. As perdas maio-
res são encontradas à nível de propriedade rural, pois as
condições de armazenamento são precárias, dificultando
as medidas de controle.

Uma grande variedade de contaminantes pode atacar
e infestar os alimentos "in natura" durante a fase final de
maturação no campo, colheita, armazenamento e no
processamento, afetando a qualidade e causando perdas
por rejeição e/ou condenação do produto final. Qualquer
área onde o alimento é armazenado ou processado é sus-
ceptível a infestação. O meio ambiente, as instalações, o
complexo maquinário para o processamento e transporte
de alimentos e a expedição favorecem o abrigo de diferen-
tes espécies de contaminantes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
processamento do milho em grão no nível de matérias es-
tranhas encontradas no grits e fubá.

MATERIAL E MÉTODOS

1 - AMOSTRAGEM DO MILHO EM GRÃo, GRITS
E FUBÁ

Foram analisadas 81 amostras de milho em grão, 81 de
grits e 81 de fubá provenientes de uma indústria no estado
do Paraná, no período de 24 de agosto a 17 de dezembro de
1994. Uma amostra de 500 gramas foi retirada do lote de
milho em grão que se destinou a moagem a seco e as amos-
tras de grits e fubá foram originadas deste mesmo lote de
milho. As amostras de milho em grão, grits e fubá foram
embaladas em sacos plásticos, etiquetadas, datadas e reme-
tidas quinzenalmente para a Seção de Microscopia Alimen-
tar do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, para análise.

A amostra foi espalhada em papel manilha e
homogeneizada. A amostra de trabalho foi retirada ao aca-
so, com o auxílio de uma colher, de vários pontos da amos-
tra original.
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2-MÉTODOS

MILHO EM GRÃo

Isolamento de matérias estranhas
A pesquisa de matérias estranhas externas nos grãos

baseou-se no método da penei ração, descrito no Manual
de Análise Microscópica de Alimentos 17

Pesquisa de infestação interna
A pesquisa da infestação interna foi realizada pelo

método da flutuação nQ 16.5.04, descrito naAOAC - 19951,
com as seguintes modificações:

- homogeneização manual da amostra;
- pcneiração da amostra em peneira nQ 12 (1,68mm);
- moagem do milho e verificação do tamanho através
da peneira n'1 16 (1,19mm);

- utilização de 20 ml de heptano;
- agitação manual por 20';
- filtração em funil de Buchner, utilizando papel de
filtro riscado com linhas paralelas;

- lavagem do béquer contendo líquido extrator, com
água filtrada e álcool isopropílico à 60%,
alternadamentc;

- clarcamento, quando necessário, do material retido
no papel de filtro, com solução de hipoclorito de
sódio à 2%18.

CRITS
Isolamento de matérias estranhas
A pesquisa de matérias estranhas externas baseou-se

no método da peneiração, descrito no Manual de Análise
Microscópica de Alimentos".

Pesquisa de sujidades leves
A pesquisa de sujidades leves foi realizada segundo o

método nº 16.5.08 B, descrito na AOAC - 19951, com as
seguintes modificações:

- pesagem da amostra (50g) diretamente no frasco
armadilha de Wildman de 2000ml;

- lavagem do béqucr contendo líquido extrator com
água filtrada e álcool isopropílico à 60%, alterna-
darnentc.

FUBÁ

Pesquisa de matérias estranhas
A pesquisa de matérias estranhas em fubá foi realiza-

da segundo método da flutuação no 16.5.15 B, descrito na
AOAC - 19951, com as seguintes modificações:

- lavagem do frasco extrato r com álcool etilico ou
absoluto e água filtrada, alternadamente;

- filtração em funil de Buchner;
- lavagem do béquer contendo líquido extrator, com
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álcool etilico ou absoluto e água filtrada
alternadamente;

- c1areamento, quando necessário, do material retido
no papel de filtro, com solução de hipoclorito de
sódio à 2%18.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As matérias estranhas externas isoladas pelo método
da peneiração (ZAMBONI et alii) 17 em milho em grão es-
tão apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1- Quantidade e porcentagem (%) de amostras
com matérias estranhas externas, em 81 amostras de mi-
lho em grão, analisadas pelo método da peneiração,

AMOSTRAS

Tipos de matérias estranhas Quantidade %

Ovos de insetos 6 7,4

Larvas de insetos vivas 8 9,9
Larvas de insetos mortas 14 17,3
Pupas de insetos 7 8,6
Insetos vivos 24 29,6
Insetos mortos 23 28,4

Fragmentos de insetos 23 28,4

Ácaros vivos 1 1,2
Ácaros mortos 1,2
Pêlos de roedores 1,2
Pêlos de gato 1,2
Dejeções de insetos 80 98,8
Partículas metálicas 59 72,8
Os valores acima são o resultado de 1 (uma) repetição.

Pela Tabela 1 observa-se que das 81 amostras anali-
sadas, 98,8% continham dcjeções de insetos; 72,8% partí-
culas metálicas; 29,6% insetos vivos; 28,4% insetos mor-
tos; 28,4% fragmentos de insetos; 17,3% larvas mortas;
9,9% larvas vivas; 2,4% ácaros vivos ou mortos e 2,4%
pêlos de roedor ou de gato. A presença de ovos, larvas,
pupas, insetos e dejeções indica que o milho estava infes-
tado e que haviam insetos alimentando-se e completando o
seu ciclo evolutivo neste produto.

O ecossistema formado por uma massa de grãos ar-
mazenados oferece condições favoráveis ao desenvolvi-
mento de insetos, ácaros e fungos. Os danos causados pe-
los insetos incluem perdas quantitativas, representadas pelo
consumo de matéria seca, e qualitativas caracterizadas pela
diminuição do valor nutritivo em função da redução de
carboidratos, proteínas, vitaminas e teor de óleo, além da
contaminação devido à presença de insetos e seus resíduos
em grãos e seus produtos 11.

Os pássaros e roedores são considerados invasores
do ecossistema de grãos armazenados. As perdas diretas
causadas pelo consumo dos grãos são pequenas (na ordem

de 1%), porém as perdas indiretas são maiores, incluindo
dano na estrutura, contaminação por pêlos, penas, urina,
sangue, saliva, fezes e fragmentos de corpo, e propagação
de pestes e patógenos":

O alto nível de contaminação por partículas metáli-
cas é indicativo do desprendimento deste tipo de matéria
estranha dos equipamentos de pré-limpeza, secagem e trans-
porte de grãos. A produção, transporte e processamento
de grãos envolvem moagem, peneiração, corte, pulveriza-
ção, contato com superfícies metálicas, resultando na con-
taminação dos produtos com partículas metálicas. O ajus-
te impróprio e a falta de manutenção na maquinaria desde
a colheita até o processamento final também pode incor-
porar partículas metálicas ao alimentc-".

Os resultados obtidos na análise do milho em grão,
pelo método da infestação interna (AOAC - 1995)1, estão
apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - Quantidade e porcentagem (%) de amostras
com matérias estranhas, em 81 amostras de milho em grão,
analisadas pelo método da infcstação interna.

Tipos de matérias estranhas

AMOSTRAS

Quantidade %

1,2
10 12,3
35 43,2
64 79,0
30 37,0
22 27,2
4 4,9
7 8,6

Ovos de insetos
Pupas de insetos
Cabeças de larvas de insetos
Larvas de insetos
Cabeças de insetos
Insetos inteiros
Ácaros
Exúvias
Os valores acima são o resultado de 1 (uma) repetição

Apesar do método determinar a contagem somente de
insetos inteiros e/ou equivalentes e cxúvias, a observação
das outras matérias estranhas também foi importante. As-
sim, a identificação de ovos e pupas indicou que havia
insetos em atividade biológica. Já a contaminação acariana
pode ser decorrente do mau armazenamcnto, do alto nível
de umidade dos grãos, da deficiência de circulação de ar,
da abrasão dos grãos durante as operações de transilagem,
do transporte e ensacamento, do acúmulo de resíduos e da
presença de fungos, leveduras e bactérias-".

O método da infestação interna permite a verificação
de larvas e/ou insetos primários que se encontram dentro
do grão. Muitas das amostras de milho analisadas por este
método continham larvas e insetos do gênero Sitophilus
que sendo praga primária interna alimenta-se do conteúdo
do grão onde completa o seu ciclo evolutivo, como apon-
tado por GALLO et alii". FOGLIAZZA & PAGANP e
ROSTOM12 citam os coleópteros como as pragas mais
importantes que atacam os produtos armazenados, sendo
que SINHA & SlNHA14 encontraram o Sitophilus oryzae
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L. como espécie dominante entre as pragas de milho ar-
mazenado.

Verifica-se pela Tabela 2 que 79,0% das amostras
continham larvas inteiras, 43,2 % cabeças de larvas, 37,0%
cabeças de insetos e 27,2% insetos inteiros. Provavelmen-
te, o método para detecção da infestação interna, que uti-
liza a moagem do grão, é responsável pelo elevado núme-
ro de cabeças de larvas e de adultos. A cabeça sendo mais
dura tem maior resistência ao dano fisico da moagem.

De acordo com o observado nas Tabelas 1 e 2, os dois
métodos mostraram o alto grau de infestação externa e
interna das amostras de milho em grão por matérias estra-
nhas. A presença de ovos, pupas, larvas, insetos e exúvias,
nas amostras de milho em grão indica que havia insetos,
que completaram o seu ciclo evolutivo nestes produtos.

Na Tabela 3 pode-se observar as matérias estranhas
recuperadas nas amostras de grits pelo método da flutuação
(AOAC - 1995)1 e pelo método da peneiração (ZAMBONI
et ali i) 17.

O grits é retirado da porção interna do grão de milho,
sendo constituído basicamente de endosperma vítreo, sen-
do assim o processamento do milho leva a uma concentra-
ção de matérias estranhas no produto final.

Antes da utilização de métodos específicos para iso-
lamento das matérias estranhas é muito importante que
seja feita uma observação da amostra para que se direcione
a análise. Pelo princípio de cada método recupera-se de-
terminado tipo de matéria estranha. Quando se quer recu-
perar organismos vivos, partículas metálicas e dejeções de
insetos o método da peneiração é mais adequado, uma vez

que o método da flutuação utiliza solventes que matam os
organismos e não isola as partículas metálicas e dejeções
de insetos. O método da flutuação é utilizado para recupe-
ração de sujidades leves, que sendo lipofilicas, são isola-
das de um sistema contendo óleo e água e, portanto, ade-
quado para recuperação de insetos e fragmentos, larvas e
fragmentos, ácaros e pêlos.

