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ROCCG, LM. e col. - Ocorréncia de Dengue no Estado de Sie Paulo, Brasil, de 1986 a 1996. Rev. Insi.

Adolfolutz, 57(1). 7-12, 1998,

RESUMO: Desde 1986 casos de dengue vém sendo detectados no Estado de So Paulo, De abril de

1986 a agosto de 1994, foram testadas 61.816 amostras de casos suspeitos, dos quais 21.891 foram
confirmados, sendo 20.720 autéctones. A confirmacio foi feita por sorologia especifica e/ou isofamento
de virus, critérios adotados pela Secretaria de Satde do Estado de $4o0 Paulo. A incidéncia de dengue no
periodo de 1987 a 1996 variou de 0,14 a 20,20 por 100.000 habitanles. As maiores incidéncias ocorre-
ram nos verdes de 1990/1991, 1993 e 1996, Nestes anos a transmissio ocorrcu e 59, 101 ¢ 114
municipios do Estado, o que representa 18,0%, 24,3% e 27,3% dos municipios comn infestaciio domici-
liar por Aedes aegypti. O sorotipo 1 foi o unico identificado em casos antdctones até 1996, quando
ocorreram dots isolamentos de Dengue tipo 2. Os dados apresentados analisam as atividades do sistema

de vigilincia epidemiolégica relacionadas com a detecgfio de casos ¢ diagndstico laboratorial

DESCRITORES: Dengue, epidemia, casos autdelones.

INTRODUCAQ

A Secrctaria do Estado da Sadde de Sdo Paulo ini-
ciou, em 1986, o programa de vigildncia epidemioldgica
para dengue, docnga de notificagdo compulséria, com a
implantagio de metodologia para os diagnosticos
Inboratorial, viroldgico ¢ sorolégico. Foi, também, esta-
belecido wm sistema de informagdes entre o Instituto Adolfo
Lutz (IAL-Central ¢ Regionais), responsavel por reeeber,
processar ¢ estocar amostras de soro; o Centro de Vigi-

lincia Epidemiolégica (CVE), responsavel pela coorde-
nagio da notificagdo ¢ investigagdo dos casos, ¢ a Supe-
rintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN), respon-
savel pelo combate ¢ controle dos vetores no Estado.

A partir de abril de 1986 comegaram a ser notifica-
dos casos de denguc no Estado ', sendo confirmada atrans-
missfo autdctone em margo de 1987 ¥, No Estado de S&o
Paulo, apesar da presencga do Aedes albopictus em viarios
municipios, até o momento, o Aedes aegypti ¢ o unico vetor
responsavel pela transmissio da doenga, A primeira grande

'Seeiio de Virus Transmalidos por Artropodos - Insututo Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP
 Centro de Vigilineia Epidemiologica “Alexandre Vranjac”, S&o Paulo, SP

* Laboratorio Regional de Presidente Prudente, SP
* Laboratorio Regional de Ribeirdo Prelo, SP
 Laboralério Regional de Sio José do Rio Preto, SP
f Laboratério Regional de Carspinas, SP
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epidemia aconteceu no verfio de 1990/91, com inicio em
Ribeirfio Preto * ', atingindo 39 maunicipios. Devido as
proporgdes epidémicas alcangadas nesse periodo, a partir
de 1993 teve inicio a descentralizacio do diagndstico
soroldgico para os laboratérios regionais, iniciando com ¢
de Ribeirdo Preto ¢, posteriormente, Presidente Prudente,
Sdo José do Rio Preto e Campinas. O isolamento de virus
continuou a ser realizado somente pelo IAL Central.

Nos ultimos 6 anos epidemias de dengue vém ocor-
rendo todos os anos, com nitida variagdo sazonal, sendo
as maiores incidéncias nos meses de verdo. Este trabalho
registra a presenga do virus Dengue no Estado de Sdo
Paulo, a partir dos primeiros casos em abril de 1986, até
agosto de 1996. Os casos foram confirmados por isola-
mento de virus ¢/ou sorologia, critérios adotados pela Se-
cretaria do Estado da Saude de Sio Paulo.

MATERIAL E METODOS

Definigdo de caso

Foram considerados casos suspeitos os pacientes que
apresentavam febre e dois dos seguintes sintomas: cefaléia
frontal ou retro-ocular, mialgia, artralgia, prostracio, exan-
tema ¢ ter estado, nos quinze dias anteriores, em arcas
onde estivesse ocorrendo transmissio da doenga ou, infes-
tadas pelo mosquito vetor. Os casos eram considerados
confirmados pela comprovagdo laboratorial, fosse isola-
mento de virus ¢/ou detecgdo de anticorpos.

Coleta das amostras

As amostras de sangue foram coletadas em tubos se-
cos, sem anticoagulante e, apds retragdo do coagulo,
centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm. As amostras
de soro para isolamento de virus foram enviadas ao labo-
ratério em isopor com gelo seco ou comum ou, em baides
de nitrogénio liquido. Na impossibilidade de remessa ime-
diata eram estocadas em nitrogénio liquido ou freezer ~
20°C. Aguelas destinadas & sorologia foram enviadas em
gelo comum. Todas as amostras eram acompanhadas da
requisi¢io de exame constando informagdes como nome,
idade, sexo, enderego, data do inicio dos sinfomas da do-
en¢a, data da coleta da amostra ¢ municipio requisitante.

Ficha epidemiolégica

As unidades de saade eram responsaveis pela notifi-
cagdo do caso ¢ preenchimento de uma ficha epidemioldgica
{padronizada pelo CVE), constando de: identificagio do
paciente {nome, sexo, idade, enderego), dados
epidemioldgicos (local provavel de infecgio, data do ind-
cio dos sintomas, autoctonia ou nflo, vacina para Febre
amarela, infecgfio anterior por Dengue), dados clinicos
(sintomas) ¢ cvolugdo da doenca. Estes dados cram enca-
minhados para o CVE.

Isolamento de virus

As tentativas de isolamento do virus foram realizadas
com amostras de sangue (soro) cothidas até o 3° dia do
micio dos sintomas da doenga e inoculadas em culturas de
células de mosquitos. De 1987 até 1989 foram utilizadas
as células TRA-284-SFG (Toxorynchites amboinensis)®
crescidas em meio Leibovitz (L-15) e triptose fostato cm
partes iguais. A partir de 1989, devido ao crescimento lento,
baixo rendimento nos repiques e o grande numero de célu-
las com gramos, foram substituidas pelas células C6/36
(clone de dedes albopictus) ® semeadas em tubos com meio
Leibovitz suplementado com 1% de aminoicidos nio es-
senciais, 10 % de triptose fosfato, 10% soro bovine fetal,
100U/ml de penicilina e 100mg/ml de cstreptomicina. Os
procedimentos sempre foram os mesmes para ambas as
células: os tubos inoculados foram incubados por 10 dias
a 28°C. Em seguida foram submetidos ao teste de
imunofiuorescéncia dircta com conjugado anti-flavivirus
¢ 0s positivos foram tipados por imunofluorescéncia indi-
reta com anticorpos monoclonais para os 4 sorotipos +*7.

Diagnéstico soroldgico

Foram usadas, de 1986 a 1990, as téenicas MAC-
ELISA'™ para detecgiio de anticorpos da classe IgM ca de
Inibigio de Hemaglutinagio (HI) *, com amostras pares de
soro, para observagio do aumento dos titulos de anticorpos
da classe IgG. As amostras pares processadas por HI foram
consideradas positivas guando houve conversio sorologica,
ou sgja, aumento de 4 vezes no titulo da segunda amostra em
relagfo ao titulo da primeira. Os antigenos utilizados nas
reaghes sorologicas foram produzidos a partir de cérebros
infectados de camundongos albinos Swiss lactentes, proces-
sados pelo método de extragiio por sacarose-acetona’. Na
técnica de MAC-ELISA foram usadas 16 unidades
hemaglutinantes do antigeno e na de HI 4 unidades. Em MAC-
ELISA usou-se um “pool” de antigenos de Dengue 1 ¢ Den-
gue 2. Nos testes de HI foi utilizada uma bateria de antigenos
composta por 6 Flavivirus, 2 Alphavirus ¢ 1 Bunyavirus.
Tanto em MAC-ELISA como em HI foram feitos controles
positivos ¢ negativos, A partir de 1991, em raziio do aumen-
to do numero de casos, passou-se a utilizar somente a téenica
de MAC-ELISA, com amostras inicas, colhidas a partir do
3% dia do micio dos sinfomas. O teste de HI passou a ser
utilizado somente quando o diagnéstico nfo era conclusivo
com apenas wna amostra de soro, sendo entfio solicitada a
scgunda amostra.

Os resultados eram anotados
epidemiologicas para estudos posteriores.

nas fichas

RESULTADOS

A incidéncia de dengue no periodo de 1987 a 1996
variou de 0,14 a 20,20 por 100.0600 habitantes. As mai-
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ores incidéncias ocorreram nos verdes de 1990/1991,
1995 ¢ 1996 (tabela 1). Nestes anos a transmissio ocor-
reu em 59, 101 e 114 municipios do Estado (dados
CVE), o que representa 18,0%. 24.3% ¢ 27.3% dos
municipios com infestaciic domiciliar por Aedes aegypti
(dados SUCEN).

TABELA 1

Casos autéetones e incidéncia (por 100.000 hab.y* de
dengue no Estado de S3o Paulo 1987 - 1996,

Ano Casos Incidéneia
1 M T — e -
1ORR -
1089 . -
1990 3.038 9,66
1591 3,663 11,65
1992 38 0,12
1993 638 193
1464 684 2,06
1495 5.798 17,20
1994" 6815 20,20

Dados de poputagde: SEADE
" Diadas até sgosta de 1906

Fonte Diviedo de ZnonosesCY T

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

ELISA. O teste de HI mosirou-se eficiente no periodo
em que foi utilizado mas, exigia a coleta da segunda
amostra de sangue, ¢ que nem sempre era possivel.
Sendo assim, a realizacdic dessa metodologia em con-
junto com MAC-ELISA foi mantida somente até 1990,
quandoc o volume de amostras por dia, superior a 700,
inviabilizou a continuidade do HI. Nesse mesmo perio-
do a porcentagem de isolamento de virus variou de 0,30
a 4,60% dos casos analisados em cada ano. Os dados
apresentados nesta tabela mostram, ainda, a variagio
do percentual de resuitados obtidos nos testes
soroldgicos e isolamento de virus realizados com a
mesma amostra de soro.

Analisando o periodo de 1993 a 1995, considerando
08 municipios com transmissfo e o nimero de casos au-
toctones (tabela 3), verifica-se que a média de casos por
ano variou de 29,1 a 57,4 com incidénciamédia de 38,3 a
151,6. Apesar da progressfo ser amesma em 1994/95 (3.7
semanas), a duragio 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
apos o inicio dos sintomas: de 84% em 1994 para 90,3%
em 1995 e uma queda na detecglo tardia (> 16 dias), de
16% em 1994 para 9,7% em 1993,

TABELA?Z

Distribuigdo dos casos de dengue, segundo o critério de confirmacgio, no Estado de So Paulo, 1990 - 1996

Cratérie de eonfirmaciio

Sorologia Isolamento Sorologia + Total
Ano MAC-FLISA de virus Isol. de virus
N % ) Ne % NG % N %
1990 2927 96,20 90 300 24 0,82 3041 100,00
1994 3810 98,50 43 L0 H (.40 3968 100,00
1992 61 3,80 3 4.60 1 1,60 a5 16006
1993 651 99,20 2 .30 3 0.50 656 100,00
1994 6949 G590 23 3,16 7 1,00 729 100,00
1995 3.967 98,56 60 1,06 26 (4,30 6.033 100,00
1596¢ 7.005 59,00 21 0,30 51 670 7.077 100,00
*Dados At agosto de 1996
Fogte: Divisiio de Zoonoses/CVE
TABELA 3

Incidéncia, duragfo, progressdo e regressfio da epidemia de dengue no Estado de Séo Paulo, 1993 - 1995

Media
Ao N de casost Incidéneia® Duragios Progressio” Regressao®
1993 44.1 86,4 5.9 29 39
1994 0.1 383 6.5 a7 2.8
1993 57.4 1516 10,9 3,7 7.2

“Por 100,008 hahiantes
P Toral de casos/ 8 de tanieipios com transmissio

“ Média de semanas; Pruragio tempo entre o primeiro e o ultimo caso; Progressio: Temupo entre o primetro caso € © apice da apideia; Regressdn: tompo entre o dpice du epidemia ¢ o dtimo taso

Fonte: Divisic de Zooroses/CVE
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TABELA 4

Distribui¢iio dos casos de dengue, segundo intervalo de tempo entre inicio dos sintomas e coleta de amostra,
no Estado de S3o Paulo, 1993 - 1993

Deteegio®
Ano Precoce Intermedidria Tardia
N? % N % N¢ %
1993 185 17,00 252 40,80 261 42,20
1994 231 335,10 322 4890 105 16,00
1995 2027 3320 3477 55,10 562 970

* Detecglo = Periode onfre a data infeio dos sintomas ¢ a data da colela da amosira; Precoce = -5 dias,
Intermediana = 615 dias, Tardio = aciina de 16 dias

Fonte | Divishio de Zoonosas/CVE

A figura 1 mostra que, nos ultimos dois anos, somada
ao aumento da incidéneia de casos, a transmisssio passou
a ocorrer em um periodo mais extenso, prolongando-se
até os mceses de junhofjulho.

A Se¢lio de Virus Transmitidos por Artrdpodos do
TIAL Central ¢ seus Laboratérios Regionais receberam
amostras dc sangue de 61.816 casos suspeitos, dentre os
quais 21.881 foram confirmados laboratorialmente. Des-
tes 20.720 foram considerados autdctones, segundo os
dados registrados nas fichas epidemioldgicas {tabela 3),

DISCUSSAQ

No Estado de S3o Paulo, desde 1986, denguc ¢ doen-
¢a de notificagio compulséria devido a ocorréneia de epi-
demias, causadas pelo sorotipo 1, nos Estados do Rio de
Jancire 21, Alagoas ¢ Ceara . Em razio da proximidade
geografica com o Rio de Janciro ¢ a intensa circulaciio de

10

COEF. INC./100.000 HAB,

pessoas centre os dois Estados, cra previsivel a introdugfo
do virus em S30 Paulo. Naquele ano com a implantagio
da metodologia de diagndstico laboratorial, foi possivel a
confirmiagiio de 32 casos importados,

A fransmissdo autocione foi confirmada,
laboratorialmente, em 1987, no distrito rural de Ribeiro
do Vale (Municipio de Guararapes) ¢ em Aragatuba com
30¢ 16, casos respectivamente . Os casos ficaram restri-
tos a esscs municipios em decorréncia da agilidade nas
medidas de controle. Nos anos subsequentes foram confir-
mados apenas casos importades.

No verio de 1990/91 foi registrada uma cpidemia de
grandes proporgdes com inicioc em Ribeirdo Preto e que,
rapidamente, se expandiu para municipios vizinhos ¢ ou-
tras regides. A partir de entdo, as epidemias de dengue
vém ocorrendo todos os anos no Estado.