Pelo método da flutuação observa-se que, 76,5% das
amostras de grits continham fragmentos de insetos, 11,1 %
larvas mortas e 7,4% fragmentos de larvas.

Pelo método da peneiração observa-se que 81,5% das
amostras continham partículas metálicas, 11,1 % fragmen-
tos de insetos c 6,2% larvas mortas.

De acordo com observado nas Tabelas 1 e 3 verifica-
se que 72,8% das amostras de milho e 81,5% das amos-
tras de grits estavam contaminadas com partíeulas metáli-
cas, indicando problemas na manutenção dos equipamen-
tos de moagem e peneiração='.

A presença de partículas metálicas em milho em grão e
grits está de acordo com o estudo realizado por
CUNNINGHAM e Ó'BRIEN"6 que relataram a presença de
partículas metálicas em vários tipos de produtos alimentícios.

De acordo com CHATT5 as causas mais comuns da
contaminação por partículas metálicas são devidas ao des-
gaste da maquinaria principalmente durante as operações
de peneiração, moagem, laminação, ajuste de juntas e liga-
ções e perdas de parafusos. O fato do grits ter que passar
por várias peneiras visando sua uniformidade possibilita uma
maior contaminação por partículas desprendidas dos equi-
pamentos. (LAZZARI 1996, comunicação pessoal)

TABELA 3 - Comparação da quantidade (ns) e porcentagem (%) de amostras com matérias estranhas em 81 amostras
de grits, analisadas por 2 métodos diferentes.

AMOSTRAS

Tipos de matérias estranhas
----

M. Flutuação M. Peneiração- -_.---'~..
N° % N° %

Ovos de insetos 2 2.5 2 2,5
Larvas de insetos vivas 3 3,7
Larvas de insetos mortas 9 11,1 5 6,2
Pupas de insetos 2 2,5 1,2
Insetos vivos 4 5,0
Insetos mortos 2 2,5 1,2
Fragmentos de insetos 62 76,5 9 11,1
Fragmentos de larvas de insetos 6 7,4 1,2
Ácaros vivos 1,2
Ácaros mortos 5 6,2 3 3,7
Pêlo de roedor 1 1,2 O 0,0
Pêlos de animal não identificado 1 1,2
Dejeções de insetos 4 5,0
Partículas metálicas 7 8,7 66 81,5

Os valores acima são o resultado de 1 (uma) repetição.
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Considerando a legislação em vigor para cereais, ba-
seada na Resolução no 12/783 e no Decreto no 12.486/
7813 que exige ausência de sujidades, parasitos e larvas
em todos os tipos de alimentos, 100% das amostras de
milho em grão e 98,8% das amostras de grits estão fora
dos padrões de qualidade estabelecidos.

A presente Legislação não é adequada a realidade de
produção, armazenamento e processamento de milho, pre-
cisando ser revista e atualizada, pois o controle apenas
reduz o nível populacional não eliminando totalmente os
insetos presentes nos produtos armazenados. Pode-se to-
lerar certos níveis de matérias estranhas nos alimentos,
cabendo a pesquisa estabelecer suas quantidades.

Pelas Tabelas 1 e 3 observa-se que pêlos de roedores
só foram isolados de 1 (uma) amostra de milho em grão e
de 1 (uma) amostra de grits mostrando um baixo nível de
contaminação por esta matéria estranha.

Pela Tabela 1 verifica-se que amostras de milho em
grão continham insetos vivos (29,6%) e/ou mortos (28,4%),
o que resultou na grande porcentagem de amostras de grits
(76,5%) com fragmentos de insetos, conforme observado
pela Tabela 3.

As matérias estranhas recuperadas nas amostras de
fubá pelo método da hidrólise ácida (AOAC - 1995)1, es-
tão apresentadas na Tabela 4.

TABELA 4 - Quantidade e porcentagem (%) de amostras
com matérias estranhas, em 81 amostras de fubá, analisa-
das pelo método da hidrólise ácida.

i\i\IOSTRAS

Quantidade %

61 75,3
1,2
1,2

80 98,8
38 46,9

6 7,4
1,2

2 2,5

Tipos de matérias estranhas

Larvas mortas
Pupas
Insetos mortos
Fragmentos de insetos
Fragmentos de larvas
Ácaros
Pêlos de animal não identificado
Pmtículas metálicas
Os valores acima são o resultado de I (uma) repetição.

De acordo com a Tabela 4, observa-se que 98,8% das
amostras continham fragmentos de insetos; 75,3% larvas
mortas; 46,9% apresentavam fragmentos de larvas; 7,4%
ácaros e 2,5% partículas metálicas.

A Portaria nº 1/1986 do Ministério da Saúde" estabe-
lece o limite máximo de até 30 fragmentos de insetos, a
nível microscópico, em 1OOgde farinhas e seus derivados.
Em relação à outros tipos de matérias estranhas, a mesma
Portaria exige ausência total.

Para efeito de rejeição e/ou condenação de lotes de
fubá, os fragmentos de larvas foram computados junta-
mente com os fragmentos de insetos, respeitando-se o li-
mite de 30 fragmentos em 50g do produto.

De acordo com a Portaria nº 1/19864 e como se ob-
serva na Tabela 5; 79,0% das amostras estão rejeitadas e/
ou condenadas por conter número de fragmentos de inse-
tos acima do limite tolerado e pela presença de larvas
mortas, pupas, insetos mortos, ácaros, pêlos de animal não
identificado e partículas metálicas.

TABELA 5 - Quantidade e porcentagem (%) de amostras
de fubá aprovadas e condenadas, segundo a legislação em
vigor (Portaria n? 1/1986).

Amostras Quantidade %

Aprovadas 17 21,0
Condenadas 64 79,0
Total 81 100,0

A presença de grande quantidade de amostras de grits
e fubá contendo fragmentos de insetos, como observa-se
nas Tabelas 3 e 4, indica que o milho em grão estava infes-
tado por pragas e que estes produtos foram manipulados,
processados e/ou estocados em condições higiênicas
insatisfatórias. Também, atribui-se a grande quantidade
de matérias estranhas no fubá a pontos de infestação in-
temos na indústria.

Observou-se que em 100% de amostras de milho em
grão, 98,8% de grits e 100% de fubá foram encontrados
pelo menos um tipo de matéria estranha.

Ocorreu um aumento nos níveis de matérias estra-
nhas no grits e fubá a partir do grão de milho infestado.

CONCLUSÕES

lVIILHO EM GRÃo

· A presença de insetos vivos e larvas vivas recupera-
das pelo método da peneiração indica que o milho em grão
estava infestado, que o controle dos insetos não foi efici-
ente ou que pode ter ocorrido uma reinfestação do produto
durante o armazenamento.

, A presença de insetos mortos e larvas mortas e de
outras matérias estranhas no milho em grão indica proble-
mas na limpeza do cereal.

, A grande porcentagem de amostras contendo insetos
inteiros, cabeças de insetos, larvas inteiras e cabeças de
larvas recuperadas pelo método da infestação interna, in-
dica que o milho continha larvas e insetos primários den-
tro dos grãos.

· A presença de ovos, pupas, larvas, insetos e exúvias
nas amostras de milho em grão indica que havia insetos
em atividade biológica, completando o seu ciclo evolutivo
neste produto.

· As dejeções de insetos recuperadas pelo método da
peneiração foram as matérias estranhas em maior porcen-
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tagem nas amostras de milho em grão, indicando que o
milho foi previamente infestado.

- As matérias estranhas mais freqüentes na parte ex-
terna do grão de milho foram dejeções de insetos e partí-
culas metálicas, enquanto que na parte interna foram as
larvas inteiras.

-O método da penei ração é o adequado para detecção
de infestação viva, partíeulas metálicas e dejeções de inse-
tos.

GRITS

·A presença de ovos, larvas, pupas e insetos nas amos-
tras de grits indica que havia insetos em atividade biológi-
ca neste produto.

· O método da flutuação é adequado para recupera-
ção de sujidades leves (fragmentos de insetos e fragmen-
tos de larvas).

· A maior contaminação do grits deveu-se a presença
de partículas metálicas.

· A alta porcentagem de amostras contendo fragmen-
tos de insetos indica que o grão de milho utilizado estava
infestado internamente, pois o grits é retirado da porção

interna do grão de milho, sendo constituído basicamente
do endosperma vítreo.

·0 método da peneiração é o adequado para dctecção
de infestação viva, partículas metálicas e dejeções de inse-
tos.

FUBÁ

· A grande porcentagem de amostras de fubá conten-
do larvas e fragmentos de larvas indica que o controle de
insetos no milho pode não ter sido eficiente ou que o fubá
foi infestado no armazcnamento devido às condições sani-
tárias da indústria, caixas ou depósitos, empacotamento,
expedição ou no transporte.

· A presença elevada de amostras contendo fragmen-
tos de insetos, larvas mOlias e fragmentos de larvas indica
que o milho utilizado estava infestado ou que havia focos
de infestação na indústria.

· Setenta e seis por cento (76,0%) das amostras de
fubá estão condenadas, segundo a legislação em vigor.

·Uma leve infestação no milho em grão faz com
que ocorra uma concentração de matérias estranhas
no fubá.

[ RIALA6/827

ATur,M.B.; LÁZZARI, F.A.; ZANrnONT,C.Q. The effect of processing COrIl grain pertaining to
extraneous materials in grits and COrIlmeal. ReI'. Inst. Adolfo Lutz, 57(1): 57-63, 1998.

SUMMARY: Thc safety of thc food is of strategic importance for public health and for the government
business. In this paper thc presence of cxtraneous matcrials was evaluated in COrIlKerncls and in the
processed final product (grits and com mcal). Eighty-onc samples of com Kernels, eighty-one samples
of grits, and eighty-onc sarnples of com mcal, supplied by the industry, were taken during a period of
four months in accordance with daily production. The analyses were done using appropriate
methodologies and techniqucs, with modifications, dcscribcd in the AOAC (Association of Officíal
Analytical Chemists), 16 th edition, 1995 and in the Manual ofMicroscopic Analysis ofFoods (Zamboni
et alii, 1986).

Of the eighty-one samples of com grain analyzcd by the method of straining with a sieve, 29.6%
containcd live insects, 28.4% containcd dead insccts, and 72.8% containcd metalic particles; while
analysis by the method of intcrnal insect infestation, 79.0% of thc samples containcd entire larvas,
37.0% contained inscct hcads, and 27.5% containcd entire insccts. Of the grits sarnples analyzcd by the
flotation method, 76.5% showed the prescnce ofinscct fragments, whilc the same samples analyzcd by
the straining method showed a predominance in the prescncc of mctalic particles, with an 81.5%
occurrence. A high contamination of larvas in cornmeal was obscrvcd at 75.3%. In rcfcrencc to the
cornmcal, 79,0% of the samplcs would bc rejected by thcir containing inscct fragments abovc the
tolerated lirnit, dead larva, pupas, dcad insects, mitcs, and hair ofnon-idcntificd animaIs. Thcrc was an
increase in the Icvc1s of extrancous materials in grits and in conuneal due to infcstcd com grain.

DESCRIPTORS: cxtrancous materíals, com, grits, com meal.
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MILANEZ, r.v: ATUI, M.B. & LÁZZARI, F.A..- Comparação entre imunoensaio e : cromatograíia
em camada delgada na determinação de aílatoxinas, ocratoxina A e zearalenona em amostras de milho
em grão e fubá. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57(1): 65-71,1998.

RESUMO: Duas técnicas, uma delas utilizando cromatografia em camada delgada e outra ensaio
imunoenzimático (ELISA) foram comparadas na determinação de aflatoxinas, ocratoxina A e
zearalenona. Para tal, foram analisadas sete amostras de milho em grão e vinte amostras de fubá prove-
nientes de uma indústria no Estado do Paraná. O método imunoenzimático mostrou-se mais simples e
mais rápido e os níveis obtidos foram um pouco superiores àqueles obtidos por cromatografia em cama-
da delgada. Falsos resultados positivos foram observados com o método imunoenzimático tornando-se
necessária a confirmação da identidade das micotoxinas pesquisadas,

DESCRITORES: ELISA, cromatografia em camada delgada, imunoensaio, aflatoxinas, ocratoxina
A , zearalenona, milho, fubá.

INTRODUÇÃO

Aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona são
metabólitos tóxicos, conhecidos como micotoxinas produ-
zidos por determinadas cepas fúngicas em condições ade-
quadas. Micotoxinas têm grande importância devido aos
danos provocados à saúde humana e animal e também
quanto aos prejuízos financeiros provocados. 10,12

As aflatoxinas são produzidas por algumas cepas de
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus e são
contaminantes naturais de vários produtos como milho,
amendoim e ração animal. Elas são altamente tóxicas, es-
pecialmente a aflatoxina B1 (AFB) que é considerada o
mais potente carcinógeno humano+".

A ocratoxina A (OA) é mutagênica, teratogêniea e
nefrotóxíca principalmente em suínos e parece estar envol-
vida na etiologia da nefropatia endêrnica dos Balcãs. Esta
micotoxina é produzida por algumas cepas de Aspergillus

ochraceus e Penicillium verrucosum em produtos diversos
como trigo, cevada, milho, café cru, feijão. 12,23

A zearalenona (ZEA) é um metabólito produzido por
algumas cepas de Fusarium graminearum(F roseum),F
culmorum e F crookwellense principalmente em cereais
como trigo, cevada, triticale e milho com teor de umidade
superior a 22,0%. O principal efeito em animais é o
hiperestrogenismo, sendo os suínos os animais mais sensí-
veis. 10,12,22,23

Devido aos danos provocados à saúde animal e hu-
mana e em consequência aos prejuízos financeiros provo-
cados tem-se despertado grande interesse no desenvolvi-
mento de técnicas rápidas e sensíveis para determinação
de micotoxinas em alimentos, rações e fluidos biológicos.

Muitos métodos analíticos para determinação de
micotoxinas têm sido desenvolvidos para os mais varia-
dos produtos alimentícios tanto para consumo humano
como animal e também em fluidos biológicos. 3,8,15,18,20,21

* Realizado nas Seções de Microscopia Alimentar e Química Biológica da Divisão de Bromatologia e Química - INSTITUTO
ADOLFO LUTZ - Av. Dr. Amaldo,355 - CEP 01246-902 - São Paulo -SP

** Do Instituto Adolío Lutz
*** Da Universidade Federal do Paraná
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Os métodos variam quanto ao preparo da amostra, sua
complexidade e forma de determinação. Muitos deles são
precisos porém necessitam de um preparo longo das amos-
tras e, às vezes, complexo. 3,8,9,15,18,19.20,21.

Tradicionalmente tem-se utilizado a cromatografía em
camada delgada (CCD) que vem sendo substituída nos
últimos anos pela cromatografia líquida de alta eficiência
(CLAE) e mais recentemente tem sido desenvolvidos mé-
todos imunoquímicos para detectar não apenas AFB 1 como
também outras micotoxinas como ocratoxina A,
vomitoxina, zearalenona, e fumonisinas. ~,13

Existem atualmente no comércio vários tipos de kits
baseados emmétodos imunoenzimáticos (ELISA) tanto para
a detecção qualitativa como para a determinação quantita-
tiva de micotoxinas, 13,14,17 Tem-se observado a grande acei-
tação deste tipo de kits de imunoensaios, tanto pela facilida-
de de uso quanto pela rapidez na obtenção dos resultados.

A legislação brasileira segundo o Ministério da Saú-
de (Resolução 34/76 da CNNPA)2 apresenta um limite
máximo de 30 ug kg' para a somatória das aflatoxina B,
e G1 e de acordo com as normas do MERCOSULll (Gru-
po Mercado Comum) é de 20 ug kg' para a somatória das
quatro aflatoxinas (Resolução 56/94 internalizada pelo
Ministério da Agricultura e Abastecimento pela portaria
nº 183 de 21/03/1996 )1Não existem valores estabeleci-
dos para a ocratoxina A e zearalenona.

O objetivo deste trabalho foi comparar duas técnicas
distintas, uma baseada em cromatografia camada delgada
e outra numa técnica imunoenzimática quanto à determi-
nação de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona em amos-
tras de milho c fubá.

MATERIAL E MÉTODOS

Material

Foram analisadas sete amostras de milho em grão e
vinte amostras de fubá provenientes de uma indústria no
Estado do Paraná, no período de 24 de agosto à 17 de dezem-
bro de 1994. As amostras de trabalho foram retiradas de vá-
rios pontos da amostra original e acondicionadas em sacos
plásticos sob refrigeração até o procedimento das análises.

Métodos

Foram utilizados dois métodos:

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

- método descrito por Soares & Rodriguez-Amaya"
que utiliza cromatografia em camada delgada (CCD) usan-
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do placas prontas de sílica. A mudança de fase móvel e
cromatografia bi-dimensional forneceram dados para au-
xiliar a identidade das micotoxinas, porém a confirmação
foi efetuada por derivação química com ácido
trifluoroacético (TFA) com formação dos derivados ca-

" d fl . B G 16racterísncos as a atoxinas 1 e I'

ENSAIO IMUNOENZTMÁ TICO

- método imunoenzimático utilizando Kits ELISA
(VERATOX, kits quantitativos para determinação de
aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina A) fabricados por
NEOGEN Corporation, Lansing, MI, EUA. Esta técnica
utilizou 50 g da amostra moída e homogeneizada, extra-
ção com solução aquosa de mctanol 70% com agitação
manual vigorosa por três minutos. Procedeu-se filtração
com papel Whatman nQ 1 e do filtrado retirou -se 100 ftl
para proceder-se a análise imunoenzimática de acordo com
as orientações do fabricante destes "kits".

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados que constam nas Tabelas I e 2 permi-
tem uma comparação entre as duas técnicas na determina-
ção das aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona. O méto-
do irnunoenzimático utilizado permite apenas a determi-
nação do total das atlatoxinas e o método crornatográfico
permite a determinação de cada uma das aflatoxinas B I'

B2' G1 e G2(Tabelas 3 c 4).
Utilizando-se os Kits Veratox os valores obtidos fo-

ram maiores do que aqueles valores encontrados nas aná-
lises efetuadas por CCO, sendo que, de forma geral, os
resultados obtidos pelas duas técnicas foram concordantes.

Grande parte das amostras de fubá analisadas apre-
sentou baixos teores de aflatoxinas pela técnica
imunoenzimática e pelo método CCD os valores foram
menores e próximos aos limites de detecção das aflatoxinas.

Quanto às amostras de fubá 3,4,5,6,8,12,15,17,20
(Tabela 2) supõe-se, no caso das aflatoxinas, de que se
tratam de resultados falsos positivos, pois apesar de terem
sido determinadas pelo método irnunoenzimático não fo-
ram sequer detectadas pelo método CCD. Ainda não está
claro até que ponto o problema de reações cruzadas foi
superado na determinação das aflatoxinas na análise por
métodos imunoenzimáticos.

A amostra 6 de milho (Tabela I )apresentou 44,2 ug
kg' de aflatoxina total pelo método imunoenzimático.
Entretanto pelo método cromatográfico nada foi detecta-
do de qualquer das aflatoxinas, é possível que este com-
portamento possa ser devido ao processo de amostragem
utilizado para as amostras de milho. A distribuição das
micotoxinas é heterogênea exigindo uma amostragern bem
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TABELA 1 - Determinação de micotoxinas em amostras de milho em grão utilizando técnicas de CCD e ELISA (ug Kg').