Analisando a tabela 1 observa-se que no periodo de
1992 a 1994, houve uma reduco da incidéncia da doenga

o Lol

R ARARRYT LR LRARLREIESRS BRRALATEATEL RN YRST IR ADUARGY BRSNS

ey 1831 " ez

SVE/CVES [V, DE ZCONQSES
POP: ESTIMATIVA SEADE

1993 [T 1585 - (708
MES

Figura 1. tncidéncia mensal dos casos de Dengue Estado de Sfo Paulo - 1990 2 1996*
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TABELA S

Casos suspeitos ¢ confirmados de dengue no Estado de S&o Paulo, 1986 - 1996

Casos

Suspeitos Autdetones Importados Total de Yo de
Ano Confirmados Confirmados
1986 G1g - a2 32 5,20
1987 1,729 46 277 323 1870
{988 334 . 10 10 3,00
1989 527 - 10 10 1,90
1920 7.18%8 3.038 b 3.043 42,30
1991 13,0611 3.663 239 3902 30,00
1992 1475 38 28 66 4,50
1953 3064 638 17 6535 21,40
1994 3.824 G684 36 720 15,80
1995 16.448% 5.798 255 6,053 36,80
19940 13.597 6.813 262 TG 52,00
Total 61.816 20720 1171 21.89] -

* Dados ate agosto de 1996
Foaito: Divisio de Zoonoses/CVE

guando comparada com 1990/1991, A partir de 1995 a
incidéneia volta a aumentar, atingindo niveis em torno de
20,20 por 100.000 habitantes em 1996, Os dados desse
ano revelam-se preocupantes tendo om vista que até o mis
de agosto a incidéncia ja cra mais clevada que om 1993,

Quando sc compara a incidéncia anual da doenga com
os pereentuals de isolamento de virus (tabela 2), nota-se que
nos anos de maior transmissio, os profissionais vinculados 3
assisténcia médica priorizaram a confirmagdo do dingnosti-
¢o por meio da sorologia (MAC-ELISA) por scr este método
mais rapido. Tais dados demonstram a necessidade de se
Enplementar a vigilineia, direcionando a coleta de examcs
para o isolamento de virus, Esta atividade ¢ prioritaria em
municipios que ja tiveram transmissdo de Denguc 1, pois
sabe-se que mfecgdes sequenciais por sorotipos diforentes
so um fator de risco para a ocorréneia de casos de Dengue
Haomaorsagico ¢ Dengue com Sindromie de Chogue (DHE/DSS)
560 conhecimento precoce do sorotipo circulante auxilia na
prioriza¢iio das medidas de controle,

A extensiio das epidemias no periodo de 1993 a 1995,
mostra um aumento cm 1993 (tabela 3) devido & transmis-
sio da doenga em municipios de grande porte (> 100.060
habitantes), onde o reduzido contingente de recursos hu-
manos ndo permitiu agilidade nas medidas de controle do
vetor, como vinha sendo foito em anos anteriorgs.

Por outro lado, apesar da epidemia de 1995 ter uma
duragio maior (tabela 4), houve um aumento no percentual
de casos confirmados e detectados até 15 dias apds o ini-
cio dos sintomas ¢ diminuigio no percentual de detecgiio
tardia. Estes dados atestam um methor  desempenho do
sistema de vigilincia epidemiolégica do Estado.

O sorotipo 1 foi o Gnico identificado em casos autde-
tones até 1996, porém o Dengue tipo 2 tem sido 1solado de
casos importados desde 1991, A introdugio deste sorotipo

s6 ocorren no Estado em 1996, quando foi isolado em dois
municipios com transmissio.

Analisando as fichas epidemioldgicas dos casos au-
toctones em 1993, em relagfo aos sinais ¢ sintomas apre-
seotados 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 ¢ 48,2% de exantema.

Dos 626 municipios do Estado, cm 112 houve trans-
mussio de dengue. Até o momento, og nmunicipios onde
ocorre transmissdo estavam infestados, principalmente pelo
Aedes aegypri. Sio importanies estudos da competéneia
vetorial do dedes albopictus, uma vez que o mesmo avan-
¢a, rapidamente, por todo o Estado.

A qualidade da coleta, acondicionamento ¢ transpor-
te das amostras, bem como as informagdes constantes das
requisi¢des dos exames sfo importanics para garantir a
sensibilidade ¢ a especificidade dos testes realizados. Por-
tanto, os profissionais de saide, que trabalham na vigilan-
cia de Dengue, devem estar atentos para essa questio.

A proposta da criagdo de uma rede de laboratdrios para
o diagnéstico sorologico foi amplamente discutida dentro da
Secretaria do Estado da Satde, antes de ser mplantada. Hoje,
pode-se avaliar como positiva essa descentralizagiio que per-
mitiu uma participagdo efetiva dos laboratérios junto as ou-
tras unidades de saude de sua regifio, agilizando o
processamento das amostras ¢ o retorno dos resultados. O
controle de qualidade foi, sem duvida, a preocupagiio cons-
tante, o que permitiu a obtengdo de resultados tio positivos.
O Laboratorio Central do 1AL teve, desde o inicio, o cuidado
de padronizar aparcthagens ¢ reagentes, além de estruturar
um controle periddico retestando 10% das amostras positi-
vas e negativas, processadas pelos regionais. Atualmenie, o
confrole ¢ realizado scgundo o modelo da OPAS, onde um
painel de soros ndo identificados, preparados peto Laboraté-
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rio Central ¢ enviado para cada reglonal ¢ os resultados pos-
sibilitam realizar um controle de qualidade dos exames.
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ABSTRACT: Since 1986 cases of denguc have been reported in S0 Paulo State. From Aprif 1986 until
August, 1996, were tested 61,816 samples of suspected cases, 21,891 of which were confirmed, 20,720 of
them, aufochthenous. The confirmation was made by specific serology and/or virus isolation, criteria
cstablished by the Secretary of Health of Sdo Paulo State. The dengue incidence from 1987 to 1996 varied
from, 0,14 120,20 per 100,000 inhabitants. The major incidence occurted during the summers of 1590/1991,
1995 angd 1996. In these years the transmission occurred in 39, 101 and 114 Siate’s municipalities and
represents 18,0%. 24,3% and 27,3% of the municipalities with domiciliar infestation by dedes aegyvpri , when
Dengue 2 was isolated from two samples. The present data analyse the activities of the epidemiological
vigilance system in relation to the cases detection and laboratorial diagnosis.

DESCRIPTORS: Dengue, epidemic, autochthonous cases
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KEMPB.; ROCHA, MMM, & IVERSSON, L.B. - Avaliacio do Diagnéstico Laboratorial da Docnga
Meningococica em Pacientes internados cm wn Hospital Sentinela no Municipio de Campinas/
SP, 1988-1991. Rev. Inst Adolfo Luiz, 37 (1 13-19, 1998,

RESUMO: A andlise dos exames realizados em 63 casos de Doenga Meningococica intermados no
Hospital Alvaro Ribciro, Campinas/SP, de 1988 a 1991, mostrou que em 36,9% dos casos foi possivel
identificar os sorogrupos da Neisseria meningitidis, onde houve predominincia do meningococo sorogrupo
B, e em 7, 7% foi possivel dotectar somente o diplococo Gram negativo. Encontrou-se valores de positividade
semcilianie para bacicrioscopia o culiura de liguido oéfaloraguidiano (LCR), 61,7% e 61,5% respectiva-
menfe. A maior positividade, na associaciio dos exames, foi encontrada na bacterioscopia e cultura, 74,5%,
com valor aproximado na associagfio de bacterioscopia, cultura ¢ imunoeletroforese cruzada (IEC), 73,8%.
Os resultados das associagBes de bactorioscopia ¢ IEC e de cultura ¢ IEC foram mais baixos ¢ semelhantes:
62,0% e 02,2% respectivamente. Foi baixa a positividade dos exames de 1EC, 34,8%.

DESCRITORES: Docnga Meningocdeica; Diagndstico Laboratorial; Campinas/SP

INTRODUCAO

Na vigildncia epidemioldgica das meningites € de
fundamental importancia, a identificagfio do agente
ctioldgico. Nio 50 a gravidade da doenga csta relacionada
aoagente, como sea comportamento epidemioldgico € prin-
cipalmente sua profilaxia %%,

Com relagdo 4 Doenga Meningocoeica (M) em
especial, os diversos sorogrupos ¢ sorotipos do
meningococo, influenciam o tipo de infecgio, se
assinforadtica (caracterizande o estado de portador) ou
sintomatica, com diferenciado padrio em sua incidéneia,
qual seja, endémica ou epidémica . Além disso, o conheci-
mento do tipo do menigococo prevalente em uma situagio
cpidémica ¢ imprescindivel para a adogio de medidas de
controle, como a vacinagfo, uma vez que as vacinas sio
sorogrupo-cspecificas *% 5.

Durante a epidemia de Doenga Meningococica que
atingiu o pais na década de 70, especialmente a Grande

Sdo Paulo’™ ' | a campanha de vacinagio contra os
meningococos sorogrupos A ¢ C realizada em 1975 atuou
uo decréscimo da doenga que s6 voltou a atingir novamen-
te indices de alerta, na Grande S3o Paulo, em 1986/1987,
¢ indices epidémicos cm 1988 .

Em 1987 a Secretaria de Estado da Saade, anali-
sando esse aumento dos cocficientes de indidéncia, 1den-
tificou que scria necessario wma melhoria da notifica-
¢do ¢ do diagnostico ctiolegico da Doenga Menin-
gococica. Propls aos servigos de vigildncia epidemio-
logica de alguns municipios que desenvolvessem junto
a hospitais selecionados de acordo com a demanda da
doenga, um trabalho de pratica de rotina laboratorial
através da realizagdo de bacterioscopia, cultura ¢
imunocletroforese-cruzada no LCR efou sangue de pa-
cientes com diagnoéstico clinico de meningite e/ou
meningococcemia. Esses hospitais seriam considerados
entdo, como “hospitais sentinela”. (CAMARGO,
M.C.C: comunicagdo pessoal, 1987).

*Do Grupo Municipal de Vigilincia Epidemiolégica, Secrelaria Municipal de Saiide de Campinas

™ Do Institute Adollo Lutz, Laboraitrio [ de Campinas
" Da Faculdade de Saide Pablica da USP
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Em Campinas, nagucla ocasifio, a Vigildncia
Epidemiologica Estadual ¢ Municipal ¢ o Instituto Adolfo
Lutz Regional (IAL) identificaram como um desses hospi-
tais sentinela o Hospital Alvaro Ribeiro, onde se iniciou
uma rotina de diagnodstico laboratorial e de notificagdo de
casos.

A avaliacio dessas atividades desenvolvidas de janei-
ro de 1988 a dezembro de 1991, subsidio importante para
o conhccimento epidemiolégico da doenga e para o funci-
cnamento do Sistema de Vigilincia Epidemiologica |, é
objetivo do presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

Estudou-se os 63 casos diagnosticados como Doenga
Meningocbceica atendidos pelo Hospital Alvare Ribeiro no
periodo de 1 de janeiro de 1988 a 31 de dezembro de 1991,

Considerou-sc como caso de Doenga Meningococica
aquele paciente que obedeceu aos scguintes critérios esta-
belecidos pelo Centro de Vigitineia Epidemiologica (CVE)
da Secretaria de Estado da Saide de Sio Paulo™.

1} Quadro clinico de meningite aprescatando pelo menos
um dos seguintes exames laboratoriais positivos em rela-
¢io ao meningococo: bacterioscopia, cultura e IEC, reali-
zados no LLCR ¢/ou sangue;

2) Nio apresentar quadro de meningite, mas aprescntar
quadro febril toxémico grave com manifestagdes
hemorragicas, compativeis com o diagnostico de
meningococcemia, aprescntando ou nio examcs
Iaboratoriais positivos para 0 MenNgococo;

3) Apresentar quadro de meningite associado as manifes-
tagdes de meningococcemia, apresentando ou ndo examcs
laboratoriats posItives para o meningococo.

Levantou-se os exames relizados pelo Tnstituto Adotfo
Lutz - Regional Campinas para aquclcs pacientes suspet-
tos de D.M. internados no Hospital Alvaro Ribeiro, utili-
zando-se as seguintes informagdes dos relatdrios mensais
daquele laboratério:

- data de entrada do material no laboratorio
- nome do paciente

- idade

- SCX0

- municipio de residéncia

- gxames solicitados

- resultados

Verificou-se se o paciente havia sido notificado, ¢ em
cuso positivo, acrescentou-s¢ ao registro de cada um, a
classificagdo final da respectiva ficha cpidemiologica, de
acordo com os critérios de confirmagdo de caso de DM,
do CVE. Sc nilo houvesse a notificagio, procedia-se a in-
vestigagdo daquele paciente, de acoerdo com a rotina da
vigilincia epidemiologica, ¢ s fosse neeessario, a notifi-
cagio era feita.
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Os pardmetros usados para a avaliagfio do diagnosti-
co laboratorial foram os seguintes
1- proporgdo em que foi possivel identificar o agente
cticldgico e por qual método laboratorial;

2- proporgio de pesitividade na associagiio dos métodos
realizados: bacterioscopia, cultura ¢ 1EC.

Segundo a metodologia recomendada pelo Centro de
Referéneia Nacional de Meningites, Instituto Adolfo Lutz
- Ministério da Satde °, procederam-se os scguintes exa-
mes no liquor ¢ sangue dos casos suspeitos de Doenga
Mceningocécica:

I - Exame bacteriologico de liquoer :

a. Bacterioscopia do csfregaco do sedimento do LCR
corado pele método de Gram modificado por
Hucker?

b. Cultura de LCR - semcadura, no momento da co-
Theita, de 4 a 5 gotas de LCR em agar-chocolate a
3% (sangue de coclho) tendo como meio base o dgar
Mueller Hinton. O meio de cultura semeado foi in-
cubado o mais rapido pessivel a 35-37°C em ambi-
ente de 5-10% de CO2 ¢ umidade. Havendo cresci-
mento bacteriano, foram realizados esfregagos co-
rados pelo método de Gram modificado por Hucker”.
A presenga de diplococo Gram negativo oricntou a
identificagdo peclos métodos usuals para
meningococo. provas de oxidase, fermentagio de
agucarcs (dextrose, maltose, lactose, levulose)
aglutinagfio om lmina com soros aglutinantes anti-
Meningococo grupo especifico.

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

2 - Hemocultura: sanguc cothido na hora da internagdio ecm
caldo de “Brain Heart Infusion”, cm uma quantidade de
10 a2 20% do volume do meio de cultura, ¢ incubado a 35-
37°C. Havendo crescimento bacteriano procedeu-se con-
forme fo1 descrito para a cultura de LCR.

3 - Pesquisa de antigenos de meningococo no LCR e soro,
por IEC cm cclogel, scgundo a téenica descrita por
PALHARES & col.'7 com trés antissoros correspondentes
as N. meningifidis dos grupos A, Be C.

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

4 - Pesquisa de antigenos de meningococo no LCR e soro,
pclo teste de aglutinagio pelo tex (LA) pela téenica de
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aglutinagdo cm lamina (scgundo as recomendagdes do fa-
bricantc). Os reagentes constifuem-se de particulas de latex
sensibilizadas por anti-soros especificos que possibilitam
a detecgdo do antigeno correspondcnte.

Na época deste estudo, o teste de LA ndo cra realiza-
do como rotina pelo Instituto Adolfo Lutz; fot considera-
do a confirmagio de um caso pelo teste de LA feito pelo
Iaboratorio do hospital,

RESULTADOS

Identificou-se a ctiologia dos casos conforme a sc-
guinte distribuigio: 1 caso provecado pelo meningococo
sorogrupo A (1.5%), 27 casos pelo sorogrupo B (41%), 8
casos pelo sorogrupo C ( 12.3%), 1 pelo W135 (1.3%) ¢ 5
casos cuja definigio foi somente por bacterioscopia (7.7%).
Observou-se um percentual de 35.4% correspondente a
23 casos onde nio foi possivel identificar o agente ctiolégico
{grafico 1).

Doenga Meningocdcica
segundo a eticlogia
ETIOLOGIA
meningo A [ ;

meningo B

meningo C

rmeninge W135s I {

¢ 5 @ 15 20 25 A0 35 40 45 50
PERCENTUAL
DN - diplococs gram-negative

Grifico 1 - Doenga Meningococica segundo a etiologia.