ELISA
AMOSTRAS Atlatoxlnas * * OA

1 nu nu
2 nel nei
3 nel nd
4 nel nel
5 nel nel
6 44,2 nd
7 38,2 nd

CCD*
ZEA Allafoxin3s** OA ZEA
166,6 2,5 ne! nd
nd nd nd nd
nd nd nd nd
nd nei nd nd
nd nd nu ne!
nd nu nd nd
nu 20,0 nd nd

nd-não detectado
." determinação em duplicata e valores calculados na média de dois analistas
*" somatóría

Limites de detecção para CCD
obtidos no nosso laboratório:
AFBI: 2,5 ug Kg-1
AFBo: 1,0 flg Kg-l
AFG-' 2 5 ug Kgr-ll ' , I

AFGo: 1,0 ~lg Kg-l
OA: 7,0 flg Kg-'
ZEA: 288,0 ~LgKg-l

Limites de detecção dos "kits":
Atlatoxinas: 2,0 ,ug Kg-l
ZEA: 100,0 flg Kg-I
OA: 2,0 flg Kg-I

TABELA 2 - Determinação de micotoxinas em amostras de fubi utilizando técnicas de CCD e ELISA (Ilg Kg-l ).
ELISA

Al\IOSTRAS Atlatoxinas** OA

4,9 2,2
2 6,0 2,4
3 5,0 3,0
4 3,6 2,2
5 4,9 2,3

6 3,7 2,6
7 4,9 nd
8 4,1 9,5
9 7,6 7,3
10 7,3 6,8
II 7,2 5,8
12 G,G 4,4
13 7,8 3,4
14 7,4 4,1

15 8,8 3,4

16 8,3 3,6
17 9,1 2,6

18 9,0 4,6

19 8,4 6,0
20 2,2 4,9

ccn *

ZEA Allatoxinas* * OA ZEA

nd 6,0 nd nd
nei 8,0 nd nd
nei nd nel nel
nd nd nu nd
nel nd nei nei
nd ne! nd ne!
ne! 2,5 nei nd
ne! nd nd !ld
nei 3,0 nd nd
nei 2,5 nel !ld
nei 2,5 nd nd
nd nd nei nei
nei 2,5 nd ne!
!le! 2,5 nel nd
nel nei ne! !ld
nel 4,5 nd !lei
nel ntl nel ne!
nd 3,5 nd nd
nu 3,5 nel nel
nd nel !lei nd

nd-não detectado
:;< determinação em duplicata e valores calculados na média de dois analistas
*'" somatória

Limites de detecção para CCD
obtidos no nosso laboratório:
AFB

I
: 2,5 ,ug Kg-l

AFB7: 1,0 Ilg Kg-l
AFG~: 2,5 ug Kg-l
AFGo: 1,0 ,ug Kg-I
OA: 7,0 ug Kg-l
ZEA: 288,0 ,lLgKg-l

Limites de detecção dos "kits":
Atlatoxinas: 2,0 flg Kg-l
ZEA: 100,0 flgKg-1
OA: 2,0 flg Kg-l
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TABELA 3- Determinação de aflatoxinas por CCD em amostras de milho em grão (ug Kg')".

nd
nei
nei
ne!
1111

nel

AFG, AFG2 Atlatoxinas

2,5 ne! 2,5
ne! nd nd
nLi nei nLi
nd ne! ncl
nei ne! ne!
nu nd nd
nd nd 20,0

AMOSTRAS AFB,
1 nd
2 nd
3 nei
4 nd

ne!
6 2,5
7 15,0

AFB2

nd-não detectado
'" determinação em duplicata e valores calculados nc média de rlois analistas

5,0

Limites de detecção para CCD
obtidos no nosso laboratório:
AFB

1
: 2,5 ,LlgKg-I

AFBo: 1,0 ug Kg-I
AFG~: 2,5 ug Kg-I
AFGo: 1,0 f.tgKg-I
OA: 7,0 ug Kg-l
ZEA: 288,0 ug Kg-l

TABELA 4 - Determinação de aflatoxinas por CCD em amostras de fubá (ug Kg")".

AMOSTRAS AFB,

1 6,2
2 7,5

3 nd
4 2,5

nei
G nd
7 2,5
8 nei
9 nd
10 2,5
11 2,5

12 nd
13 2,5
14 2,5
15 nd
16 2,5
17 nd
18 2,5

19 2,5
20 nd

AFB2

ne!
nei
nei
nei
nd
nu
nei
!lei

nel
nei
ne!
nd
nei
ne!
!lei

2,0
nel
1,0
1.0

nei

AFG, AFG2 Atlatoxinas
nei nei 6,2
nei nei 8,0

nd nel nei
ncl nei ne!
nd nei ne!
nd nei nei
nei nei 2,5
nei nei nd
3,0 nei 3,0
nei nei 2,5
ne! nd 2,5

nd nei nei
ne! nei 2,5
ne! nei 2,5
ne! nel ne!
nei nei 4,5

nd nd nll
nei nd 3,5

nd nd 3,5

nd nel nei
nd-nâo detectado

'" determinação em duplicata c valores calculados na média de dois analistas

Limites de detecção para CCD
obtidos 110 nosso laboratório:
AFB

1
: 2,5 f.tgKg-l

AFBo: 1,0 ,LlgKg-l
AFG~: 2,5 f.tgKg-l
AFGo: 1,0 f.tgKg-l
OA: 7,0 ug Kg-1
ZEA: 288,0 f.tgKg,l
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feita. No caso das amostras do fubá o próprio processa-
monto já garante a homogeneidade das amostras, o que
pode ser observado pelos resultados que foram mais con-
cordantes para as duas técnicas utilizadas.

Observou-se na determinação de ocratoxina A que os
valores encontrados para milho e fubá pelo método
irnunoenzimático, estavam quase na totalidade abaixo do li-
mite de detecção do método CCD. Com exceção das amos-
tras 8 e 10 de fubá que apresentaram 9,5 e 7,3 ug kg' de
ocratoxina A, respectivamente (Tabela 2). Desta forma não é
possível fazer uma comparação efetiva entre as duas técnicas,
apenas considerando que muitos destes valores pequenos en-
contrados possam ser presuntivos positivos pois não havia
metodologia mais sensível à disposição para confirmá-los.

Alguns autores tem estudado a correlação entre os
resultados de CCD e ELTSA. I-IONGYO et al 6 compara-
ram o desempenho de um teste ELTSA com CCD e CLAE
para determinação de AFB 1 em milho contaminado e ra-
ção e os resultados obtidos indicaram boa correlação en-
tre os três métodos analíticos.

Poucos kits ELTSA comerciais tem sido avaliados em
estudos colaborativos interlaboratoriais 18 e de forma ge-
ral observa-se boa correlação desta técnica com métodos
convencionais como CCD e CLAE. Os kits comerciais
avaliados por estudos colaborativos tem causado muita
controvérsia pois alguns deles já estudados tem seus re-
sultados modificados em função do contínuo avanço da
técnica imunoenzirnática. Pestka et al.!' fizeram levanta-
mento dos kits comerciais disponíveis e segundo este le-
vantamento, o kit Veratox tem limites de detccção para
aflatoxinas .5ppb e para zearalenona 2.50 ppb, valores es-
tes que já foram modificados. Estes mesmos autores veri-
ficaram que algumas vezes extratos de alimentos sem
rnicotoxinas podem interferir na ligação micotoxina-enzima
ao anticorpo fase sólida e neste caso a resposta falsa posi-
tiva quando comparada à curva padrão preparada no
sol vente extrato r com tampão.

HORWITZ et al. 7 avaliaram os parâmetros de preci-
são através de dados provenientes de um estudo
colaborativo para detecção de micotoxinas utilizando
CCD, CLAE e ELISA. De acordo com os resultados
obtidos, os autores verificaram uma precisão
insatisfatória entre os laboratórios participantes deste
estudo, pois a precisão dos métodos para determinação
de micotoxinas é interior quando comparada à determi-
nação de rnacroanalitos. Isto é resultado da baixa con-
centração do analito e problemas com calibração e pa-
drões. Os métodos imunoenzimáticos levam a crer que
tem precisão mais pobre comparados aos métodos CCD

e CLAE, além disso os métodos imunoenzimáticos mos-
traram grande variabilidade nos seus resultados (30-
300%) e baixa rcprodutibilidade.

Existem kits de imunoensaio específicos para deter-
minação de aflatoxina BI e outros para determinação do
total de aflatoxinas como o utilizado neste estudo que não
determina níveis exatos de cada uma delas e portanto difi-
culta seu uso nas análises para vigilância sanitária e pes-
quisa. Os laudos emitidos para fiscalização devem
explicitar valores de aflatoxinas BI e G1 presentes nas
amostras para desta forma atender à exigência da Legisla-
ção Brasileira, Resolução 34/76 da CNNPA que determi-
na limite máximo de 3O ug/kg (ppb) na somatória das
aflatoxinas B 1 e G 12 Este fato torna os "kits" pouco indi-
cados para órgãos envolvidos com a fiscalização.

Segundo Horwitz et al. 7 os métodos de triagem são
métodos rápidos e confiáveis na eliminação de um grande
número de amostras negativas (ou positivas) para restrin-
gir o número de amostras que requerem a aplicação de um
método mais rigoroso. No caso de micotoxinas resultados
falsos positivos são aceitáveis pois serão checados por
métodos confirmatórios, mas os resultados falsos negati-
vos devem ser ausentes.

Os "kits" atendem de forma geral às necessidades da
indústria e do campo, pois a técnica de iruunocnsaio é um
teste rápido e simples que permite verificar a qualidade da
matéria-prima que está sendo adquirida, quanto à presen-
ça ele micotoxinas quando comparado por outros méto-
dos, seja CLAE ou CCD, que requerem limpeza por parti-
ção líquido-líquido Oll coluna cromatográfica, o que toma
muito mais tempo de análise.

CONCLUSÃO

Os resultados obtidos permitem concluir que a utili-
zação dos kits se mostrou adequada para a determinação
de aflatoxinas , zearalenona e ocratoxina A em amostras
de milho e derivados desde que os resultados sejam sem-
pre confirmados por outras técnicas para evitar resultados
falsos positivos.

Os kits são fáceis de operar, rápidos, utilizam pouca
vidraria e pequenos volumes de sol ventes orgânicos dimi-
nuindo o risco de exposição do analista. A melhor atitude
ao adotar esta técnica é avaliá-Ia criteriosamente de acor-
do com o nível de precisão e o propósito requeridos.

A maior utilidade destes kits é no campo, armazéns e
indústrias que precisam fazer uma triagem rápida para
aceitar ou rejeitar determinado produto ou lote.
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ABSTRACT:Two techniqucs, one ofthem using thin-layer chromatography and the other enzyme-
Iinked irrununosorbent assay (ELISA)were compared for the detennination of aflatoxins, ochratoxin A
and zearalenone. Seven sampIes of com and twenty samp1csof com meal from an industry in Paraná
State were analysed for this purpose.The ELISA method was simpler to use, faster, showing higher
concentrations than thc thin-layer chromatography mcthod. False positives requiring confirmation of
the mycotoxins were observed with the ELISA method.