Fonde | SVE/CAMPINAS - TAL/SES

Para aqueles 23 pacicentes onde ndo foi identificado o
agente ctiologico, em 18 (78.3%) foi realizado bacterioscopia
do LCR, em 19 (82.6%) cultura de LCR, cm 20 (86.9%)
1IEC de LCR cam 4 (17.4%) TEC no soro. Destes 23 doentes,
12 apresentavam meningite com meningococcemia e 11 86
meningococcemia. Para os primeiros, a bacterioscopia de
LCR foi feita em 10, a cultura e JEC de LCR em 11 deles,
a cultura do sanguc em 6 ¢ IEC do soro foi realizada
somente em 2 pacienics. Naqueles 11 pacicntes com quadro
clinico s6 de meningococcemia {sem meningite) cm somente
2 foi pesquisado o agente no sangue,

A tabela 1 mostra por qual método diagndstico iden-
tificou-se 0 sorogrupo do meningococo, Nota-se ser a cul-
tura do liquor o exame que diagnosticou a maioria deles.
Embora a IEC do liquor ndo tenha definido um grande
ntimero de casos, ela esclareccu exclusivamente 3, sendo
1 do sorogrupo A ¢ 2 do sorogrupo B. Para estes também
foi realizado cultura, porém com resubtados negativos.
Encontrou-sc | sorogrupe B em cultura de sangue; este
mesmo exame no LCR apresentou-se negative. Um dos
casos devido ao sorogrupo C foi determinado por teste de
aglutinagiio pelo latex no LCR, realizado no laboratério
do proprio hospital. Os exames de cultura ¢ IEC feitos no
LCR deste paciente foram negativos.

Com relagdo ao percentual de positividade para
cada um dos cxames laboratoriais do LCR, € possivcl
verificar na tabela 2, que a bacterioscopia ¢ a cultura
apresentaram positividade semethantccom 61.7%¢61.5%
respectivamente; o resultado mais baixo foi da IEC com
34.8%. E importante relatar que a positividade da IEC em
amostras de LCR nos casos onde a cultura resultou posi-
tiva, foi de 37,5% (9 1ECs / 24 cuituras) para o
meningococo B e de 57,1% (4 1ECs / 7 culturas) para o
meningococo C.

A tabela 3, que expressa a positividade na associagio
dos métodos laboratoriais do LCR dos pacientes, mostra
gue o maior resultado fol encontrado com bacterioscopia
¢ cultura de LCR (74.3%). Em seguida observou-se um
resultado aproximado, 73.8%, quando se realizou conjun-
tamente a bacterioscopia, cultura ¢ LEC. Os resultados mais
baixos foram apresentados com a realizacio da
bacterioscopia e 1EC (62,0%) e a cultura com a IEC
(62.2%}.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Apesar da importancia da identificagdo do agenic
ctiologico da D.M. conforme ja foi referido anteriormen-
te, ha dificuldades que independem da atuagio do labora-
torio, sgja porque ndo ¢ coletado material para os exames
Gue seriam neeessarios, seia porque, quando € colhido,
muitas vezes ¢ encaminhado de forma madequada, difi-
cultando a identificagdio do agente. Em muitos locais as
dificuldades decorrem da falta de recursos para a realiza-
¢io dos exames ou para o encamminhamento do material
aos laboratdrios de referéneia.

No caso deste estudo, houve disponibilidade de re-
cursos para a realizagio dos exames. A sede do laborato-
110 de referéneia, o TAL Regional, £ no proprio municipio,
scndo que o municipio também conta com servigo
municipalizado de vigilincia epidemiologica onde atua-
vam profissionais capacitados ¢ treinados para esta, € ou-
tras atividades. Além do que, cra no Hospital Alvaro Ri-
beiro quc se desenvolviam as atividades do hospital senti-
nela, dando-lhe a possibilidade de realizagdo de
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TABELA |

Distribui¢iio numérica e (percentual) de 37 casos de Doenga Meningocéeica com definigéio do sorogrupo do meningococo
segundo o método diagndstico que o definiu, Hospital Alvaro Ribeiro, Campinas/SP, perfodo de 1988 a 1991

Esames Sorogrupo A Sorogrupo B Sorogrups © Sorogrupo W
e 135
Liquor
cultura . 24 (88.9%) 7 (87.5%) 1(100%)
IEC 1 (160%) 2¢7.4%) . .
agludinagho - - F{12.5%;} «
pete
latex
SANGUE
cullura - 1(3. 7%} . .
iEC - - - -
TOTAL 1(100%)  27(100%) 8 (160%) 1(100%) B

a negative ou nfio realizads
Fonle: SVE/Campinas
JAL/SES

TABELA 2

Pcrcentagem de positividade da cada um dos exames Jaboratoriais realizados no LCR dos pacientes com Doenga
Meningocécica, Hospital Alvaro Ribeiro, Campinas/SP, periodo de 1988 a 1991

RESULTADOS BACTERIOSCOPIA CULTURA IEC
POSITIVO 29 32 i6
NEGATIVO 18 20 30
TOTAL 47 52 46
POSITIVIDADY, (%) 517 I 61.5 ~ 348
Fonte : SVE/Campinas
IAL/SES
TABELAS

Percentagem de positividade na assoctagio de exames laboratoriats no LCR de pacientes com Doenga
Meningocéeica, Hospital Alvaro Ribeiro, Campinas/SP, periodo de 1988 a 1991

POSITIVIDADE
ENAMES NUMERGC % TOTAL REALIZADO
BACTERIOSCOPIA + CUHLTURA 35 74,3 47
BACTERIOSCOMA + JEC 26 62,0 42
CULTURA + IEC e 64,2 45
BACTERIOSCOPIA + CULTURA + IEC 3t 73,8 42
Fonte : SVE/Campinas T -
1AL/SES
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bacterioscopia, cultura ¢ IEC para qualquer caso suspeito
de meningite ou meningococcemia que ali viesse a ser in-
ternado.

Assim, nos 65 casos de DM intemados saguele hos-
pital e que tiveram material encaminhado ao 1AL, foi pos-
sivel identificar o agente etioldgico com sorogrupo em
56,9% dos casos e em 7,7% foi possivel detectar o
diplococo Gram negative na bacterioscopia, ficando 35,4%
dos casos sendo considerados como DM, apenas pelo ¢ri-
tério clinico.

I interessante comentar que nao foi somente pela fal-
ta de realizagiio de exames que nfio se verificou a presenga
da Newsseria meningiiidis. Para a maioria daqueles casos
gue permaneceram sem a identificacio do agente, foirea-
lizado bacterioscopia e/ou cultura e/ou IEC no LCR, mas
em poucos fol feita a hemocultura e 1EC no sangue. A
analise dos casos deste grupe (sem identiticacdo do agen-
t2) ¢ que apresentarant somente Meningococcemia, mos-
trou que mesimo sem meningite foi fefio a puncéo do LCR
na maior parte deles e em poucos casos foi colhido san-
gue. Isto mostra um despreparo dos profissionais médicos
em relacfo aos exames a serem realizados, com tendéncia
exagerada para realizar puncio Houdrica.

Apesar destas criticas, sabenios, em funcio destes trés
anos de trabatho acompanhande a ocorréncia da Doenga
Meningococica em Campinas, que este percentual de ca-
sos com identificaciio do agente etioldgico & satistatdrio
gquando comparado com outros servigos. CAMARGO °
refere no Municipio de Sao Paulo que, no periodo 1988-
1993, em 39% dos casos de DM foi possivel identificar o
sorogrupo. Em outros paises observam-se percentuais
maiores de identificagdo de sorogrupoes. Assim,
SAMUELSON et al ® referem na Dinamarca, no periedo
1980-1988, 79% dos casos notificados com diagndstico
por cultura, 96% dos guais sorogrupados; PINNER etal."”
referein em seis reas dos Estados Unidos, em 1986 ¢ par-
te de 1987, 71% dos casos com informacio sobre ¢
sorogrupo;, no Canadd™. em 1985, identificou-se o
sorogrupo em 60% dos casos e em 1992, em §8%,.

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

I importante salientar que, nos casos referidos neste
estudo, houve uma predomindncia do meningococo
sorogrupo B {41,5%) seguido do sorogrupe O (12,3%)
acompanhando o perfil epidemiologice de Municipio como
um todo, neste mesmo pericdo'”. Podemos relacionar o
encontro da menor positividade na 1EC com o relato de
alguns avtores sobre problemas com a sensibilidade da
HEC para a detecglo do polissacaride do meningococo B,
nio obtendo sucesso na pesquisa deste antigeno. mesmo
quando a cuitura ¢ positiva. A detecglio da N meningitidis
B em fluidos corpdreos tem sido diticuitada pela auséncia

de um bom anti-soro grupe especifico devido a pouca
imunogenicidade deste polissacédride bacteriano » %2\,
LEVY etal ¥, para os casos internados no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto-UISE,
tambdm encontraram menor positividade na IEC de LCR
{60.3%) comparada cow a positividade da culiura e
bacterioscopia (respectivamente 67.9% e 71.6%).

DENIS et al ®, estudaram a positividade de métodos
laboratoriais para Neisseria meningitidis A ¢ C,
Haemophilus influenzae b ¢ Streplococcus preumonioe,
para casos hospitalizados em Dakar, Senegal. O maior
percentual de resultados positivos foi na 1BC de LOR
(90.0%), seguidos da bacterioscopia (80.4%) e cultura
(82.0%). Ne entanto a IEC demonstrou resultados mais
satisfatorios para o /1 influenzae e parao 8. ppewmoniae
que paraa N, meningitidis. Para os dois primeiros ageites
os resultados foram respectivamente de 94.5% ¢ 90.1%,
para o meningococo foi de 72.5% para o sorogrupo A e
71.2% para o sorogrupo C.

MELLES etal™ indicam alguns fatores que podem
influir na viabilidade das bactérias interferindo no resulta-
do de cultura, principaimente do meningococo, (als como:
volume do liguor semeado, condigdes de conservacio e
transporte do material e a a¢fio dos antimicrobianos utili-
zados pelo paciente antes da pungdo de LCR. Bm funcio
disto, recomendam realizagio de exames imunologicos
complementares no diagndstico de meningites bacterianas,
priorizando o método de 1EC.

A interferéncia dos antibidticos no diagnostico
etioldgico das meningites bacierianas foi anaiisada por
MELLES et al™ . Em 60% das amostras for wdentificado o
agente etiologico pela bacterioscopia ou por IEC, ficando
os demais sem identificagio. Os mesmos autores
concluiram que a presenca de antibidticos no Hauor preju-
dica a wentificagio do agente efioldgico, assim como a
conecentragio destes diminui a positividade dos exames.
Por estas dificuldades encontradas, para que se obtenha
bons resultados em cultura, assim coma para se conseguir
diagndsticos mais rapidos das meningiies bacterianas ¢ que
se t&m enfatizado a utitizacio dos métodos de TEC e ldtex
realizados no LCR, os quais permitem também a identifi-
cagio do sorogrupo no caso de Doenga Meningocoeica.
No entanto, na fase inicial da doenga, antigenos bacterianos
podem nfio estar ainda presentes no LCR, conduzindo a
um teste iImunoldgico negativo.

ALKMIN ', MELLES et al'*P ¢ LEVY etal ¥ tém
recomendado a utilizagdo de métodos laboratoriais asso-
ciados pare elevar o nimero de casos com o agente
ctiologico identificado. Mas, para que se consiga resulta-
dos Iaboratoriais mais especificos do meningococo, coma
wentificagdo de seu sorotipo, subtipo, imunotipo e com-
plexo, € fundamental a realizacio da cultura, permitindo
assim maior compreensao da epidemiologia da Doenga
Meningococica.

17



KEMEB.; ROCHA M.M.M. & IVERSSON, 1.B. - Avaljagio do Diagnéstico Laboratorial da Doenga Meningocdcica em Pacientes Internados em um Hospital
Sentinela no Municipic de Campinas/SP, 1988-1991. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 (1): 13-19, 1998.

! RIALA 6/820 1

KEMEB.; ROCHA, MM M. & IVERSSON, L B. - Laboratorial diagnosis evalnaiion of menin goceccal'
disease in hospitalized patients of a observed hospital in Campinas/SP, Brasil, 1988-1991. Rev.

Tnst. Adolfo Lutz, 57(1); 13-19, 1998.

ABSTRACT: The analysis in the exams carried out in 65 patients with the meningococcal disease,
reported by Alvaro Ribeiro Hospital, Campinas/SP, showed that in 56,9% of the cases it was possible to
identify the scrogroups of Neisseria meningitidis and the predominancy of serogroup B, and 7,7% it
was possible to defect diplococcus Gram negative. This study shows that the positivity between
bacterioscopy and culture of cerebrospinal fluid (CSF) was similar, 61,7% and 61,5% respectively. The
highest positivity in the exam associations, was 74,5% found in bacterioscopy and culture. A similar
value, 73,8%, was observed in bacterioscopy, culture and counteriminunoclectrophoresis (CIE). The
results of bacterioscopy and CIE association and aiso culture and CIE were lower, 62,0% and 62.2%
tespectively. The positivily of the counterimmunociecirophoresis exam was low, 34,8%.

DESCRIPTORS: Meningococcal Disease, Laboratorial Diagnosis, Campinas/SP
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RESUMO: BEPATITES CRONICAS POR VIRUS - MODELO DE DOENCA CRONICA DE INTERES-

SEEM SAUDE PUBLICA

Vendincio Avancini Ferreira Alves ; Raimunda Telma de Maclédo Santos ; Alda Wakamatsu
Laboratério de Imuno-histoquimica - Drivisdo de Patologia - Instituto Adolfo Lutz

DESCRITORES: Hepatites virais, Hepatite crbnica B, Hepatite cronica C, Imuno-hisioquimica,

Hibridizaco “in situ”,

ASPECTOS GERAIS

As Hepatites por virus sfo doengas de grande impor-
tincia universal, com significativa prevaléncia em nosso mgio.
Recentemente, devido a seu cardter fransmissivel, com pos-
sibilidades de medidas preventivas incluindo ministragio de
imunoglobulinas ou vacinas, bem como scu potencial de in-
duzir doengas agudas {ocasionalmente graves, como as for-
mas de Necrose Maciga ¢ Submacica) ¢ de cronificagio, o
Ministério da Saude do Brasil tormou compulsona sua notifi-
cagio aos orgdos de Vigilincia Epidemiologica.

Para a definigiio de medidas sanitarias ¢ terapéuti-
cas impdem-se estiudos bioquimicos ( no TAL, a cargo da
Scedo de Angdlises Clinicas) ¢ soroldgicos ( no AL, Labo-
ratorio de Hepatites do Servigo de Virologia). Nos casos
crdnicos, sdo de grande importancia os estudos de replicagio
viral (no TAL, Laboratorio de Biologia Molecular do Servi-
¢o de Virologia), bem como as pesquisas morfologicas para
diagnéstico e cstadiamento da lesdo e imuno-histoquimicas
para pesquisa de antigenos virais ¢ da resposta do hospe-
deiro (no TAL, Laboratorio de Imuno-histoquimica).

CONCEITUACAO E ETIOLOGIA

O conceifo mais aceito para a definicdo de hepatite
cronica ¢ o de conjunto de manifestagdes clinicas, bio-

quimicas, sorolégicas ¢ andtomo-patoldgicas com infla-
magdo hepatica nio resolvida no prazo de 6 meses @,

Numerosas entidades, de causas muiio variadas, po-
dem ser incluidas nesta definigdo, mas ha franca tendén-
cia entre os hepatologistas em restringir o conceito de IHe-
patites Crénicas aquelas de origem viral, aufo-imune e as
rclacionadas a agfo de drogas, aceitando-se ainda as de
causa incerta ¥, Ainda que haja superposi¢iio de varios
pardmctros entre estas entidades e outras hepatopatias
como cirrose biliar primaria, colangite esclerosante pri-
maria, docnga de Wilson ¢ deficiéneia de alfa-1-anti-
tripsing, 0s principais auntores consideram que estas con-
digdes devem  ser estudadas scparadamente.

Dentre as hepatites crbnicas virais, sabe-se que malis
de 90% dos casos de hepatite aguda produzida pelo virus
da hepatite B (VHB) cvoluem para cura completa en-
quanto alguns, entretanto, desenvolvem hepatite crénica.
Desses, a maioria apresenta a chamada hepatite crénica
persistente ¢ apenas 3% dos pacientes com hepatite B
desenvolvem hepatite crinica ativa e cirrose . A Hepa-
tite D (ou Delta) ocorre como co-infecgdo ou superin-
fecgdo com a Hepatite B, sendo tal associagio relaciona-
da a casos agudos de significativa gravidade ¢ também a
elevados indices de cronificagio

Nio existem relatos fidedignos que a hepatite A pos-
sa evoluir para a cronicidade, o mesmo parccendo valido
com relagfio 4 hepatite E.

* Laboratorio de Imuno-histoquimica - Divisfio de Patologia - Instituto Adolfo Lutz

Av. Dr. Amaldo, 355 - 7%andar - CEP 01246-902, Sdo Paulo-Brasil,
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Os dados disponiveis sugerem que a hepatite C possa
evoluir para a cronicidade em pelo menos 40% dos casos
S48 Nota-se, portanto, gue embora na maioria dos casos
as hepatites virais se comportem benignamente, um ndmero
consideravel cvolua para a cronicidade, o que representa um
problema de grande importdncia clinica ¢ terapéutica com
um prognostico eventualmente reservado. A recentemenie
identificada Hepatite G parcee ter seu significado relaciona-
do a infecgfio conjunta com o virus da hepatite C (VHC).

ASPECTOS MORFOLOGICOS

A nova classificaciio histopatoldgica das hepatifes
cronicas 429 surgiu da consciéneia da necessidade de se
ofcrecer pariimetros mais objetivos, reprodutiveis ¢ com
correlagfio com aspectos clinico-terapCuticos. Para tal,
mpde-se analisar separadamenie;

1. aspectos ligados ac “estadiamento”, significando dis-
tirbios arquitcturais (quanto da arquitctura lobular ja
toi destruida}.

. alteragdes de naturcza necro-inflamatdria, ofcrecendo
uma “graduagio da atividade” das lesOes em curso, que
devem ser sub-compartimentalizadas em Portais,
Periportais ¢ Lobulares.

I~

Conforme sugere a nova classificagdo da IASL 0%
a graduagio dos diversos itens deve buscar resposta as
situagdes mais habitualmente vividas cm cada ambiente,
Para nosso melo, propomos para a semi-gquantificagio do
estadiamento ¢ da graduagdo da atividade das hepatites
crénicas os seguintes critérios:
1. ESTADIAMENTO: Alicragio cstrutural
zero - nenhum dano a arquitetura lobular
1 - expansio fibrosa de espagos porta
2 - expansdo portal com septos poria~-porta
3a - septos porta-centro, nodulos ccasionais
3b - nédulos numerosos, com preservacio parcial da
arquitetura lobular
4 - cirrose )
IL ATIVIDADE NECRO-INFLAMATORIA ATUAL:
Atividade Portal:
zero a4, conforme a quantidade de linfocitos ¢ histideitos
portais, devendo ser anotada a presenga {ou nio) de agre-
gados ou foliculos linfoides ¢ a agressdo ao epitéhio biliar,
Atividade peri-portal:
zero - auséneia de lesbes da interface
I - Necrose em sacabocados (NSB) discreta
2 - NSB moderada
3 -NSBintensa
4 - NSB muite intensa
Atividade Lobular:
Semiquantificagio das varidveis de lesdo lobular,
recebendo, em conjunto, uma avaliagic em graus de 0
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(auséneia de lesdes) a 4 (muito acentuadas), Devem ser
analisadas em separado as necroses de padrio focal ¢ as
confluentes.

O laudo andtomo-patolégico também devera incluir
os Marcadores Etioldgicos, destacando-se , no caso das
Hepatites por Virus, a presenga de “Hepatocitos com
Citoplasma em Vidro Fosco™” como fortemente sugestivo
de infecglio pelo VHB ¢ o conjunto: Foliculos Linfoides
Portais, Agressio ao Epitélio de Ductos Biliares ¢ Ativi-
dade Necro-inflamatéria Lobular com significativo
infiltrado mononuciear ao longo de sinusdides como
indicativo de infecgiio pelo VHC (%) .

ASPECTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

A identificacdo de antigenos cm amostras de tecido
para bidpsia ou necropsia pode ser obtida por métodos
imano-histoquimicos com diversos sistemas de amplifica-
¢iio , como por exemplo peroxidase-antiperoxidase (PAP)
ou avidina-biotina-peroxidase (ABC), aplicaveis inclusi-
ve ¢cm amostras fixadas rotingiramente em formol
tamponado € incluidas em parafina.

No caso das Hepatites Cronicas B, a identifica¢io
efiologica pode sor feita de modo especifico pela detecgio
do antigeno de superficie (AgHBs) no citoplasma ou mem-
brana de hepatécitos. Tal antigeno nfo ¢ habitualmente
detectavel nas hepatites agudas, exccto nas formas de tran-
sigio para cronicidade. Nas hepatites crénicas, encontra-
mos micialmente, com amplificacio pelo sistema PAP 41,
positividade para este marcador em 98 dentre 139 casos
(70%), a semecthanca de YOO ¢ cols. “® com 43 casos
positivos em 58 estudados (77%) ¢ URLICH ¢ cols. @¥
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 histoldgica. Mais recentemente, compro-
vamos maior sensibilidade no sistema de amphificacdo
ABC, que possibilitou a detecgio do AgHBs em todas as
42 amostras de bidpsias de hepatite crdnica B 9%, Nio
encontramos qualquer correlagiio da expressio tecidual do
AgliBs com cvidéneias de replicagdo, havendo demons-
tragdo da produgdo deste antigeno mesmo em casos com o
genoma viral ja integrado ao do hepatocito |

Outro antigeno cuja detecgio ¢ de grande utilidade
¢ o antigeno ceniral-core (AgHBc) . Sua expressio ¢
preferencialmente nuclear, sendo, juntamente com a
deteegdo de DNA viral por hibridiza¢do ou, de forma
mais sensivel, por reagdo em cadeia pela polimerase
(PCR), marcador fidedigno da replicagio viral 9519,
Em nossas casuisticas de 1988 UV ¢ de 1995 99 fpi
clevada a concordincia entre positividade tecidual para
AgHBc ¢ sorelogia positiva para AgHBe . Nas fases
mais avanc¢adas da infecgdo, com integragdo do genoma
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viral ao do hepatécito, deixa de ocorrer a expressdo do
gene da regido “¢” 07

A pesquisa de sequéncias do genoma viral por
Hibridizag¢io Molecular “in situ” mostra-se também como
um potencial marcador de replicagdo viral. Até agora, en-
tretanto, esta metodofogia apresenta sensibilidade inferior
4 obtida através da identificagfio do AgHBc medianie
mmuno-histoquimica ¢,

A pesquisa de marcadores teciduais do VHC em amos-
tras de bidpsia fixadas em formol ¢ incluidas em parafina
¢ motivo de grande inferesse na literatura mais atual %,
Nossa recente experiéncia sugerc ser a regifio do core do
VHC a fonte mais promissora de antigenos para tal tipo

de estudo, tendo WAKAMATSU % detectado positi-
vidade em 40 dentre 30 hepatites crdnicas C estudadas,
com marcagio mais significativa em 27 casos (54%). Foi
notada uma tendéneia a relacdo direta com o grau de ati-
vidade periportal ¢ inversa com o grau de lesdo lebular.

Em conclusdo, o estudo das Hepatites Cronicas Virais,
de grande importancia em Satde Publica, tem a morfologia
& a imuno-histoquimica como ferramentas fundamentais.
No Instituto Adolfo Tutz, tal linha de pesquisa € atual-
mente direcionada a detecgdo de marcadores etioldgicos e
de replicagdo viral, trazendo contribui¢fio a avaliagio
prognostica e ao monitoramento da resposta ao tratamen-
to antiviral.
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revestidos ¢ solucdes orais de sulfato ferroso utilizados no tratamento da ancmia forropriva. Rev. Jast,

RESUMO: Foram analisados 41 medicamentos a base de sulfato {orroso apresentados na forma de
solugic ¢ comprimidos revestidos ¢ encaminhados pelo SUS-SP, come andlises fiscais, para controle da
quatidade. Das 41 amosteas analisadas, 15(37%) ndo atenderam ds especificagtes de quaiidade quanto
ac teor de sulfato forroso ¢ de Acido ascorbico (presente om algumas mmostras em asseciagfo com o
sulfato ferroso), guanto aos aspectos farmacotéenicos e quanto ao rotulo. Em fungio da importineia do
use terapéutico destes medicamentos no coinbale is anemias ferroprivas, principalmente em criangas,
adolescontes e mulheres em idade fErtil, € fundamental que se estabelegam programas de monitoramento
de controle de qualidade para garantir a oficicia dos mesmos.

DESCRITORES: anciia ferropriva; sulfato forroso; soluciio oral; comprimido revestido, controle

de qualidade.

INTRODUCAO

A ancmia por deficiéneia de ferro, ou ferropriva, ¢
uma das causas mais frequentes encontradas nas consul-
tas clinicas ¢ talvez seja um dos problemas de sdude mais
significativos em todo mundo, como demonstrade em vi-
rios cncontros internacionals sobre nutricio, 1514418 Esta
ancmia ¢ caracterizada pela diminuigdo da sintese de
hemogloblina como consequéneia da falta de ferre no or-
ganismo.  Algumas raras doengas que alteram o metabo-
lismo do forro ¢ outras mais comuns, como a giardiase,
podem ser responsiveis pela ma absorgio de furro, le-
vando & anemia  principalmente em criangas. ¢V A
preval@neia em populagdes de alto risco, como criangas,
adolescentes ¢ mulheres em idade fértil, situa-se por voita
de 30% nos paises cm desenvelvimento e em 10% om
paises com programas de prevengio estabelecidos. ™ Em
estudos realizados em centros de sadde do municipic de
Sdo Paulo, em gestantes de primeira consulta ¢ om ado-
lescentes gravidas, constatou-se uma prevalénciade 12,4%

¢ 14,3%, respectivamente, %% No Estado de Sio Paulo, a
Sceretaria Estadual da Satde, om 1990, aprova a “Norma
Técnica de Anemia Ferropriva para Gestante”, a qual pre-
coniza prescrigio ¢ fornectmento de suplementagio
medicamentosa de forro a todas as gestantes & partir da
primeira consulta, no puerpério e periodo de lactagio (um
comprimido de 200 mg de sulfato ferroso por dia, equiva-
fente a 40 mg de ferro clementar).? Sendo que a anemia
ferropriva obedece sempre a um desequiiibrio entre absor-
¢io, perda ¢ consumo de ferro pelo organismo, o trata-
mento atraves da administragdo oral de ferro, na forma de
sais, encontra bons resultados. A biodisponibilidade des-
fcs sais, como os sulfatos ferrosos ¢ férrico, é bastante
variavel deperdendo da forma fammacéutica, do estado de
oxidagio ¢ da solubilidade do ferro na presenga de subs-
tancias quelantes ou oxidantes na dieta. Frente ao pH aci-
do do estémago, os dois tipos sio soltveis; 4 medida que
aumenta o pH no duodeno, o sal férrico tende a formar
hidroxidos férricos insoluveis. A adigSo de agentes
oxidantes, como o acido ascorbico, garante que o ferro

* - Realizado oy Segdo de Farmacegnosia do fustiato Adoifo Luiz, S§o Paulo, SP

** Do Insttulo Adoifo Lutz,
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esteja na sua forma reduzida, ainda solavel em pH neu-
tro.>% As formas farmacCuticas mais utilizadas, devido
a0 baixo custo ¢ facilidade de administragiio, sdo os com-
primidos revestidos e as solugdes orats de sulfato ferroso
que revelaram boa biodisponibilidade de ferro, assim como
a associagho destes com o acido ascérbico. No Brasil, es-
tes medicamentos fazem parte da lista de medicamentos
essenciais do Ministério da Satde e sfo distribuidos pela
rode bisica através das Scerctarias de Saude, dos munici-
pios & do Estado, no dmbito da atengdo primaria e, mais
recentemente, no programa DST/AIDS ®

A Secio de Farmacognosia do Instituto Adolfo Lutz
realiza o controle de qualidade de formas farmacéuticas con-
tende sulfato ferroso, provenientes do SUS, ¢ de associagdes
de sulfato ferroso e acido ascorbico, provenientes de andlises
de orientagiio. Verificou-sc que, em alguns casos, as solu-
¢des ja se apresentavam com precipitados @ com a colora-
¢lio alterada ¢ os comprimidos com rachaduras, estufados e
alterados na coloragdo. Com o objetivo de se vertficar a qua-
lidade destes medicamentos, ja que ¢s mesmos sio utiliza-
dos como suplemento de ferro aos anémicos ¢ fornecidos na
tede pablica, foi foito win levantamento dos resultados obti-
dos nas analises realizadas em comprimidos revestidos ¢
soluces orais de sulfato ferroso, no periodo de 1993 a junho
de 1997, considerando-se o teor em sulfato ferroso ¢ acido
ascorbico e aspectos farmacotdenicos, como a presenga de
precipitadoes ¢ coloragio no caso das solugdes, assun como
rachaduras ¢/ ou estufamentos, coloraclio ¢ peso-médio no
caso dos comprimidos revestidos. A analise do rdtule foi
realizada baseada no Decreto-Lei ne 79.094 de 05 de janeiro
de 1977, que discipling o registro, a comercializagio ¢ a fis-
calizagdo de medicamentos.?

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Foram analisadas 41 amostras dc comprimidos re-
vestidos ¢ solughes orais de sulfato ferroso, de 19 labora-
torios farmac€uticos diferentes, provenicntes de andlises
fiscais ¢ de orientagfo, rceebidas pela Se¢lo de
Farmacognosia, no periodo de 1993 a junho de 1997.

METODOS

A determinagio do teor de sutfato ferroso destas prepa-
ragdes, nas formas de solugdes orais ¢ comprimidos revesti-
dos, foi realizada segundo téenica titulométrica com sulfato
cérico, descrita na Farmacopéia Brasileira 3¢ Edigéo.”

A verificagio da presenga de precipitados e alteragio
da coloragio foi realizada em todas as solugdes recebidas.
Para os comprimidos revestidos foram determinados os
pesos médios ¢ a verificagdo da integridade dos mesmos
para a caracterizagio do aspecto.

RESULTADOS

Das 41 amostras analisadas, 15(37%) nfio s¢ encontra-~
vam de acordo com as especificacdes de qualidade (Tabela
1); destas, scte nfio atenderam 4s exiglneias quanto ao teor
do principio ativo presente na formulagfio, sendo que trds
amostras estavam om desacordo quanto ao feor de sulfato
ferroso ¢ as outras quatro amostras em desacordo quanto ao
teor de dcido ascdrbico (quando este estava presente nas as-
gociagBes com sulfato forrose). Quanto ao aspecto
fammacotéenico, quatro amostras apresentaram alteragdes
(presenga de precipitados em solugles, estufamentos efou
rachaduras ¢ variagfio de peso-mdédio em comprimidos) , ¢
outras quatro amostras estavam em desacordo quanto ao ré-
tulo {prazo de validade vencido) (Figura 1).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que 37% das amos-
tras analisadas nio atenderam as especificagdes de quali-
dade. Os problemas assinalados ocorreram com relagio
ao teor de sulfato forroso, tanto acima quanto abaixo do
declarado na fHrmula, com o teor de dcido ascorbico, sem-
pre abaixo do valor declarado ¢ com ¢s aspectos
farmacotéenicos, onde foram constatados precipitados, no
caso das solugbes, e rachaduras e/ou estufamentos nos
comprimidos revestidos. Esta tltima observagdo indica,
provavelmente, wna umidade excessiva devido ao acondi-
cionamento inadeguade propiciade pelos blisteres de pa-

TABELA |

Distribuigiio dos resultados das andlises em amostras de sulfato ferroso, por ano, Segde de Farmacognosia, Instifuto
Adolfo Lutz, 1993 a junho 1997.