DESCRIPTORS: ELISA, thin-layer chromatography, imunoassay, aflatoxins, ochratoxin A,
zcaralenone, com and com meal.
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COMPOSIÇÃO DE CAROTENÓIDES EM NECTARINA (PRUNUS PERSICA)
BRASILEIRA
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Godoy, H.T. & Rodrigucz-Amaya, D.B. - Composição de carotenóides em nectarina brasileira. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 57(1): 73-79, 1998.

RESUMO: Foi determinada pela primeira vez a composição de carotenóides de nectarina (Prunus
persiea). Onze carotenóides foram identificados: 13-cis-~-caroteno, fral1s-~-caroteno, 9-cis-~-caroteno,
trans-ç-caroteno, neo- ~-criptoxantina, irans-~-criptoxantina, trans-luteína, trans-zeaxantina, trans-
violaxantina, trans-mutatoxantina e trans-auroxantina. O principal carotcnóide foi a traJ1s-~-
criproxantina (3,9 ± 0,7 ug/g), perfazendo 40,6% do total de carotcnóides (9,6 ± 0,7 ug/g), seguida pela
trans-zeaxantina (1,6 ± 0,3 ug/g), trans-luteína (l,l ± 0,2 u/g) e trans-~-caroteno (1,0 ± 0,2 ug/g). O
valor de vitamina A, proveniente de isômeros eis e trans da b-criptoxantina e do ~-caroteno foi de 54 ±
5 ERllOO g. A composição de carotenóides de nectarina mostrou-se muito semelhante a do pêssego,
fato esperado já que estas frutas pertencem à mesma família.

DESCRITORES: carotenóidcs, valor de vitamina A, nectarina.

INTRODUÇÃO

Como corantes naturais, os carotenóides desempe-
nham um papel decisívo na escolha e compra de muitos
alimentos pelos consumidores. A sua importância, no en-
tanto, vai mais longe que o atributo da cor e reside nas
suas funções fisiológicas. Destas, a atividade pró-
vitamínica A de alguns deles é a mais estabeleci da, reco-
nhecida ao longo de muitos anos. Conscquentemente, a
determinação de pró-vitamina A tem sido considerada uma
parte fundamental da análise de nutrientes. Outras fim-
ções foram mais recentemente atribuídas aos carotcnóides,
tais como inibição de câncer, fortalecimento do sistema
imunológico e prevenção de doenças cardiovascula-
res2,3,4,6,13,20,21,22,23,25,33 Estas atividades não são restritas às
pró-vitaminas A, portanto, a determinação da composição
completa de carotenóides tomou-se indispensável.

• Departamento de Ciência de Alimentos
Faculdade de Engenharia de Alimentos
Universidade Estadual dc Campinas
c.P. 6121, CEP 13081-970, Campinas, SP, Brasil.

Ao contrário das frutas tropicais e sub-tropicais, nas
quais os carotcnóides predominam, as frutas de clima tem-
perado são tipicamente pobres em carotcnóides e ricas em
antocianinas. Pêssego, damasco, nêspera e nectarina são
praticamente as únicas frutas de clima temperado que são
carotcnogênicas. Por isso, o pêssego é a fruta mais estu-
dada nos Estados Unidos em termos da composição de
carotenóidcs ou somente em relação às pró-vitaminas
A9,1 2,1 7,18,26,27 • Algumas investigações sobre os carotcnóidcs
de damasco'?" e nêspcra" já foram também realizadas.
Surpreendentemente, a composição de carotenóides em
nectarina não foi ainda determinada. O único trabalho en-
contrado na literatura, de Bureau & Bushway-detcrminou
apenas as pró-vitaminas A, ~-caroteno e ~-criptoxantina.

No presente trabalho, a composição de carotenóides
de nectarina (Prunus persicai produzida no Brasil foi de-
terminada.
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MATERIAL E MÉTODOS

Material

Os frutos de nectarina vieram da cidade de Limeira,
estado de São Paulo, e foram adquiridos em supermerca-
dos e feiras-livres da região de Campinas. Cinco lotes fo-
ram analisados, sendo que cada lote foi composto de 5 a
10 frutos. Para cada lote, após a retirada das sementes, as
polpas foram homogeneizadas em liquidificador tipo
"Waring". Utilizou-se cerca de 100 g de polpa homogenci-
zada para a determinação de carotenóidcs.

Métodos

Várias precauções foram tomadas para evitar a
isornerização e degradação dos carotenóides durante a
análise, tais como: rapidez na conclusão da análise, con-
trole da temperatura «35°C) nas etapas de concentração,
realização da saponificação a temperatura ambiente, pro-
teção aos pigmentos da luz solar e artificial.

A composição de carotenóides foi determinada de acor-
do com RODRIGUEZ et ali!" Resumidamente, o proce-
dimento encontra-se esquematizado na Figura 1. Para a
separação dos isômeros eis e trans de ~-caroteno e ~-
criptoxantina, as frações destes carotenóides obtidos na
coluna de MgO:HifloSupercel foram individualmente
recromatografadas em coluna de Ca(OH)~. Os isôrncros
do p-caroteno foram eluídos da coluna com éter de petró-
leo puro; já para os isômeros da ~-criptoxantina utilizou-
se como eluente 10% de acetona em éter de petróleo.

Na identificação dos carotenóides, foram considera-
dos conjuntamente os seguintes parâmetros: ordem de
eluição na coluna, espectros de absorção nas regiões do
ultravioleta e visível, valores de Rfna camada delgada de
sílica gel e reações químicas, como metilação com metanol
acidificado, acetilação com anidrido acético,
fotoisomerização catalizada por iodo e teste para epóxidos.

Utilizou-se um espectrofotômetro de duplo feixe,
marca Perkin-Elmcr, modelo Lambda 6, para resgistrar os
espectros na faixa de comprimento de onda de 300 a 550
nm. Os máximos de absorção foram então comparados
com os dados tabelados por DAVIES 11 .

A quantificação foi feita a partir da absorvância má-
xima, aplicando-se a Lei de Beer, utilizando os coeficien-
tes de absorção tabelados por DAVIES 11 e os determina-
dos por GODOY & RODRIGUEZ-AMAYN5 para os
isômcros do p-caroteno e da ~-criptoxantina. Os resultados
foram expressos em ug de carotenóides por g de amostra.

O valor de vitamina A foi calculado considerando a
atividade vitamínica A de cada isômero de carotenóidc
precursor (53% para o 13-cis-~-caroteno, 100% para o
trans-p-caroteno,38% para o 9-cis-p-caroteno, 42% para
neo- ~ -criptoxantina, 57% para trans- ~ -criptoxantina) 1,32
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e o fator de conversão de 6 ug de trans-~-caroteno
correspondendo a 1 ER (equivalente de retinol), estabele-
cido pelo NAS-NRC24 .

Para a obtenção do perfil da composição de
carotenóides por CLAE (cromatografia líquida de alta efi-
ciência) uma pequena alíquota, do mesmo extrato aplica-
do na coluna aberta, foi injetada em um cromatógrafo a
líquido Varian. O equipamento era constituído por um sis-
tema de bombeamento temário (modelo 5010), uma vál-
vula injetora tipo "rheodyne", uma alça de amostragem de
10 ul de capacidade, um detetor UV -visível Varian (mo-
delo 5100), operando a 450 nm, e um integrador-registra-
dor Varian (modelo 4400). A separação cromatográfica se
procedeu em coluna C

18
(5 um) de 250 x 4.6 d.i. mm mar-

ca Vydac 201-TP54 (Vydac Separation Group, Hesperia,
CA), protegida por uma coluna de guarda CIS (10 um) de
30 x 4.6 d.i. m111,marca Micropore MCH-120 (Varian).
Operou-se sempre de modo isocrático, utilizando-se
mctanol:água (98:2) como fase móvel, numa vazão de 1,5
ml/min. Os pigmentos foram identificados por co-
cromatografia com padrões e frações isoladas das colunas
de MgO:HifloSupercel e Ca(OH)2'

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Composição qualitativa

Os frutos maduros de nectarina apresentaram os se-
guintes carotenóides: 13-cis-p-caroteno, trans-~-caroteno,
9-eis- ~ -caroteno, trans -ç -caroteno, nco-B -cri ptoxantina,
trans -~ -criptoxantina, trans Iuteína, trans zeaxantina,
transviolaxantina, transmutatoxantina e trans-auroxantina.
As principais características dos pigmentos identificados
estão apresentadas na Tabela 1 e os resultados das reações
químicas encontram-se na Tabela 2.

~-Caroteno (p,p-caroteno) e ç-caroteno (7,8,7',8'-
tctrahidro-u/, \jI-carotcno) foram identificados através da
forma e máximos de absorção dos espectros na região do
visível (Tabela 1). A ausência de grupos substituintes foi
demonstrada pela cluição destes carotenos (hidro-
carbonetos) junto com a frente do solvente na camada del-
gada de sílica gel, desenvolvida por metanol 3% em
benzeno.

Para as xantofilas, carotenóides que contém oxigênio
além de carbono e hidrogênio, a estrutura básica (acícIica
ou cíclica, número de ligações duplas conjugadas) tam-
bém foi indicada pelos espectros de absorção. Os grupos
substituintes manisfestaram-se primeiramente pelos Rfs
mais baixos na camada delgada de sílica gel desenvolvida
pormetanol3%cm benzcno (Tabela 1). A ~-criptoxantil1a,
um monohidroxi-carotenóide, apresentou um Rf de 0,51 e
a zeaxantina, um carotenóide dihidroxilado, apresentou um
Rf de 0,11.
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TABELA 1 - Principais características dos carotenóides de nectarina.

Pigmentos À máx (nm) a
A Y.

tem

l J-cis-If-caroteno 336 (422) 443 472 1730

trans-â-caroteno (424) 448 474 2592

9-cis-p-carotcno 335 (420) 444 471 2370

ç-caroteno 378 397 424 2555

não identificado 432 2592

neo-ê-criptoxantina 335 (422) 446 472 2386

trans-Is-criptoxantina (424) 447 474 2386

luteína 423 446 474 2350

zcaxantina (422) 448 472 2350

vi olaxantina 418 444 468 2550

mutatoxantina 400 426 447 2592

auroxantina 382 402 426 1850

Atividade de
pró-vit, A (%)C

53

100

38

50

57

Valor de RF Reações químicas
camada delgada

0,97 Cis +

0,99 trans +

0,97 eis +

0,96 trans +

0,68 trans +

0,49 acet. +

eis +

0,51 acet+
trans +

0,19 mct +
acet.+

0,11 acct. +

0,09 acet, +
epox. +

0,11 acet, +
epox. +

0,07 acct, +
epox. +

a Máximos dê absorção em éter de petróleo; parênteses significam um ombro no lugar de pico.
b Dados tabelados por Davies' I e Godoy & Rodriguez-Amaya 15.

c Zechmeisterêêe Bauemfeind'.

o tipo e posição dos grupos substituintes foi verifica-
do pelas reações químicas (Tabela 2). A presença de
hidroxilas em p-criptoxantina (p,p-caroten-3-ol), luteína
(p,E-caroteno-3,3'-diol), zeaxantina (p,p-caroteno-3,3'-
diol), violaxantina (5,6,5',6'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-
p,p-caroteno-3,3'-diol), mutatoxantina (5,8-epoxi-5,8-

dihidro-â.B-caroteno-Lâ-diol) e auroxantina (5,8,5',8'-
diepoxi-5,8,5',8'-tetrahidro-p,p-caroteno-3,3'-diol) foi con-
firmada pela reação positiva à acetilação com anidrido
acético. A posição alílica de uma das duas hidroxilas da
luteína foi demonstrada pela resposta positiva à metilação
com metanol acidificado. A existência de epóxidos nas

TABELA 2 - Reações químicas das xantofilas encontradas em nectarina.

Xantofilas Acctilação com anidrido acético Rearranjo epóxido-furanóideMetilação com metanol acidificado
catalizado por HCI

p-crirtoxantina

lutcína

aumento do Rf de 0,51 para 0,90

aumento do Rf de 0,19 para 0,92

aumcnto do Rf de 0,11 para 0,88

aumento do Rf de 0,09 para 0,84

aumento do Rf de O, li para 0,86

aumemo do Rf de 0,07 para 0,85

zeaxaraina

violaxantina

mntatoxantina

auroxantina

negativa

aumenío de Rfde 0,19 para 0,40

negativa

negativa

negativa

negativa

nenhuma mudança

nenhuma mudança

nenhuma mudança

deslocamento hipocrosômico de 40 run

nenhuma mudança

ncnluuna mudança

valores de Rf calculados na carrada delgada de silica gel desenvolvida por rretarol 3% em berzcro.
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posições 5,6 e 5',6' na violaxantina, indicada pelos máxi-
mos de absorção ligeiramente mais baixos que os do p-
caroteno, foi confirmada pelo deslocamento hipsocrômico
de aproximadamente 40 nm após a adição de HCI diluído,
refletindo a transformação aos furanóides 5,8 e 5',8'. Os
máximos de absorção aproximadamente 20 e 40 nm mais
baixos que os do p-caroteno (Tabela 1) demonstraram a
ocorrência de um e dois epóxidos, já nas posições 5,8 e
5',8' em mutatoxantina e auroxantina, respectivamente. A
presença de epóxidos foi também indicada pela mudança
da cor amarela ou laranja do carotcnóide para azul na ca-
mada delgada após exposição a vapores de HCI concen-
trado.

A configuração eis ou trans dos carotenóides foi de-
monstrada pelos máximos de absorção dos eis isômeros
ligeiramente mais baixos que os do franscarotenóide cor-
respondente e picos eis na região ultravioleta, evidente nos
isômeros do p-caroteno (Tabela 1). Além disso os isômeros
trans sofreram um deslocamento hipsocrômico e os eis
um deslocamento batocrômico com a fotoisomerização.

Um pigmento, que eluiu após o p-caroteno, apresen-
tou um único máximo de absorção (Xmáx a 432 nm em
éter de petróleo e a 443 nm em mctanol), forma caracterís-
tica de cetocarotcnóide, porém não respondeu à redução
com NaBH4. A resposta negativa à acetilação mostrou que
o composto não apresentava hidroxilas e após exposição a
vapores de HCI não ocorreu mudança na coloração da
mancha, indicando a ausência de grupo epóxido. Embora
não tenha sido possível a sua identificação nem por

espectrometria de massa, devido à pequena quantidade,
uma estimativa da concentração foi feita baseada na
absortividade do p-caroteno.

Utilizou-se a CLAE também para a obtenção do per-
fil da composição de carotenóides. Mesmo sem quantificar,
o cromatograma obtido por CLAE confirmou a predomi-
nância da p-criptoxantina.

Composição quantitativa

O principal pigmento encontrado foi a p-criptoxantina,
representando 40,6% do conteúdo total de carotenóides de
9,6 ug/g (Tabela 3). Dos pigmentos encontrados na
nectarina, são precursores de vitamina A o p-caroteno, a
p-criptoxantina e os isômeros eis de ambos, fornecendo
um valor de vitamina A de 54 REIlOO g. Em comparação
com outras frutas brasileiras, a nectarina é apenas uma
fonte moderada de pró-vitamina A (Tabela 4). Além do
conteúdo baixo de carotenóides, a ncctarina tem como prin-
cipal pró-vitamina a p-criptoxantina, que possue 57% da
biopotência do p-caroteno. Em termos de p-criptoxantina
(Tabela 4), a nectarina é uma fruta de conteúdo médio.

BUREAU & BUSHWAYs encontraram 0,5 flg/g de
p-caroteno e 0,3 ug/g de p-criptoxantina em nectarina dos
EUA, proporcionando um valor médio de vitamina A de
apenas 11ERllOOg. Como estes autores não saponificaram
as amostras, os éstcres de p-criptoxantina, forma predo-
minante em frutas, não foram quantificados, explicando o
baixo teor de p-criptoxantina.

TABELA 3 - Composição de carotcnóides (ug/g) e valor de vitamina A (ERllOOg) de nectarina*

Carotcnóidcs Iní ervalo %
Concentração (flg/g)

13-cis-0-carotcno
truns-jl-carotcno
9- eis-0-caroteoo
trans-c-carotcuo
não- idcntifICado
nco-B-criptoxll.ntina
tram-B-criptoxantina
luícina
zcaxantina
VID laxantina
mrtatoxantina
auroxantina

ND- 0,2
0,8 - 1,1
ND - 0,1
0,1 - 0,2
ND - 0,1
0,2 - 0,6
3,2 - 4,5
1,0 - 1,4
1,1 - 2,0
0,5 - 0,9
ND- 0,1
ND - 1,0

101al 8,9 - 10,2

Valor de vitamina A 48 - 60 54 ± 5
'" Média c desvios padrão de 5 lotes analisados em duplicata

N D ~ não detectado; DP - desvio padrão
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Média ± DP *

0,1 ± 0,1
1,0 ± 0,2
0,1 ± 0,1
0,2 ± 0,1
0,1 ± 0,1
0,3 ± 0,2
3,9 ± 0,7
1,1 ± 0,2
1,6 ± 0,3
0,8 ± 0,1

0,9
10,4
0,8
2,1
0,9
3,1
40,6
1l,4
16,7
8,3

0,4 ± 0,3 4,2

9,6 ± 0,7
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TABELA 4 - Comparação dos teores de p-criptoxantina (ug/g) e vitamina A (RE/lOOg) presente em frutas brasileiras'.

Fruta / cultivaI"'~"''''' f3-cliptoxantiro. valor de vitamina A
Acerca? 3,6 64
C~á29 16,9 190
C~ú"

Amarelo 0,5 16
vcrrrclho 1,1 42

Cyphorradra betacca" 14,0 250
Mamãol'·19,31

Solo 9,1 120
Tailândia 9,7 140
COI11lUU 8,1 110
Formosa 8,6 190

Manga"
IIadcn 0,6 120
Tonuny Atikins 0,4 220
Bourbon 0,4 140
Extrcrm 0,7 430
OlU'O 0,8 310

Nectarira 3,9 54
Ncspcra" 4,8 180
Pêssego"

Rei da COI1SCIVa 6,4 88
Dianuntc 4,1 55
Chileno 5,1 73

Piqui1l 4,4 S4
Pitarga' 47,0 990
>:< valores são média s de 3 a 5 lotes analisados em duplicata

Figura 1 - Esquema da determinação de carotenóides em nectarina

1100 g Amostra 1
~

I Extração exaustiva com acetona I
~

Transferência para éter de petróleo
Retirada da acetona com água

Saponificação 10% KOH em metanol
temperatura ambiente por uma noite

Eliminação do álcali
(lavagem com água até pH neutro)

Concentração do extrato
(evaporador rotatório)

Cromatografia
coluna: MgO:hifloSupercel (1:2)

eluente: éter etílico e acetona em éter de petróleo

Coleta das frações

ILeitura nos Â. de absorção máxima
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GODOY,H.T.& RODRlGUEZ-AMAYA,D.B. -Carotenoid composition ofBrazilian nectarine (Prunus
persica). Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57(1): 73-79, 1998.

ABSTRACT: The carotenoid composition of nectarine (Prunus persica) was determined for the
first time. Eleven carotenoids were identified: 13-cis-~-carotene, trans-~-carotene, 9-cis-~-carotene,
trans-E;-carotene, neo-~-cryptoxanthin, trans- ~-cryptoxanthin, trans-Iutein, trans-zeaxanthin, trans-
violaxanthin, trans-mutatoxanthin and trans-auroxanthin. The principal carotenoid was trans-~-
cryptoxanthin (3.9 ± 0.7 ug/g), accounting for 40.6 % ofthe total carotenoid content (9.6 ± 0.7 ug/g),
followed by trans-zeaxanthin (1.6 ± 0.3 ug/g), trans-Iutein (J.1 ± 0.2 ug/g) and trans-~-carotene (1.0
±O.2 ug/g). The vitamin A value, provided by ~-cryptoxanthin and ~-carotene eis and trans isomers,
was 54 ± 5 RE/lOO g. The carotenoid composition of nectarine resembled that of peach; this is
understandable since both fruits belong to the same family.