Ano 1993 1994 1995 1990 1997 Toial Y
Resuitdado (até junho}
Aprovados 1% o 2 2 26 a3
Reprovados 4 - L3 37
Total i4 12 2 41 160

26



BATISTIC, M. A AURICCHIO, M. T. & MARKMAN, B. E. O.- Avaliagho da qualidade de comprimidos revestidos e solugbes orais de sulfato ferroso

utitizados no tratamento da anensia forropriva.

Rev. fnst. Adolfo Lurz, 57 (1) 25.28, 1998,

FIGURA 1

Distribui¢iio dos resultados das andlises de sulfato ferroso ndo conformes com as especificagdes, segundo causa da
ndo conformidade. Se¢iic de Farmacognosia, Instituto Adolfo Lutz, 1993 a junho de 1997.

7%

10%
10%

83%

10%

B Amostras em conformidade - 63%

2 Nao conforme - rotulo - 10%

1 No conforme -Aspecto farmacotécnico - 10%
1 Nao conforme - teor de acide ascérbice - 10%

&1 No conforme - teor de sulfato ferroso - 7%

pel; esta alteragio nio foi cbservada em comprimidos acon-
dicionados em frascos de vidro escuro. Tal constatagio
sugere a obscrviincia de cuidados na escolha da embala-
gem deste tipo de forma farmacéutica por parte do fabri-
cante ¢ de locais apropriados, com temperatura ¢ umidade
controlados, para estocagem nos centros de distribuigio.
No caso das solugles que apresentaram precipitados, pode-
se concluir quc a estabilidade da soluglc ndo estava
satisfatoria, talvez em relagfio & manutengio do pH, propi-
ciando a precipitagio do sal ferroso. I fundamental que a
concentragiio do sulfato ferroso esteja, em ambas as for-
mas farmacCuticas, de acordo com ¢ preconizado para
assegurar niveis séricos de¢ ferro adequados ao
restabelecimento da concentragfio normal de hemoglobina,
Em relagio ac 4cido ascorbico, todas as preparagdes apre-
sentaram teor abaixo do declarado no rotulo; este fato cra
previsivel, ja que sua fungfo na formulagio ndo € teraplu-
tica, mas garaniir a manutengio do estado de oxidaciio do
foerro na sua forma reduzida{Fe™), melhorando a absorgdio
do ferro no trato gastrointestinal.  Portanto, esta prepara-
¢dcs contendo dcido ascorbico ndo podem ser considera-
das como associagdes de dois principios ativos; o acido
ascdrbico s6 estaria presente como um coadjuvante ¢ nio
poderia constar do rétulo, como substineia ativa, aumen-
tando o custo do medicamento ¢ induzindo o consumidor a
adquirir um produto que, na realidade, ndo contem a quan-
tidade de Acido ascorbico declarado.

Um outro aspecto importante a ser considerado seria a
busca da methoria da biodisponibilidade das preparagdes,

visando uma possivel diminui¢do da dose a ser administrada
e, cohscquentemente, minimizando a maioria dos efeitos
colaterals provocados pelos sais de ferro.* ¢ Isto promo-
veria wna melhor adesdo a este tipo de tratamento por parte
dos pacientes, ja que estes nio sofreriam desconfortos como
nauseas, constipagdes e outros eftifos relatadoes, ¢ poderiam
continuar o fratamento por no minimo dois meses a partir do
restabelecimento do nivel de hemoglobina come recomenda-
do, confribuindo para a diminui¢do da taxa de anemia
ferropriva, meta a ser alcangada pela OMS até o ano 2000.4Y

Cabe assinalarmos que os resultados obtidos referem-se
a demanda espontinea ¢ aleatdria proventente do SUS,
alertando o laboratério de satde pablica da importincia de
sc realizar um cstudo monitorado destas preparagdes farma-
céuticas, juntamente com a Vigilincia Sanifaria, contribuin-
do para assegurar a cficacia dos programas directonados aos
grupos com prevaléncia da anemia ferropriva.

Scria importante que os medicamentos distribuidos
para os programas ja estabelecidos pelas sceretarias de
sdude, que visam a suplementagdo medicamentosa de fer-
ro, pudessemn ser acompanhados laboratorialmente para
asscgurar a qualidade dos mesmos.
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ABSTRACT: In order to control the quality of some pharmaccutical preparations confaining
ferrous sulphate useful to prevent iron-deficiency in infans, children and young women, 41 samples
were analysed. Those sampies were presenied in lwo dosage forms, such as oral solutions and tableis,
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Tho test results showed that 13(37%) samples didn’t mect the requeriments of the oficial monographies
anyway. From those not compliant samples, seven didn’t meet the requeriment for the stated concentration
of ferrous sulphate and/or ascorbic acid, four didn’t meet the requirements for stability and four didn’t
micet the requirements for label. Problems with precipitations in the Hquids dosage forms and crackingsin
the tablets are dicussed. Quality control programs have to be established to monitorate the drugs listed as

cssential drugs in Brasil.

DESCRIPTORS: iron-deficicncy anaemia, ferrous sulphate; oral solution; tablets; guality control.
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PIRES, M. R.; PISANI, B.; PRANDI, M. A. G.; SIMOES, M. - Desinfccgiio de dgua com radiagio
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RESUMO: A desinfecgfio de dgua com radingio ultraviolela tem demonstrado ser uma alternativa
4 clorago. O cbjctivo deste trabalho ¢ estudar a inativagdo dos “microrganismo, Ulilizou-sc um reator
{cimara de desinfecgio) equipado com ldmpada de ultravieleta, operande no sistema de batelada, Os
microrganismos inativados foram F.coli, Paeruginosa, A hvdrophila, B faecalis ¢ V.choleras. A E.coli
se mostrou 0 microrganismo de maior resisténcia inicial, mas a de maior constante de inativagio; o

E faecalis foi o mais resistentc,

DESCRITORES: desinflecgio; radiaciio uliravioleta; inativacio de microrganismo,

INTRODUCAO

A radiagio ultravioleta (uv) tem demonstrado ser
eficiente na nativagio de microrganismos e umg alterna-
tiva & cloragdo. Este tipo de desinfeegio ¢ conhecido des-
de o inicio do século, mas por problemas de confiabilidade
do cquipamento, tecnologia, entre outros fol abandonado.
Nos altimos anos, este sisicma tem sc tornado popular,
principalmente nos paises curopeus.

Para a obtencdo da radiagio uv, sdo utilizadas lam-
padas especiais (semelhantes as timpadas fluorescenics)
de baixa-pressdio. Os raios de uv pertencem ao cspectro
cletromagnético, entre a luz visivel ¢ os ralos-X. Estas fm-
padas emitern raios no comprimento de onda de 233,7 nm,
que ¢ o comprimento de maior cfeito baciericida
(Sobotka, 1993),

A dose de radiagio uv ¢ dada pelo produto da inten-
sidade de energia ¢ tempo de exposigio, como mosira a
cquacdo (1) (Quwalls ef al., 1983},

D=1t (hH

onde;

D: dose de radiagfo ultravioleta (W.s/em?);
I intensidade de radiagfo germicida (W/om?), ¢,
t: tempo de exposicdo ().

A fragiio de sobrevivineia (N/N) dos microrganis-
mos ¢ uma fungdo dircta da dose aplicada:

N/N,, = fldosc) 2)

onde N, ¢ N sdo, respectivamente, a densidade de
microrganismos antes ¢ depois da radiacio ultravioleta.
As equagdes (1) ¢ (2) sugerem que a intensidade € o tempo
de cxposigdo podem ser variados reciprocamente para s¢
obter a mesma fragdo de sobrevivéacia (Qualls e Jonhson,
1985).

A radiagio guando penetra no meio Hquido € absor-
vida por substincias presenfes na agua, como matérias
orgdnica ¢ dissolvida, particula em suspensdo, ¢ pela pro-
pria agua (Sobotka, 1993). Esta absorgdo segue a lei de
Beer-lambert:

[=],e"" (3)

onde;

* Doulorando cin Sancamenio pela Faculdade Engenharia Civil da UNICAMP

*# Realizado no Instituto Adelfo Lutz - Regional Campinas-SP
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I: Intensidade de radiagiio no meio liquido (W/em?);
1, Intensidade de radiagic na fonte (W/em?);

x: espessura da camada liquida (cm); e,

a: cocficiente de absor¢do ou absorbincia {cm)™.

Considerando que na superficie liquida x=0, a in-
tensidade de radiagio ¢ maxima (I=1 ), desprezando a ab-
sor¢io pelo ar entre a fonte de radiagfio e a superficie li-
quida, € que a intensidade ¢ minima na profundidade x,
pode-se calcular a intensidade média (I ) mtegrande a equa-
¢io (3), resultando ene

jfﬁ.e““.dx
&

J =4 (4)
ni
Desta forma, a intensidade média resultante é
I o
7, (i—e ) (5)
ax

0Os microrganismos atingidos pela radiaglio uv so-
frem alteragdes no DNA ou RNA, inativando-os. Esta
inativagio s¢ deve aos dimeros de pirimidina formados
entre moléculas adjacentes de pirimidina do mesmo cle-
mento de DNA, podendo interromper tanto a transcrigio
como a replicagdo (Lindenauer ¢ Darby, 1994). A
inativagdo ¢ dada pela fungio exponencial em rclagio a
dose (Severin, 1980):

iﬂWAj”:Wk..[.f (6)
Ny

onde:

N: microrganismos sobreviventes (UFCiml);

N,: microrganismos iniciais (UFC/mi);

k: taxa constante de inativagio (W.s/fem?)';

I intensidade de energia germicida (W/em?); ¢,

t: tempo de exposicio (s).

A cquagdo (6) ¢ uma expressdo teorica padrio
{(Daniel, 1993), bascada cm obscrvagdes cmpiricas
(Severin, 1980). Esta cquagio tem come hipolcses basi-
cas.

© a intensidade da radiagdo ¢ constante através da
camada liguida;

- a absorciio pelo meio liquido ¢ desprezivel,

- a mativagdo ¢ funcio da dosagem de ultravioleta
(Severin, 1980; Harm, 1980);

 uma unica lesdio ¢ suficiente para inativar o micror-
ganismo {(Harm, 1980); ¢,

< a populacdo do microrganismos tem scnsibilidade
homogénea quanto a radiagio uv.

Como fol visto anteriormente, ocorre a absorgdo pelo
meio liquido, e a intensidade da radiagio nio ¢ homogénea
nas camadas liquidas, Assim, pode-se fazer uma correglio
na equagdo {6), unindo-a com a equagio (35):

30

N _&ﬁ(l_eﬁa,x)

In— =~
o a.x

(D
As cdmaras de desinfecgdo com radiagio uv sfo

conhecidos como reatores fotoquimicos. Ha vérios tipos

de reatores fotoquimicos como os de lAmpadas emersas,

cilindricos de cAmaras huminosas coaxiais ¢ tipo radial
{Braun et ai., 1985).

METODOLOGIA

Reator Fotoquimico: o reator utilizado foi o do tipo

120x40x10 cm

refletor de aluminio

. dmpada de
ultravicleta

- ” e s
%///
. =

. e e calha: 120x40x10 om
\\J/

de ldmpada emersa, construido em aluminio polido. A fi-
gura 1 apresenta o reator ¢ suas dimensdes.

FIGURA 1 - Esquema do reator de ultravioleta

A parte inferior ¢ chamada de calha onde € colocada
a dgua a ser desinfetada. Separadamente, foi construido
um reservatorio auxiliar onde sdo realizadas as medigSes
de cloro residual, inativagdo do mesmo ¢ posierior conta-
minagio com 08 MICIOrganisimos.

Lampada: fot utilizada uma ldmpada de ultravioleta
de baixa-pressio de vapor de mercurio (marca General
Eletric) de poténeia nominal de 30 W.

Clore Restdual: para medir o cloro residual utilizou-
se 0 método da orthotelidina, através de um medidor de
“Hellige”, equipado com disco colorido.

Absorbancia: medida com um espectroftometro
marca Micronal B382, utilizando cubeta de quartzo com
caminho optice de | om, ¢ comprimento éptico de 234 nm,

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

Dose de radiagiio ultravioleta: foi determinada atra-
vés da equagdo (1), sendo a ntensidade considerada como
apresentada na equagfo (3).

Parmetros Bioldgicos: para avaliagfo da qualida-
de microbioldgica da dgua, uma alternativa foi a pesquisa
de organismos indicadores de contaminagio fecal. Como
indicadores de contaminacdo fecal foram utilizadas cepas
de Escherichia coli (ATCC 23922 ¢ Enterococcus fuecalis
{ATCC 7080). Foram utilizados também outros micror-
£anismos, Como:
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Aeromonas hydrophila (IAL ~ 1961} que tem sido
isolada de amostras de dguas cloradas ¢ de fezes de ani-
mais. E um patdgeno importante, principalmente, para os
mdividuos imunodeprimidos;

Vibrio cholerae (569-B nflo toxigénico — AL 1954,
este organisme € excretado em grande nimero de pacien-
tes com colera ¢ convalescentes, A doenga ¢ transmitida
primeiramente pela rota fecal-oral, embora indiretamente
por dguas de abastecimento; _

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 145302) ampla-
mente distribuidas na naturcza. S8o patdgenos humanos
oportunistas, geralimente restrifos a pacicentes hospitaliza-
dos. Sobrevive por varios meses em agua a temperatura
ambiente, mulliplica-se em fluidos ¢ ambientes dnudos.

Realizou-se para cada microrganismo ¢leito, cepas
liofilizadas adquiridas na Seglo de Coleglo de Culturas
do Instituto Adolfo Lutz, uma suspensiio cm Brain Heart
Infusion(BHDBroth. Foram feitas diluicSes seriadas de
109 a 10 em caldo BHI, exceto para o ¥ cleacae que
foi utilizado agua peptonada alcaling ¢ semeaduras em
mceios seletivos ¢ diferenciais,pelo método de superficic e
em mecio para contagem padrio, a fim de quantificar a
carga microbiana inoculada na reservatério auxiliar, Para
as contagens padrio em placas uiilizou-se o meio Plate
Count Agar e a metodologia recomendada pelo “Standard
Mecthods for Examination of Water and Wastewater”. Para
identificacio e guantificagio da E coli foi utitizade o
meio Mc Conkey Agar, para o E. foecalis o meio Agar
Sangue, para a 4. hydrophila o meio Acromonas
Medium(Bile-salt-Irgasan-Brilliant Green — Agar), para
oV cholerae omeio TCBS( Thiosulfate Bile-salt Sucrose
Agar) ¢ para a P aeruginosa o meio Cetrimide Agar,
Nas amostras coletadas antes ¢ apds a incidéneia da luz
a metodologia utilizada foi a mesma descrita para
quantificar a carga microbiana.

Operaciio do Sistema: o reator eperou no sistema de
batelada (fluxo mtermitente), utilizando dgua do servigo
de abastecimento publico de Campinas - SANASA. Devido
a utilizagdo desta dgua, houve a necessidade de inativar o
cloro residual combinade com tiossulfato de sodio (soluglio
a 3 %) na proporgdo de 0,1 mi para cada 100 ni, suficiente
para newtralizar até 5 mg/l de cloro. Apés a inativagdo, a
agua foi contaminada com o microrganismo em estudo, ¢
coletada wina amostra para obter a concentragdo inicial
(UFC/ml). Estas primeiras amostras foram coletadas do
reservatdrio auxiliar, A dgua contaminada foi colocada no
reator até a alfura da lamma ¢ dgua de 4 om (volume de
19,2 Litros). Entdo, o sistema foi fechado, operando por 90
segundos, coletando-se amostras a cada 135 segundos. O
esquema de amostragem pode ser visto na tabela 1.

Os resultados foram analisados segundo a cquagso
(7}, com o objctivo de obter a constante d¢ inativacdo
ultraviolcta (k) para cada microrganismo, bem como veri-
ficar a eficiéneia de inativagio,

TABELA 1 - Esquema de amostragem

Amesira Laocal Tipo Tempo
1 Reservatério verificagio do cloro residual -
Z Reservatério inativagio do cloro residual -
3 Reservatdrio isengllo de conlaminagio -
4 Reservatorio nimere inicial de microrg. -
5 sistema LIV Irradiada 158
G sisterna UV Irradiada s
7 sistena UV Irradiada 43 s
8 sistema UV Irradiada 60s
G sistema UV Irradizda 758
19 sistema UV Irradiada 90s

RESULTADOS E DISCUSSAO

A absorbincia medida foi de 0,085 cm”?, utilizando
a agua destilada come solugdo branco. A tensidade de
radiagio ultravioleta foi de 06,0935 nW/em?®, Entiio & inten-
sidade média (cquagdo 5) for de 80,5 uWs/em?®. A dose de
radiagfio ultravioleta (equagfo 1) para cada tempo de co-
Ieta, pode scr observada na tabela 2.

O tempo de exposigio de 90 s fol suficiente para
inativagfio de 100% dos microrganismos, exceto o
Enterococcus faecalis que sofrew uma inativagio de
99,99%. Ainda, este tempo de exposigdo ¢ sempre inferior
aos outros desinfetantes. Os resultados experimentats s&o
apresentados na tabela 3. bucialmente, a Escherichia coli
e a Aeromonas hydrophila foram os microrganismos mais
resistentes, ¢ o Vibrio cholerae ¢ a Pseudomonas
aeruginosa foram os menos resistentes, A figura 2 mostra
a relagdo entre a taxa de sobrevivéncia (N/N) em fungdo
da dose de radiagdo ultravioleta aplicada para cada mi-
crorganismo.

Com base nos resultados, os dados experimentais fo-
ram analisados segundo a cinéfica de inativagiio represen-
tada pela equagiio (7), com o objetivo de estimar o valor
da constante de mativagio (k) com radiagio ultravicleta.
(s valores das constantes cstio apresentadas na tabela 4,

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

TABELA 2 - Dose de radiacdo ultravicleta

Tempe Dose
{s) {uWs/em®)
I3 1207,30
30 2415
4% 3622,50
60 4830
75 6037,30
90 7245
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TABELA 3 - Resuitados Experimentais: relagio entre a taxa de sobrevivéncia (N/N_) em fun¢do da dose de
radiagio ultravioleta aplicada para cada microorganismo

Pardanetros Evcherichia FPseudomonas Aeromonas Enferococcus Vibric
cali ACrHRINOsa fiydrophila Suecalis cholerae
Concentragio Iniciaf 2,0x10° 9.30x10° 1,70510° 7,60x10° 2,20x10
(Ng— UFC/ml)

Fragiio de 185 0,1535 3,0083% 0,0823 {1.03547 3.,0191
sobrevivéncia 3ib s 0,06 G,00183 00,0129 0,02632 0,0027
{N/Ng) 455 3,00273 G,00094 0,0071 0,02368 1]

66 s 0,6003 G,00025 0 060184 -
78s 0 3,00003 - 0.00132
96 5 - 0 - 000062 -
Porcentagem de I18s 84,45 99,16 91,76 96,05 98,09
Desinfeccio 305 94,00 99,82 98,70 97,37 99,73
(%) 455 99,73 99,90 99,29 97,32 160
6is 99,97 59,07 160 99,81 -
TS s 100G 99,99 - G99 .87 -
90 5 - 100 - 9599 -

FIGURA 2 — Taxa de sobrevivéncia cm fungic da dose de radiagio ultravioleta para cada microrganismo
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A relagdo que se estabelece para a constante k entre 08
microrganismos analisados ¢ dada por:

= e .
E.coli kA..‘{ydmphiia tichulérae Faerugingsa

£ faeculis’

Esta relagdo da taxa de mativagdo ¢ importante para
estabelecer critérios para escolha do methor indicador deo
contaminag¢fo, quando se trabalha com radiagdo
ultravioleta. Entflo, para a mesma quantidade micial de
MICTOIganismo, a ££.coli ¢ o prumeiro mcrorganismo a ser
inativado, ¢ o £ foecalis, o Gitimo. Porém , a resisténcia
ao desinfetante é apenas um dos requisiios necessario para
um microrganismo ser congiderado um indicador de con-
tannnacdo focal, outros requisitos como Cstar prescaic seme
pre em maior guantidade que os patégenos, andlise

laboratorial rapida, ndo sc reproduzir fora do ntestino, ¢
facilidade de detectar e quantificar devem ser levados em
consideragdo. Desta forma, um bom indicador de conta-
minagdo seria a Escherichia coli conjuntamente com o
Enterococcus faecalis.

A determinacio da dose de radiagio ultravioleta ¢
um dos principais fatores da confiabilidade do sistema.
Nio ha ainda no Brasil, uma regulamentagdo oficial indi-
cando gual deve ser a dose minima exigida para inativagio
satisfatoria, isto ¢, dentro dos padrdes de potabilidade, A
US Publi Health Service ({0bin et al., 1983} recomenda
que a dose minima deve ser de 16.000 pWs/em? em todo
reator de desinfecedo. Esta dose é suficiente para inativar
a maioria dos microrganismos patogénicos, principatmen-
te bactérias. A dosc para wativagio de 100% de E.coli é
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TABELA 4 - Valor da constante de inativagfo (k) com
radiagdo ultravioleta para cada microorganismo

Mierorganismeo Clonstante de Coeliciente ife
ik

Inativagiio Correlagio
k (pWsfem®y! {r)
E.eoli 2,50x107 -0,542
FLaeruginosa 1,74x107" 0,971
A dydrophila 2,20x10° 0,932
£ faccalis 1,23x10° 0,950
V.cholerae 2.07x16°2 -0,979

de 6.600 uWs/om?, e para Paeruginosa é de 105300 mWs/
cem® (Tobin et al., 1983), Os valores encontrados neste tra-
balho foram de 5.750 pWs/om® para E coli, e 7.245 uWs/
cm® para a Paeruginosa. Esta comparagio limita-se aos
valores numéricos, ou seja, ndo osta se comparando valo-
res com o mesmo método para determinacio da dose. No
caso de wma padronizagio para calcular a dose, a compa-
ragdo poderia ser completa.

CONCLUSOES

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

desinfecgdo com radiagdo ultravioleta, como:

- ainativagio dos microrganismo ocorre em um tem-
po de exposigdo (ou contato) menor quando comparado
com outros desinfetantes utilizados;

- a dose de radiagio ultravioicta para inativagio
de 100% de E.coli (3750 uWs/em?) ¢ Pacruginosa
(7243 uWs/em?) sfio compativeis aos encontrados na
literatura;

- o cocficiente de correlagio foi sempre supcerior
a 0,932, demonstrando que a inativagio dos micror-
ganismoe comporta-se de acordo com a cinélica {eq. 7)
proposta;

- a FE.coli for o microrganismo de maior resisténcia
micial, seguida da A.Avdrophila. Enquanto que o
Veholerae ¢ a Faeruginosa foram os menos resistentes,
inicialmente;

- o [ faecalis foi o microrganismo mais resistente a
radiacio ultravioleta, sendo que apds 90 s ndo foi comple-
tamente inativado. A dosc de ultravioleta estimada para sua
mativagio total € de aproximadamente 10.500 uWsfcm?,

- O E faecalis pode ser um bom indicador de conta-
minagdo, principalmente s¢ utilizado em conjunto com a
E.coli,
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ABSTRACT: Ultraviolet radiation has been accepted as an alternative to chlorination for disinfection
of walcr. The objective of this work Is microorganism inactivation survey. A batch reactor, equipped
withultraviolet lamp, was used in the tests. E.coli, Paeruginosa, A hydrophila, E. faccalis e Vicholerae
were the microorganism emploved for the study of inactivation. The E.coli was the bacteria with the
strongest initial resistance but the greatest inactivation constant, £ frecalis was the most resistant.
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PRADO, GUILHERME ¢ col. - Eleito do ferro na biossintese de aflatoxina B, por Aspergiilus flavus IMI
190443 apds inoculacfio e dois gendtipos de amendoim. Rev. fnst. Adolfo Luizz 37(1y: 35-39, 1998,

RESUMO: Avaliou-se a producdo de aflatoxina B, pelo Aspergilius flavis 1ML 190443 e semen-
tes de amendoim, gendtipos Tatu Vermelho ¢ VRR-245, cultivados no Centro Experimental do Institu-
10 Agrondmico de Campinas em {994/1995 e submetidos a adubagfio com sulfato forroso. Apds a
colheita, os griios de amendoim foram previamente autoclavados a 121 °C por 20 minutos, e inoculados
comuima suspensio de csporos do Aspergiiius flavus TMI 190443, em 1rés concentragtes: 10°, 104 ¢ 107
esporos/mL. Observou-se uma menor produgio de aflatoxina B no gendtipo VRR-245, mcicpwdcnie
da concentragio de esporos de Aspergilius flavus IMI 190443 (10°, 10*¢ 10° espores/ml) e do trata-
menfo com ¢ sem sulfato ferroso (p<6,03), quando comparado ao Tatu Vermelho. Verificou-se uma
menor contaminagio com aflatoxina B, nos gendtipos Tatu Vermelho ¢ VRR-243, apds adubagio ¢

inoculagiio com Aspergillis flavus TMI 190443, apenas na concentragiic de 10* esporos/ml.

DESCRITORES: Amendoim; Aspergillus flavis; aflatoxina B ; adubagdo; sulfato ferroso.

INTRODUCAQ

Aflatoxinas sfio produtos do metabolismo secunddrio
de Aspergillus flavus e Aspergillus parasificus, ocorren-
do apds a fase de crescimento cxponencial dos fungos™?
podendo contaminar as culturas no campo, os grios du-
ranfe o armazenamento ¢ o$ produtos alimenticios desti-
nados ao consumo humano, aprgscntando atividade
carcinogénica, teratogénica e mutagénica'®.

A contaminagio dos alimentos com fs,mgos toxigénicos
esta geralmente relacionada com condigbes ambicntais de
cultivo ¢ armazenamento. Segundo ELLIS eralii® os prin-
cipals fatores que regulam o crescimento do fimgo ¢ pro-
dugiio de aflatoxina podem ser ambientais (temperatura,
atividade de agua, intensidade de luz, pH), quimicos (tipo

de substrato, tipo de nutrientcs, agentes antifungicos) ¢
biologicos (var nblhd’ldc da ]mhagun & competicio com a
mucroflora).

No Brasil, o niimero de trabalhos que abordam a con-
taminagdo de aflatoxinas em amendeim € muito maior
quando se compara com outros substratos'®, sendo que o
processo de produgio de aflatoxinas pode ser interrompi-
do mediante aquecimento ou refrigeragdo’. Entretanto,
métodos utlizados para a destruicio da aflatoxina ja ela-
borada ndo sdo totalmente efetivos®,

Dessa forma, alternativas voltadas pam a prevengfio da
contaminagio dos alimentos ¢ a produgio de aflatoxinas sio
linhas de pesquisa em desenvolvimento, como: novos gendlipos
de amendoim resistentes a infoegdo do fungo ¢ a produgio de
aflatoxing®; praticas agricolas recomendadas, como a iriga-

"Fundagio Ezequicl Dias - Divislio de Bromatologia ¢ Toxicologia - Rua Conde Pereira Carneire, 80 - Gamelcira - Belo

Horizonte/MG - 30310-010
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céio adequada para manter a atividade de agua do griio superi-
or a 0,95, valor minimo necessario para a formago dos
estithbenos fitoalexinas, substancias naturais de defesa das plan-
tas contra a invasfo fimgica'”, e a utilizagio de solos para
cultivo de amendoim com maior refenciio de agua ¢ menor
aeraciio, onde os niveis de contaminagio sdo menores™”.

A uatilizacdo de substdncias quimicas para evitar a
contaminacao com fungos e/ou a produgdo de aflatoxinas
¢ também objeio de estudos de alguns pesquisadores.
GUPTA et glii* e PRADO er glii.V'* observaram uma
correlagiio entre niveis de metais e produgfio de aflatoxinas.
REDING et afif’® notaram uma menor contaminaciio de
amendoim com aflatoxinas, apés inoculagdio com
Aspergilius parasiticus NRRL 5139, quando solos foram
suplementados com sulato de cdleio em diferentes niveis.
PRADO trabalhando com amendoim em grio, gendtipo
Tatu Vermetho, observou que aluminio, ferro, niquel e zin-
co, em diversas conceniragles, mmibia a produgio de
aflatoxina B, quando se inoculava o Aspergillus flavus
NRRIL 6513 226 °C durante 7 dias. E que o ferro, nas trés
conceniracdes estudadas (40, 80 e 160 ug/g y além de ini-
bir a biossintese de aflatoxina impedia tolalmente o cres-
cimepto vegetativo do fungo.

O objetivo deste trabalho foi verificar a influénciade
Fe (Il) na produgdo de aflatoxina B, pelo Aspergillus flavus
TMI 160443, apds adubagio com sulfato ferroso, durante
o plantio dos gendtipos Tatu Vermelho, o mais plantado
no Brasil, e VRR-245, origindrio da India e citado na lite-
ratura como resistente 4 produgo de aflatoxina’.

MATERIAL E METODOS
Planejamento experimental

O plantio foi executado no Centro Experimental do
Instituto Agrondmico de Campinas, no dia 19/11/94, em
solo classificado como Latossolo Roxo. O ensaio foi im-
planiado segunde o delineamento experimental em blocos
casualizados em parcelas subdivididas, com 4 repetiges.
As subparcelas consistiram dos tratamentos com e sem
adicfo de ferro, via adubagiio em cobertura com sulfato
ferroso. As parcelas principais consistiram de dois
genotipos de amendoim: Tatu Vermelhoe VRR-245. Cada
parcela experimental apresentava 5 linhas Gteis de aproxi-
madamente 50 planias/linha, com espacamento de 0,70
entre linhas. A drea Gtil por parcela foide 17,5 m*. A co-
theita foi efetuada em 20/03/95.

Gendtipos estudados
O gendtipo Tatu Vermelho € do gropo Valéncia, larga-

mente difundido nas regides produtoras de amendoim do
Brasil, principalmenie no estado de 880 Paulo. As plantas
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sdo de porte ereto, ciclo curto e produzem vagens com pre-
domindncia de 3 a 4 sementes/vagem. O gendtipo VRR-
245 foi introduzido no ICRISAT (International Crops
Rescarch Institute for the Semi-Arid Tropics), India. £ de
ciclo curto, vagens com duas sementes pequenas, de pelicu-
la clara.

Tratamentos efetuados

Foram aplicados aos 35 dias do plantic (inicio do
florescimento) 180K g/ha de sulfato ferroso, o equivalente
a 50K g/ha de ferro. O modo de aplicagio foi adubagio em
cobertura, consistindo em esparramar o produto no solo,
ao longo da linha das plantas, préximo a regifio do colo,
seguido de leve incorporporagio com solo.

Dados climéaticos

Durante o ensaio, o indice pluviométrico de novem-
bro/1994 a marco/1995 foi de 1255,4 mm. A temperatura
médxima alcangada for de 35,4 °C ¢ a minima de 14,6 °C.

Amostragem

Foram obtidas amostras de cada gendtipo, com ¢ sem
terro, formadas a partir da mistura de grios das respectivas
quatro areas cultivadas. Para o laboratdrio foi enviado, en-
tdo, 5.0 Kg/amostra, em um total de 4 amostras.

Preparo das amostras

Para a determinagio inicial de aflatoxinas e metais as
amostras foram previamenie moidas ¢ homogeneizadas.
Posteriormente, foram passadas em peneira pldstica de
abertura 20 mesh. Seguiu-se guarteamento até 1,0 Kg.

Para a determinacio da atividade de agua utilizou-s¢
griios inteiros, sem nenhum tratamento prévio.