DESCRIPTORS: carotenoids, vitamin A value, nectarine
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RESUMO: Foram analisadas 351 amostras de doces de amendoim e 157 de doces de leite, no
período de janeiro/1993 a janeiro/Ivv-l, adquiridas mensalmente em dez barracas de ambulantes de
doces, distribuídas em quatro regiões da Cidade de São Paulo/SP. O objetivo do trabalho foi a adequa-
ção de métodos para pesquisa de matérias estranhas e avaliação das condições sanitárias desses produ-
tos, durante as quatro estações do ano, utilizando-se métodos da "Association of Oíficial Analytical
Chcmists", 15 ed., 1990. Os métodos permitiram obter material adequado para leitura e identificação
das matérias estranhas, sem resíduos interferentes que dificultassem o diagnóstico da análise. Do total
de amostras de doces de amendoim e de leite, 32,8% e 28,7%, respectivamente, estavam aprovadas,
segundo as normas legais vigentes brasileiras. Das 351 amostras de doces de amendoim, 60,7% conti-
nham fragmentos de insetos, 11,7% ácaros e 6,8% estavam contaminadas com pêlos de roedor. Das 157
amostras de doces de leite, 58,6% estavam contaminadas por fragmentos de insetos, 26,8% por ácaros
c 5,7% por pêlos de roedor. Os números médios de fragmentos de insetos, ácaros e pêlos de roedor, em
relação às amostras condenadas, foram 8,6; 11,3 e 1,4 para os doces de leite e 6,5; 6,5 e 1,1 para os
doces de amendoim, respectivamente. As estações do ano que apresentaram o maior perccntual de
amostras positivas para fragmentos de insetos e pêlos de roedor foram o outono e o inverno, para os
doces de amendoim, e o outono para os doces de leite; para ácaros, o maior percentual de amostras
positivas ocorreu no verão.

DESCRITORES: matérias estranhas; sujidades leves; análise microscópica; doce de amendoim;
doce de leite.

INTRODUÇÃO

A pesquisa de métodos para isolamento e dctccção de
matérias estranhas em alimentos, assim como, o estabele-
cimento de legislação pertinente tem recebido grande im-
portância em países como os Estados Unidos 6,17 e Cana-
dá 11,18 enquanto que nos países europeus 19 existem vari-
ações quanto ao estabelecimento de métodos específicos
para tais pesquisas e a legislação pertinente exige a ausên-
cia de insetos, larvas, ovos, excrementos de roedores em
todos os tipos de alimentos.

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do IAL/ SP
** Da Seção de Microscopia Alimentar do IAL! SP
*** Do Departamento de Parasitologia do ICB/ USP

Embora recente, o Brasil é pioneiro na América Lati-
na na pesquisa de matérias estranhas, iniciada em 1978,
na Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo
Lutz. Desde então tem-se verificado o crescente estudo de
matérias estranhas em diversos produtos alimentícios, como
farinha de rosca 21,25, sucos 23, produtos da merenda esco-
lar 22, queijos 12, milho e grits +e outros. Porém, como
etapa inicial, as pesquisas têm-se voltado muito mais para
a aplicação de métodos já oficializados, como os publica-
dos pela "Association of Official Analytical Chemists" 6 e
pelo "Health Protection Branch" 11 , utilizando-os em produ-
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tos nacionais do mesmo tipo de produto para o qual o
método foi desenvolvido 12,26. Tal fato justifica-se pela
necessidade preemente de implantá-I os nos Laboratórios
Oficiais de Saúde Pública, para o efetivo controle das
condições higiênicas dos produtos nacionais e para as
propostas de alteração na legislação em vigor 9,24 , cons-
tatando-se crescente interesse de sua implantação nas in-
dústrias de alimentos e laboratórios privados de controle
de qualidade.

Em nível nacional, as pesquisas em matérias estra-
nhas reportam a resultados concretos constatados através
da publicação das Portarias 1/86 8 e 74/94 10, do Ministé-
rio da Saúde, onde se estabelecem limites de tolerância
para fragmentos de insetos em farinhas e derivados.

Devido a constante necessidade de ampliar o campo
de atuação no controle de qualidade de alimentos aliada a
importância da pesquisa de matérias estranhas, muitas
vezes são necessários estudos para adequação de méto-
dos, quer para tomá-I os viáveis frente a estrutura dos la-
boratórios nacionais, quer para padronizá-Ios em produ-
tos com características semelhantes àqueles utilizados para
o desenvolvimento das referidas mctodologias,

De um modo geral os doces são produtos de
inigualável aceitação mundial. No Brasil, o doce de leite
e o de amendoim são bastante populares, principalmen-
te, entre a população infantil. Tanto na produção indus-
trial como na artesanal, são produtos susceptíveis à con-
taminação por matérias estranhas como qualquer outro
alimento 15. Assim, a inexistência de métodos para isola-
mento de matérias estranhas em doces de amendoim e de
leite e a conseqüente ausência de informações sobre a
contaminação desses produtos levaram ao desenvolvimen-
to da presente pesquisa, cujos objetivos foram: a ade-
quação de metodologia para detecção de matérias estra-
nhas, a avaliação da contaminação e a correlação com as
estações do ano.

MATERIAL E MÉTODOS
a. Amostragem
Foram analisadas, no período de janeiro de 1993 a

janeiro de 1994,351 amostras de doces de amendoim, sendo
86 paçocas cilíndricas, 79 paçocas em tablete, 124 doces
de amendoim em tablete e 62 pés-de-moleque. Foram tam-
bém analisadas 157 amostras de doces de leite, sendo 80
em tablete, 46 doce de leite com coco em tablete e 31 doce
de leite pingo. Dos 7 tipos de doces, somente a paçoca em
tablcte e o doce de leite pingo apresentaram embalagem
individual. As amostras foram congeladas até o momento
da análise, utilizando-se 100g de cada uma, em duplicata.

As amostras foram adquiridas, mensalmente, em 10
barracas de ambulantes da Cidade de São Paulo/SP, loca-
lizadas: 2 no Largo de Pinheiros, 3 na Av. Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar - Hospital da Clínicas, 2 na Lapa e 3 em
Santo Amaro.
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b. Metodologia
b.1. Pesquisa de sujidades leves em doce de amendoim
Para extração de sujidades leves em doces de amen-

doim em tablete, paçoca e pé-de-moleque, foi utilizado o
método descrito na AOAC para determinação de sujida-
des e matérias estranhas em pasta de amendoim 2.

b.2 Pesquisa de sujidades leves em doce de leite
Na determinação de sujidades leves nos doces de leite

(em tablete e pingo), utilizou-se o método da AOAC para
amido 3, com modificações, sendo descrito a seguir o pro-
cedimento utilizado:

Fragmentou-se a amostra em pequenos pedaços e pe-
sou-se 100 g em béquer de 1000 mI. Adicionou-se 600 ml
de Igepal a 2% quente (55-70°C) ao béquer e aqueceu-se
em banho-maria até a dissolução da amostra, agitando,
ocasionalmente, com bastão de vidro. Transferiu-se
quantitativamente a amostra para peneira n" 230, lavan-
do-se com água filtrada quente (50-60°C), até não ocor-
rer formação de espuma. Transferiu-se o resíduo da penei-
ra para o béquer e lavou-se a peneira com água filtrada
quente (50-60°C), recolhendo-se no mesmo béquer. O
conteúdo do béquer foi filtrado a vácuo, sobre papel de
filtro riscado, lavando-se as paredes do béquer com água
filtrada quente (50-60°C) e filtrando-se no mesmo papel.
O papel de filtro foi transferido para placa de Petri e o
material foi examinado ao microscópio estereoscópico, sob
aumento de 30x.

b.3. Pesquisa de sujidades leves em doce de leite
com coco

Para as amostras de doce de leite com coco em tablete,
foi utilizado o método da AOAC de extração de sujidades
leves em coco em pedaços 1 .

b.4. Análise estatística
Aplicou-se o teste de duas proporções com aproxi-

mação normal 5, para determinar se havia diferenças esta-
tisticamente significantes entre os dois grupos de doces
(amendoim e leite) e os tipos de matérias estranhas e entre
estas e as estações do ano. Considerou-se alfa = 0,05 e "z"
de alfa = 1,96 como nível de rejeição.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Como não havia métodos padronizados para extra-
ção de matérias estranhas nos doces em estudo, foram tes-
tadas metodologias descritas pela AOAC para produtos
correlatos, como o método para pasta de amendoim 2 e
para coco ralado 1, nos doces de amendoim e no doce de
leite com coco, respectivamente. A partir dos ensaios rea-
lizados aplicando-se os prinCÍpios básicos dos métodos de
extração de matérias estranhas que são utilizados em ami-



RODRIGUES, R.M.M.S.; CORREIA, M.; FRANZOLIN, M.R.; BAGGIO, D. - Matérias estranhas em doces de amendoim e de leite vendidos por
ambulantes na Cidade de São Paulo. Rev: Inst. Adolfo Lutz ; 57(1): 81-86, 1998.

dos 3 adequou-se o procedimento analítico, que apresen-
tou os melhores resultados quanto à recuperação e a faci-
lidade de leitura do material extraído, para os demais tipos
de doce de leite.

A utilização de solução detergente e da lavagem da
amostra em peneira na etapa de pré-tratamento, permite a
liberação da matéria estranha do produto e a remoção de
substâncias interferentes 13, como gorduras e açúcares pre-
sentes em maior quantidade nos doces de amendoim e de
leite, respectivamente.

As soluções alcoólicas em água diminuem o peso es-
pecífico e a tensão superficial do meio aquoso, aumentan-
do a eficiência do umedecimento dos elementos histológicos
dos vegetais, permitindo uma melhor sedimentação dos
mesmos e, consequentemente, uma extração mais eficaz
das matérias estranhas 20. Concordantemente, observou-
se que nos doces de amendoim e no doce de leite com coco,
a solução alcoólica a 55% e a de isopropanol a 40%, res-
pectivamente, dificultou a flutuação do espermoderma do
amendoim (Arachis hypogaea) e do endospenna do coco
(Cocos nucifera). O posterior tratamento com solução
ácida e aquecimento também aumentou a eficiência do
umedecimento dos elementos histológicos, pela remoção
dos solventes orgânicos da superficie dos vegetais 13, além
de remover amidos e proteínas do produto, com compro-
vada eficiência 27.

Observou-se que o material obtido na extração pelos
3 métodos propostos foi adequado para leitura e identifi-
cação das matérias estranhas isoladas das amostras, por
não apresentar resíduo de elementos histológieos vegetais
que dificultasse o diagnóstico, aspectos de elevada impor-
tância nos estudos de novas metodologias 13,14 .