Para a determinagio de aflatoxinas, apds inoculagio
de uma cepa de Aspergilius flavus, grios de amendoim
foram previamente autoclavados a 121 °C por 20 minutos
para a destruigdo da microbiota natural,

Cepa de Aspergillus flavus

Foi utilizada uma cepa de Aspergillus flavus IMI 190443,
isolada de pistache da Turquia, forte produtora de aflatoxina
B,, do lnternational Mycological Institute (Inglaterra).
Metodologia

Determinagdo da atividade de agua

Para a determinacdo da atividade de dgua, aproxima-
damente 10g de amostra foi picada e colocada no aparetho
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“NOVASINA”, pré-calibrado com solugSes salinas
saturadas conforme orientagéo do fabricante.

Suspensdo de esporos

Cepa de Aspergillus flavus IMI 190443 foi inoculada
em placa de Petri contendo ¢ meio de Agar dextrose batata.
Seguiu-se cubagio por 7 dias a 37 °C. Apds a esporulaciio,
uma alca de platina cheia de esporos foi colocada em um
tubo de Eppendorf, contendo aproximadamente 2 ml. de
Tween 0,1%, e agitado por | minuto para dispersdo dos
esporos, Transferiu-se entdo 200 pl desta suspensiio para
um Erlenmeyer de 250 ml., contendo 25 mL do meio de
Agar dextrose batata. Tncubou-se a 37 °C por 7 dias para
esporulacio. Adicionou-se 20 mb. de Tween 0,1% no fras-
co e 10 pérolas de vidro. Agitou-se gentilmente e pipeton o
sobrenadante para um outro Erfenmeyer. O nimero de
esporos/mL da suspensdo foi calculado e ajusiado para 107,
10* ¢ 10” esporos/mL. A contagem e o clculo do ndmero
de esporos/mlL foi feito através da Camara de Neubauer.
Para a inoculagéo, utilizou-se 5 mL dessa suspensio para
15g de amendoim previamenie autoclavado, em 4 repeti-
¢Bes, Seguiu-se incubacdo por 7 dias a 25 °C.

Determinagdo de aflatoxinas

Foi utilizado o método descrito por SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYA'Y para a quantificacio de
allatoxina B, nas amostras iniciais ¢ apos inoculagdo ¢
incubacio.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados e submetidos
4 analise de varifincia, adotando o modelo {atorial 2x2, em
que os fatores eram gendtipo ¢ adubaglo com e sem sulfa-
to ferroso.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

N#o foram detectadas aflatoxinas no inicio do experi-
mento nas amostras analisadas, sendo que os valores de
atividade de dgua variaram de 0,49 a 0,55, o que demons-
tra que todas as praticas agricolas recomendadas para o
cuitivo do amendoim foram executadas.

Os elevados teores de aflatoxina B, obtidos na pre-
sente investigacio (TABELA 1), podem ser atribuidos a
potencialidade toxigénica da cepa utilizada, condigdes
adequadas de temperatura ¢ umidade utilizadas ¢ auséncia
de uma microbiota natural competitiva destruida pelo aque-
cimento.

Independente do gendtipo e do tratamento com e scm
ferro, os malores niveis de aflatoxina B, foram obtidos
quando a concentrag¢do de esporos de Aspergillus flavus
inoculada era de 10* esporos/ml., observando-se um de-
créscimo nos teores de aflatoxina B, quando o tamanho do
inoculo era de 10°e 10° esporos/mlL. .

Independente da concentragio de csporos de
Aspergillus flavus (10°, 10* ¢ 10° esporos/mL.) e o trata-
mento com ¢ sem sulfato ferroso, os niveis de aflatoxina
B, encontrados nos grios do gendtipo VRR-245 foram
inferiores e variaram sigrificativamente (p <0,05) em re-
lagBo aos determinados no Tatu Vermelho. Tais resultados
confirmam o aiributo do gendtipo VRR-245 em apresen-
far wma maior resisténeia a produgdo de aflatoxnas™”.

Considerando-se a aplicaciio de sulfato ferroso em
cada am dos gendtipos estudados, observou-se que nos
grios de amendoim do gendtipo Tatu Vermetho, inocula-
dos com Aspergillus flavus (107 esporos/mL), os valores
de aflatoxina B, diferiram significativamente (p < 0,05),
indicando um efeito positivo da adubagio, visto que os
valores encontrados de aflatoxina B, nas amostras trata-
das com ferro foram praticamente a metade dos niveis de-
terminados nas amostras sem ferro.

No genotipo VRR-245, no foi observado diferen-
¢a significativa entre os niveis de aflatoxina B, nos grios
tratados e nfio tratados com ferro, indicando que talvez a

TABELA 1

Teores de aflatoxina B, de dois gendtipos de amendoim, Tatu Vermeltho e VRR-243, cultivados em latossolo roxo,
com e sem adubagfo com sulfato ferroso, ¢ inoculados com Aspergillus flavus IMIE 190443,

Affatexing By yong”

Tratamentos
A, flavees IVIT 190443 { esporos/mL)

Com adabaciio W iy 10°
Tata Vermelho 34,25, 88,30, 53,20,
VRR - 245 11,55, 36,28, 37,30,

Sem adubacgio
Tatu Vermetho 63,30, 73,58, 55,75,
VRR - 243 14,33, 31,45, 30,90,

* Médias (4 repeticles ) seguidas da mesma letra na verticaf ado diferom entre 8§ pelo Teste ¥ ao nivel de 5% de probabilidade.
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mator resisténcia natural desse gendtipo tenha prevalect-
do, quando a concentracio de esporos de Aspergillus flavus
era de 107 espores/mL. Entretanto, em concentracdes mais
elevadas, 10* e 10° esporos/mL, os niveis de aflatoxina B,
foram maiores nos griios provenientes de solo adubado
com ferro, ao nivel de significncia de 5%, indicando que
a planta deve apresentar um limite natural de resisténcia
o/ou que a adubacfo possa ter afetado sua fisiologia.

No genétipo Tatu Vermelho, ndo houve diferenga
significativa entre os niveis de aflatoxina B, encontrados
nos grios tratados ¢ ndo tratados, guando a concentragio
de esporos de Aspergillus flavus era de 10° e 10° esporos/
ml., indicando também que o efeito tamanho do indculo
tenha prevalecido sob o efeito tratamento com ferro.

CONCLUSAQ

Os resultados obtidos revelaram uma maior resistén-
cia do genotipo VRR-245, origindria da India, em relaciio
ao Tatu Vermelho, o mais cultivado no Brasil, quanto &
producao de aflatoxina B, apds inoculagdo com uma cepa

produtora, em condicles ideais de temperatura e umidade.
Pesquisas que envolvam verificacéo da contaminagio na-
tural dessas duas variedades com aflatoxina B, no perio-
do pos-colheita e durante o armazenamento, podem ratifi-
car esse atributo do genétipo indiano e servir como alter-
nativa aos produtores no Brasil.

A menor contaminagio com aflatoxina B, do gendtipo
Tatu Vermelho, apos adubagio com sulfato ferroso ¢
inoculagdo com dspergillus flavus (10° esporos/mL), ¢ um
dado promissor, mas que deve ser testado em outras con-
di¢es experimentais para ratificar um possivel efeito pro-
tetor do ferro,

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Fundag@o de Amparo a Pes-
quisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pelo apoto
financeiro e ao Dr. Benedito Corréa do Instituto de Cién-
cias Biomédicas/USP pela determinacio da atividade de
agua das amostras de amendoim.

RIALA 6/824
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SUMMARY: EFFECT OF IRON ON THE BIOSYNTHESIS OF AFLATOXIN B, BY Aspergiflus
flavus IME 190443 AP TER INOCULATION IN TWO PEANUTS GENOTYPES. Production of aftatoxin
B, by Aspergillus flavus 1M1 190443 in peanuts seeds from Tatu Vermelho and VRR-245 genotypes
was evaluated. They were raised in Campinas Experimental Center of Instituto Agrondmico during
1994/1993 and the ground was supplemented with iron sulfate. After harvested seeds were autoclaved
at 121 °C for 20 minutes and inoculated with Aspergillus flavus spore suspension in three concentrations:
16° , 10" e 10° spores/mL. The production of aflatoxin B, was less in VRR-245 genotype even so the
concentration of Aspergillus flavus was different (107, 107 ¢ 10° spores/mL) and the supplementation
was with or without iron sulfate ( p<0,05 ), when it is compared to Tatu Vermeiho. A less amount of
aflatoxin B, was found in Tatu Vermetho and VRR-245 genotypes when it was supplemented and
inoculated with Aspergilfus flavus only at the concentration of 10° spores/mi..

DESCRIPTORS: Peanut; Aspergillus flavus; aflatoxin B, ; supplementation; iron sulfate.
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RESUMO: A diversidade de produtos alimenticios adicionados de vitaminas, inclusive de vitamina
A, vem aumentando no Brasil e o controle desses produtes € necessario. Os obietivos desse estudo foram:
1} verificar o teor de vitammina A cm alimentos enriquecidos avaliando a concentragio em relagfio ao
declarado no rétulo; 2) verificar a variabilidade dos niveis de enriquecimento desse nutriente em diferen-
tes amostras de nm mesme produto; 3) avaliar a quantidade de vitamina A oferecida em uma porgio
individual de cada alimento em relagfio 3 Dose Didria Recomendada (DDR) pelo National Research
Council. Foram estudados 20 produtos enriquecidos. A concentragfio de vitamina A foi determminadaem 3
amostras provenientes de lotes diferentes de cada produto, totalizando 100 amostras. Dentre as amostras
avaliadas, 43 apresentaram leor de vitamina A na faixa compreendida entre 20% abaixo e 20% acima do
dectarado no rétulo, 14 amostras apresentaram teor abaixo dessa faixa ¢ 41 acima. A maioria dos produtos
apresentou niveis de enriguecimento homogénec em cinco amostras diferentes. Os alimenios estudados
supriam de 18 a 120% das DDR e uma porgiio Unica. Sugere-se que a legislagio brasileira estabelega,
para alimentos enriquecidos, nivels minimo e wdximo de vitamina A por porgfo didria habitualmente
consuinida; gue sc csienda o beneficio dos alimentos enriquecidos com vitamina A as populaces de baixa
renda através da adicio desse nutrienie nos alimentos consinidos pela mesma; que sc avalic melhor os

alimentos que ndo podem ¢ aqucles que podem ¢ devem ser enriquecidos.

DESCRITORES: Vitamina A, alimentos enriquecidos, legistagiio, porcentagem da Dose Didria

Recomendada, teor de enriquecimenio.

INTRODUCAOC

O enriquecimento ou fortificaglio (nutrificagio™) de
alimentos tem sido realizado em muitos paises do mundo,
principalmente com vitaminas e mincrais, com 0 objetivo
de prevenir a deficiéneia de nutrientes®™ . Além disso, o
coriquecimento de alimentos vem se tornando cada vez

malis mmportante do ponto de vista de markering, atramdo
consumidores ¢ proporcionando acs produtos uma posi-
¢fio mais sofisticada no mercado.

Ne Brasil, a oferta de alimentos enriquecidos com
diversos nutrientes, inclusive com vitamina A, vem au-
mentando e tem-se atualmente disponiveis no mercado pro-
dutos carneos, lcites ¢ derivados, sorvetes, achocolatados,

*  Trabalho apresentado no IV Congresso da Socicdade Brasileira de Alimentagio ¢ Nutrigdo, 2 — 3 Dezembro de 1996, Sdo

Paulo - SP.

** Do Instifuto Adobo Lutz - Laboratorio T de Ribeirdo Preio

Rua Minas, 877 - Campos Eliseos - CEP 14085-410 - Ribeirdo Preto - SP
#4+% Da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP - Disciplina de Nutrigio
Av, Bandeiranigs, 3900 - CEP 14049900 - Ribeirio Preto - SP.
® O termo “nutrificagiio” foi sugerido por §. C. Bavernfeind para cvitar a confusdo que cansam as diferengas trivials entre termos

5% 6

como “fortificaciio”, “enriquecimento” £ “restauracfio” englobando wm conceito inice de “adicfo de nutricntes aos alimentos”,
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produtos a basc de cereais, pos para mingaus e pds para
milk shakes, entre outros, Estes produtos slo, entretanto,
consumidos com maior frequéneia por pessoas das classes
média ¢ alia, nfo atingindo as populagdes de baixa renda
onde a deficiéncia de vitamina A ¢ outros nutrientes é mais
fregiicntemente observada, inclusive como problema de
Saude Pablica & 114322327 Yarios alimentos, consumi-
dos por mdividuos de todas as classes sécio-econdmicas
principalmente as menos privilegiadas, tm sido estuda-
dos no Brasil ¢ no mundo ¢ apontados como bons veiculos
para o enriquecimentc com vitamina A, como por exem-
plo o 6leo de soja 121213 g arrez U9, a farinha de trigo®,

Até a presente data ndo existem regulamentos comuns
para o enriquecimento de alimentos nem mesmo nos pai-
ses do Mercade Comum Europeu, sendo que cada um pos-
sui suas proprias leis,

Na legislagio brasileira, a Resolugdo 12/78 do
CNNPA® traz os pardmctros para csses tipos de alimen-
tos. De acordo com cssa Resolucde, para que os alimentos
cnriquecidos de vitaminas ¢/ou sais minerais possam ser
assim denominados, devem fornecer na porgio média dia-
ria ingerida 60% no minimo da Dose Diaria Recomenda-
da (DDR} para adultos segundo o National Rescarch
Council, 1974 %% E permitida a adiglo de até 100% a mais
de vitaminas, exceto vitamina D, para compensar as per-
das eventuais decorrentes do tempo de anmazenamento do
alimento, scndo que esse excesso de adigdo deve ter sua
nceessidade comprovada,

Nos Estados Unidos as férmulas infantis, por exem-
plo, possucm nivels adequados ¢ limites superiores para
vitaminas A e E aprovados pelo FRA (Food and Drug
Administration), Na Europa, somente nutricntes que
suprem pelo menos 15% da DDR pedem ser mostrados no
rétulo, mas os limites superiores nem sempre estio ¢sta-
belecidos®®. Na Gri-Bretanha, um alimento enriquecido
deve suprir 50% das recomendagdes por porgio didria
habitualmente consumida®”. A Franga, com regulamen-
tos mais rigidos, determina os alimentos que podem ser
enriquecidos ¢ estabelece que os mesmos devem conter de
15 a 40% das recomendagles por 100 Keal do produto
acabado ™™, A Suiga, que tem longa tradigiio na drca de
enriquccimento, permite declaragiio de 1/3 da DDR até,
no maximo, I DDR por por¢io didria do alimento enri-
quecido, sendo que esses produtos sdo anualmente
colctados no comércio e analisados por dois institutos
especializados. 4429

O controle dos alimentos enriquecidos € importante
para proteger o consuntidar de declaragoes enganosas con-
tidas nos rétulos ¢ possiveis doses altas em quantidades
toxicas, principalmente quando se trata de nutriente como
a vitamina A a qual nio deve ser ingerida abaixo das reco-
mendagdes mas, tambdém, ndo deve ser ingerida em quan-
tidades excessivamente altas, principalmente duranie a
gestagio®?)
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Os objetivos desse estudo foram: 1) verificar o teor
de vitamina A em alimentos enriquecidos avaliando a con-
centragio em relagdo ao declarado no rotulo; 2) verificar
a variabilidade dos niveis de enriquecimento desse nutri-
ente em diferentes amostras de um mesmo produto; 3) ava-
liar a quantidade de vitamina A oferecida em uma porgio
individual de cada alimento em relagdo 3 Dose Diaria Re-
comendada (DDR) pelo National Research Council.