Na Tabela 1 estão representados o total de amostras e
os resultados obtidos quanto ao número e percentual de
amostras positivas para fragmentos de insetos, ácaros e

pêlos de roedor para cada tipo de doce analisado.
O alto consumo dos doces aliado, em alguns casos, à

baixa produção, impediu a aquisição mensal de igual nú-
mero de amostras para todos os produtos. Apesar da varia-
ção no número de amostras analisadas, observa-se na Tabe-
la 1 que, tanto para os doces de amendoim como para os de
leite, o maior pcrcentual de amostras com matérias estra-
nhas ocorreu pela presença de fragmentos de insetos (60,7%
e 58,6%, respectivamente) e percentuais bem menores para
pêlos de roedor (6,8% e 5,7%, respectivamente), não ha-
vendo diferença estatisticamente significante (p>0,05) en-
tre os dois grupos de doces quanto à contaminação por frag-
mentos de insetos e pêlos de roedor. O mesmo não ocorreu
com a contaminação por ácaros (11,7% dos doces de amen-
doim e 26,8% dos doces de leite), que foi estatisticamente
significante (p<0,05), onde se verifica que a diferença de-
veu-se ao alto índice de contaminação do doce de leite com
coco (50,0%). FRANZOLlN e col. 16 correlacionaram o
alto grau de contaminação de doces de leite com coco por
ácaros com o teor protéico e de gordura do produto. Ainda
segundo os mesmos autores, a presença de ácaros e seus
ovos nos doces de amendoim e de leite sugere manipulação
e armazenagem inadequadas, além da falta de higiene.

Dos doces analisados, o doce de leite pingo foi o úni-
co que não apresentou contaminação por pêlo de roedor
(Tabela 1). Embora o número de amostras analisadas te-
nha sido menor, o resultado mostra que é viável obter pro-
dutos em condições de higiene mais adequadas, talvez de-
vido a uma maior proteção contra ataque de roedores nos
locais de fabricação.

Das amostras positivas, foram determinados, como
medidas descritivas, o total, a média e o intervalo de vari-
ação de cada matéria estranha, apresentados na Tabela 2,
com valores semelhantes de média e de intervalo de varia-
ção entre os dois grupos de doces, tanto para fragmentos

Tabela 1. Total de amostras e amostras positivas para fragmentos de insetos, ácaros e pêlos de roedor, segundo
o tipo de doce.

Total Amostras positivas

Tipo de doce Fragm. inseto Acaro Pêlo de roedor

na % na % na %

Paçoca cilíndrica 86 49 57,0 5,8 7 8,1
Paçoca tablete 79 46 58,2 9 11,4 4 5,1
Doce de amendoim tablcte 124 81 65,3 24 19,3 8 6,4
Pé-do-moleque 62 37 59,7 3 4,8 8,1

Tolal 351 213 60,7 41 11,7 24 6,8

Doce de leite tablcte 80 55 68,8 15 18,8 3 3,8
Doce de leite com coco 46 30 65,2 23 50,0 6 13,0
Doce de leite pingo 31 7 22,6 4 12,9 O 0,0
Tolal 157 92 58,6 42 26,8 9 5,7

fragm. inseto: fragmento de inseto
n? = número de amostras positivas
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Tabela 2. Medidas descritivas de matérias estranhas, nas amostras positivas, em de amendoim e de leite.

Tipo de doce Matéria estranha

Fragm. inseto Acaro Pêlo roedor

n° x i.v. no
X l.V. no

X l.V.

Amendoim 1375 6,5 1-41 272 6,5 1-36 27 1.I 1-2
Leite 793 8,6 1-44 486 11,3 1-60 11 1,4 1-2

Fragm. inseto: fragmento de inseto; n" = total; x = média; i.v. = intervalo de vatiaçâo

de insetos (6,5 e 8,6; [1-41 e 1-44], respectivamente) como
para pêlos de roedor (1,1 e ],4; [1-2 e 1-2], respectiva-
mente), enquanto que, para ácaros, os valores foram mai-
ores nos doces de leite.

Como a incorporação de contaminantes em um ali-
mento pode ocorrer nas várias etapas que envolvem a sua
elaboração, o produto final pode conter I ou mais tipos de
matérias estranhas, concomitantemente. Neste estudo, cada
amostra analisada apresentou de O a 3 tipos de matérias
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Figura 1. Percentagem de amostras de doces de amendoim,
segundo o número de tipos de matérias estranhas.
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Figura 2. Percentagem de amostras de doces de leite, se-
gundo o número de tipos de matérias estranhas.
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estranhas e nas Figuras 1 e 2 são apresentados os
percentuais de amostras, segundo o número de tipos de
matérias estranhas para os doces de amendoim e de leite,
respectivamente.

Observa-se, nas Figuras I e 2, que a contaminação
por somente 1 de matéria estranha prevaleceu em to-
dos os de doces de amendoim e nos doces de leite em
tablete e para o doce de leite pingo verifica-se predomi-
nância para ausência de matérias estranhas.

Dos produtos analisados, o doce de leite com coco
apresentou o maior percentual de amostras contaminadas
por 2 e 3 tipos de matérias estranhas, 42% e 35% de amos-
tras, respectivamente, e o menor percentual de amostras,
18%, com ausência de contaminação (Figura 2).

Nas Figuras 3 e 4 são apresentados os percentuais de
amostras positivas para fragmentos de insetos, ácaros e
pêlos roedor, de doces de amendoim e de leite, respecti-
vamente, segundo as estações do ano.

Para os dois grupos de doces, obteve-se um número
elevado de amostras contendo fragmentos de insetos du-
rante todo o ano (Figuras 3 e sendo estatisticamente
significante (p<O,05) a contaminação por fragmentos de
insetos apresentada pelos doces de amendoim adquiridos
no inverno, quando comparadas com amostras colhidas
no verão e outono; para os doces de leite a contaminação
nas amostras adquiridas no outono só foi estatisticamente
significante (p<O,05) em relação àquelas colhidas na pri-
mavera. A ocorrência dos fragmentos de insetos nas amos-
tras, independente da estação do ano, sugere contamina-
ção da matéria prima associada à falta de condições higi-
ênicas durante o processamento.

Nos doces de amendoim e de leite (Figuras 3 e 4), os
ácaros foram encontrados em percentual mais elevado nas
amostras colhidas no verão, onde as condições ambientais
de temperatura e umidade são favoráveis ao seu desenvol-
vimento 7, sendo estatisticamente significante (p<O,05) a
contaminação por ácaros apresentada pelo total dos dois
grupos de doces em relação às demais estações do ano.

No conjunto dos dois grupos de doces, pêlos de roe-
dor foram encontrados em maiores percentagens de amos-
tras no inverno e outono, épocas em que inten-
sifica a troca de pêlos, que caem durante a locomoção do
animal, podendo se misturar ao alimento ou ficar aderido
à sua superfície 7, sendo estatisticamente significante a
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contaminação apresentada nessas duas épocas em relação
às outras estações do ano.

Como a legislação em vigor para alimentos 9,24 exige
ausência de sujidades, parasitos e larvas para os doces em
estudo, verifica-se que, aproximadamente, 70% das amos-
tras (Tabela 3) estavam em desacordo com a legislação 9,

24. Este índice de condenação aliado ao conceito de níveis
de defeitos aceitáveis para estabelecimento de limites de
tolerância sugerem que novos dados devam ser obtidos
para propor alterações na legislação.

Tabela 3. Número e percentagem de amostras, aprovadas
e condenadas, segundo a legislação brasileira,
quanto ao tipo de doce.

Amostras

Tipo de doce

Amendoim Lcik

~'ó na ~/o

32,8 45 28,7
67,2 112 71,3

100,0 157 100,0

na

Aprovadas
Condenadas

115
236

Total 351
n'' ~ número de amostras analisadas

CONCLUSÕES

Os métodos utilizados foram adequados para pesqui-
sa de matérias estranhas em doces de amendoim e de leite
e sua implantação é viável nos laboratórios de Microscopia
Alimentar.

As matérias estranhas encontradas nos doces de amen-
doim e de leite foram fragmentos de insetos, em maior
número, seguido por ácaros e pêlos de roedor.

Em relação as estações do ano, os fragmentos de in-
setos e pêlos de roedor predominaram nos doces de amen-
doim adquiridos no outono e no inverno e nos doces de
leite adquiridos no outono; os ácaros predominaram nos
doces adquiridos no verão.

Estavam em desacordo com a legislação, 67,2% dos
doces de amendoim e 71,3 % dos doces de leite.

Como o percentual de amostras contendo fragmen-
tos de insetos foi elevado, novos estudos devem ser re-
alizados para propostas de alterações na legislação em
vigor.
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ABSTRACT: In the pcriod of January 1993 to January 199'+,351 sarnplcs ofpeanut bars and 157
sarnplcs of"milk swcct" bars, sold by strcct mcrchants localised at four rcgions in lhe city of São Paulo/
Brazil, wcrc analysed to study filth contamination: methodology and sanitary conditions, The methods
for filth dctermination, bascd 011 AOAC, were S110\\'11 to be appropriate for both products bccause they
permit rccovcry and identification of filth without vcgctable interference. 32.8% of peanut and 28.7%
of"milk swect" bars were approvcd bascd 011 the Brazilianlegislation. It was found that 60.7% of the
samplcs of pcanut bars were contarninatcd with inscct fragments, 11.7% with mitcs, and 6.8% with
rodent hairs. For lhe sarnplcs of "milk swcct" bars, 58.6% were contaminatcd with insect fragmcnts,
26.8% with mites, and 5.7% of the samples were contaminatcd with rodent hairs. Thc average values of
filth wcrc higher in "milk swcct" (insccts fragments - 8.6%; mires - 11.3; rodent hairs - 1.4) than ia
pcanut bars (insects fragmcnts - 6.5; mires - 6.5; rodcnt hairs - 1.1). The mites prescnted large numbers
of'positivc sarnplcs in lhe summcr, thc rodcnt hairs presented large numbers ofpositives samples in thc
Iall and lhe wintcr, and lhe inscct fragmcnts wcrc dctcctcd in samples analyscd throughout the ycar,
mainly in thc fali and the wintcr.

DESCRIPTORS: e:\.1raneousmateriais; light fil!h; microscopic analysis; peanut bars; "milk sweet" bars.
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