MATERIAL E METODO

a) Amostra

Foram estedados 20 produtos alimenticios enriqueci-
dos com vitaminas, inclusive com vitamina A, abrangen-
do 10 tipos de alimentos. De cada produto foram analisa-
das 5 amostras provenientes dc lotes diferentes, totalizando
100 amostras. Esses produtos foram adquiridos, ao aca-
so, om supermercados de grande ¢ médio porte da cidade
de Ribeirdo Preto - SP. Os produtos analisados foram: 3
marcas de achocclatados em pd, 3 de pos para mingaus, 3
de leites com chocolate em embalagem tetrapack, 3 de ce-
reals matinais, 3 de qucijos tipo pelit-suisse, | de comple-
mento alimentar, | de farinha lactea, 1 de leite esterilizado
integral, 1 produto carneo ¢ 1 pd para milk shake. Todas
as amostras estavam dentro de prazo de validade estabele-
cido pelo fabricante,

b) Preparo das amostras

A concentragio de vitamina A foi determinada logo
apos a abertura da cmbalagem em duas porgdes, sendo
que uma foi retirada da parte superior da embalagem ¢
outra da parte inferior. A concentragio final de cada amos-
tra foi obtida pela média das 2 doeterminagdes.

¢) Métodos analiticos

A vitamina A foi gquantificada pelo mctedo
colorimétrico {reaglo de Carr-Price), de acordo com o
A OQ.AC, 19959, Cada porgdo retirada da embalagem
foi homogeneizada ¢ uma aliquota variando de 10 a 20
g foi saponificada apds a adigdo de um volume de alcool
ciilico {mL}) igual a 4 vezes o peso {g) da amostra,
hidroxido de potassio 30% (p/v) (mL) igual ao peso (g)
da amostra ¢ 100 mg de hidroquinona. Para produfos
com baixo tcor de gordura for adicionado 1 g de dleo
de soja. A extragdio foi rcalizada com 100 ou 200 mL
de éter de petrdieo, divididos em 4 ou 6 fra¢des. Uma
aliquota de 5 ou 10 mL foi evaporada sob nitrogénio,
ressuspendida com clorofomio € a vitamina A determi-
nada a 620 nm apos adigdo do reagente de cor - TFA
cloroférmio (1:2).

Uma amostra de cada um dos 20 produtos foi, tam-
bém, analisada por cromatografia liquida de alta efici-
éncia, de acordo com Brubacher et al @, Apéds
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saponificdo e extracdo (como descrito acima), uma
aliquota de 3 ou 10 mL foi evaporada sob aitrogénio e
ressuspendida na fase mével (q.s.p. 10 mL). As condi-
¢des cromatogrificas foram as scguintes: equipamento
Shimadzu LC-9A, detector UV/Vis-modelo SPD-6AV,
coluna shim-pack-ODS (0,46 x 25 cm), precedida de
coluna de guarda ODS (C18) (0,46 x T em), fase movel
acetonitrila @ diclorometano: metanol (70: 20: 10), flu-
xo de 1,5 mL / min, sisiema simples de ¢luiglio, vazio
de 1,5 mL / min, lerfura a 325 nm.

As concentragdes das solugBes-padrio de retinol, nas
duas técnicas, foram corrigidas através da absortividade
do retinol om ctanol a 325 nm (E 1%, lem = 1850).

Foi calculado o coeficiente de correlagio entre os
resultados obtidos com as duas {écnicas. O cocficiente
de variagdo (%CV) para cada método foi calculado apds
analisc de um produto proveniente de uma mesma emba-
Jagemn (10 analises de leie estenilizado com chocolate),
Foi realizado teste de recuperagfio para cada produto es-
tudado, sendo a quantificacfo de vitamina A realizada
pelas duas téenicas.

d} Calculo da porcentagem (%) da Dose Didrda Recomenda-
da oferecida em uma por¢io individual de cada produto.

Para cada produto estudado foi calculada a % da Dose
Diaria Recomendada pelo National Research Council,
1989¢1 oferccida em uma porgdo individual,

A concentragdo de vitamina A utilizada para os cil-
culos foi obtida a partir da média das concentragdes en-
contradas nas 3 amostras de cada produto, apos a analisc.

As informagtes dos rétulos foram utilizadas apenas
para a estimagdo do peso ou volume de alimento consumi-
do em uma porgio individual.

Tanto a quantidade ingerida em uma porgfio quanto as
Recomendagdes Diarias foram para adultos, com excegio
dos quetjos tipo pefit-suisse e dos pds para mingaus, especi-
almente produzidos ¢ consumidos por criangas, para os quais
foram observadas a ingest3o e recomendagdes para as mes-
mas (DDR para aduitos = 3333 Ul/dia = 1000 ER/dia; DDR
para criancas de 1 a 3 anos = 1333 Ul/dia = 400 ER/dia).®)

RESULTADOS

A Figura I mosira o tcor de vitamina A enconirado
nas amostras de cada um dos produtos alimenticios estu-
dados em relagio ao declarado no rétulo,

A Tabcla | mostra o teor de vitamina A nos produtos
cstudados ¢ a faixa de variagdo obscrvada em 5 embalagens,
provenientes de lotes diferentes. A quantidade de vitamina A
oferecida por 5 produtos (pds para mingau A e C, cereais
matinais A ¢ B e qucijo pefir snisse A} variou bastante de um
lote para outro ( com uma variagio maior do que o dobro
entre o mener ¢ o maior valor obtide). Os achocolatados em
po A, BeC, oleite comchocolate A e B, o quetjo pefit suisse
C, a farinha lactea, o complemento alimentar, o leite esterili-
zado e o produto cameo foram dentre os produtos estudados,
08 que mostraram a menor varnagfo na concentragio de vita-
mina A entre os 5 lotes (com uma variagio de 1a 1,5 vezes
entre 0 menor ¢ o maior resultado obtido)

o 300 -
g ¢ Achovolatade A
% s Achocolatade B
& 250 . 4 Achocolatado £
<! s ‘:o" x PO mingau A
= ¥ POmingan B
s
2 2{0 o s PoémingauC
. i + leife Chocolate A
=) N + .
2 a - Leike Choecolate B
2 150 A . . A ® s - Leite Chocolate C
3 i .
L s ° . '},ﬁ . ¢ Coreal mating A
120 of M X X T R 5 Coereal mating B3
100+ * * £ e & & Cereal matingd C
L X% e . @ - < L
20 x hd S o Qucijo petit-sulsse A
# o : # Queijo petit-suisse B
30 * ¢ YT o s Quoijo potit-suisse C
* + Farinha Léictea
« Complemento alimentar
0 T 1 ¥ ; T ! = Leile Bster lizado
0 20 40 50 20 106 120 ~ Produto cirpeo
Amostra +  Pomilk-shake

Figura |

Vifamina A cmn alimentos enriquecidos (% do declarado)
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*

*

TABELA 1
Teor de Vitamina A em Alimentos Enriquecidos

Produio n Teor de vitamina A * {UI/100 g) Faixa de variagio
Declarado Observade

Achocolatado A 5 5000 3710.8 + 725,1 5057.5 6620,%
Achocolatado B 5 3004 3628,4 + 3883 3669,0 3841,0
Achocolatado C 5 3000 3198,7 + 205,1 2778,5 34550
P p/ mingau A 3 1700 16243 x 5181 954,3 22863
P65 p/ mingau B 5 1333 11811 + 2559 887.6 1553,8
P& p/ mingau C 5 1333 1298,3 + 401,0 508,8 1970,4
LeHe of chocolate A 5 730 820,1 + 51,3 750,92 872,8
Lete of chocolate B 5 1600 12269 + 1687 1622.4 14816
Leite of chocolate C** 5 TG - 1300 ** §329.3 + 7624 766,2 2313,7
Cereal matinal A 5 2775 21626 + 7142 1217,7 28718

oveal matinal B 5 2775 38976 + 1600,8 1319.4 5540,5

ereal matinal C 5 2081 3644,1 + 754,3 2852,6 47542
(ueijo petit-suisse A 5 3330 3050.5 + 972.4 1963,6 4630,8
Quieijo pelit-suisse B** 5 FLEL- 3104 15797 + 2348 12256 18628
Queijo petit-suisse C s 386 920,4 + 32,9 80,7 8679
Farinha laclea 5 1060 12984 + 2373 11366 17494
Complemento alimentar 5 1100 14336 + 1740,1 12296 16687
Leite esteritizado 5 1300 1996,8 + 56,9 19154 21513
Produto carneo 5 3000 2453,2 i 130,6 2276,8 26191
Pé p/ milk shake 5 3004 2546,1 * 76,2 21818 3957,5

Média + DP
** Produins aue apresentaram a quantidade declarada de vitaming A alterada duranie o perindo de estado.

FIGURA

Quantidade média de vitamina A oferecida em uma por¢do dos produtos estudados (YeDDR¥)

124+
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%BGDDR 60+
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Alimentos enriquecides

DDR = 3333 Ul/dia para adulto - De acordo com o National Research Council - Washington DC, 1989
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** DDR = 1333 Ul/dia para cnangas (1 a 3 anos) - De acordo com o National Research Couneil « Washington DC, 1989
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A Figura 2 mostra a quantidade média de vitamina A
oferceida em uma porgiio unica dos alimentos estudados,
em relagdo a Dose Diaria Recomendada.

Os resultados obtides pelos métodos colorimétricos ¢
CLAE, nas 20 amostras analisadas {1 de cada produto)

800G

CLAE (UL/100 g)

O ) ¥ T

apresentaram alta correlagio (r = 0,99, p <0,001), como
mostra a Figura 3, O coeficiente de variagdo (% CV) para
o método colorimétrico e CLAE foi respectivamente 5,2 ¢
3.9 (10 analiscs de leite esterilizado com chocolate, de uma
mesma embalagem). A recuperagfio obtida (média dos

pir n=20
y = 136,6 + §,95x
F=0,99

P <0001

300 40060

T ¥ 1

3000 6000 X0

Colorimétrico (UT7 160 p)

Figura 3: Corrclagio enire as conceniragdes de vitamina A obtidas com os métedos coloriméirico e CLAE

valores encontrados para os 20 produtos) foi 93,9 + 7.0%
¢ 95,0 + 8,2 respectivamenie para o métodoe colorimétrico
¢ CLAE.

DISCUSSAO

O método oficial para dosagem de vitamina A cm ali-
mentos descrito no AQAC, 1995 @ utiliza a reagfo
colorimétrica de Carr-Price. Porém, técnicas analiticas mais
modernas, como 0o CLAE, estdo sendo cada vez mais ufi-
lizadas ¢ acreditadas. Para os produtos aqui cstudados,
obscrvou-se uma alta correlagdo entre os resultados obii-
dos pelas duas téenicas, como mostra a Figura 3.

Os dados deste estudo mostram que praticamente me-
tade (45) das amostras analisadas apresentaram tcor de vi-
tamina A proxime ao declarado no rdtulo {na faixa endre
20% abaixo até 20% acima do declarado). Ottenta por con-
to das amestras apresentaran teor entrg 20% abaixo ¢ 100%
acima do declarado. De acordo com a Resolucio 12/78 da
CNNPA @, ¢ permitida a adigiio de até 100% a mais de
vitaminas, exceto a vitamina D, para compensar as perdas
eventuais decorrentes do tempe de armazenamento do ali-
mento. Apenas trés amostras continham menos de 50% do
declarado ¢ nenhuma delas teor inferior a 40%. Dentre ¢s-
sas 3 amostras, uma era do qucijo tipo pelif-suisse da mar-
ea B, uma do cereal da marca A ¢ uma do cereal da marca

B. Seis amostras apresentaram tcor ligeiramente superior
ac dobro do declarado. Dessas, cinco pertenciam a um mes-
mo produto {queijo tipo petit-suisse C) cujo teor observado
nfo ultrapassou 31% das recomendagdes didrias em uma
porgio individual, cm nenhuma das amostras,

Estudo realizado por Halen et al, 1989Y® na Sudcia,
com 121 amostras de produtos lacteos suplementados com
vitamina A ¢ D mostrou, em relagiio ao teor de vitamina
A, que 89% das amostras cstavam na faixa de 15% abai-
xo até 15% acima do declarado, 8% estavam abaixo dessa
faixa ¢ 3% estavam acima.

Os produtos aqui estudados, com teores de vitamina A
inferiores a 80% do declarado, de modo geral, niio apresen-
tavam {empo de prateleira avangado e inclusive, outras amos-
tras provenientes de fotes difcrentes desses mesmos produ-
tos, apresentavam tcores mais proximos ou superores a
100% do declarado, apesar de maior tempo de fabricagio,
Portanto, o tempo de armazenamento ndo pode ser aponta-
do como a causa desses baixos teores. Outras variavels como
temperatura ¢ umidade durante o armazenamento ndo fo-
ram verificados, A perda de vitamina A devido ao
armazepamento tem sido avaliada em oufros estudos, ¢ os
resultados mostram que o tempo de estabilidade dessa vita-
mina depende, entre outras variaveis, do alimento enrique-
cido, da umidade ¢ temperatura durante o armazenamento
G219 De qualquer forma, as inddstrias devem compensar

45



FAVARO, R. M. I} ¢ col. - Teor de vilamina A em alimentos emriquecidos, Rev frst. Adolfo Luiz, S701) 41.48, 1998,

as perdas que podem ocorrer durante o armazenamento,
para que durante o periodo de validade do produto o teor
de vitaminas esteja de acordo com o declarado no rétulo,
como previsto na resolucdo 12/78 da CNNPA O,

Os resultados desse estudo (Tabela 1) sugerem que,
para alguns dos produtos avaliados, o processo de produ-
¢iio ndio mantém niveis de enriquecimento adequadamente
homogéneos 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 nfio devido a quantidades muito acima
das declaradas. Esses produtos foram os pos para mingau
A e C, oscereais matinais A e B e o quetjo perif-suisse A. J&
os achocolatados em pd A, B e C, os leites com chocolate A
e B, o complemento ahmentar, o leife esterilizado e a far-
nha lactea mantiveram nas 5 amostras niveis de enriqueci-
mento adequados, ou seja, homogéneos e sempre proximos
de 100% da quantidade declarada no rotulo {10% abaixo
at¢ 50% acima), O quetjo petit-suisse  também fornecia
em todes os lotes, quantidades semelhantes do vitamina A,
porém sempre acima de 200% do declarado.

Quanto a quantidade de vitamina A oferecida pelos pro-
dutos agui avaliados (Figura 2), observa-se gue o leite com
chocolate em embalagem tetrapack da marca C e o leile este-
rilizado ofereceram em média 110 e 120% respectivamente,
da DDR de acordo com o National Research Council, 1989,
emt apenas wna porgdo individual de 200 ml, (um copo). O
queije petit-suisse da marca A também ofereceu 100% das
DDR para criangas em 45 gramas (um potinho}. A quantida-
de de vitamina A adicionada em uma porgdo 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 porglo por dia. Além disso, os consumidores destes pro-
dutos tem acesso, simultaneamente, a outros alimentos engi-
quecidos e/ou fonte natural de vitamina A.

Alguns produtos tiveram a quantidade de vitamina A
declarada no rotulo alteradas durante ou apos o periodo de
estudo. B o caso do leite esterilizado da marca avaliada que,
quando estudado, declarava 3000 Ul/200 mL ¢ passou, nos
(ltimos meses, a declarar 600 UI/200 ml. Quiras marcas
de leites esterilizados ndo analisados neste estudo apresen-
taram alteragtes semelhantes na quantidade de vitamina A
declarada. O queijo tipo petit-suisse da marca B no inicio
do estudo declarava quantidades semelhantes aos da marca
A oferecendo 100% da DDR para criangas em uma porcio
mas, em seguida, passou a adicionar imetade da quantidade
inicial. Ja o leite com chocolate em embalagem tetrapack da
marca C, que no inicio declarava 1500 U/ 200 mL passou
a 3000 UL/ 200 mL, durante o periodo de estudo. Essas
alteracdes demonstram que as proprias indiistrias, algumas
vezes, pereebem estar adicionando quantidades de vitamina
A inadequadas. De acordo com as nossas observagdes, ©s-
sas alteracGes quando ocorrem sdo geralmente demoradas.
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Portanto, a legislagfo brasileira para alimentos enri-
quecidos deveria estabelecer quantidades minima e maxima
de vitamina A a ser adicionada por porg¢io média didria
consumida. Essa faixa de variagfio auxiliaria principatmen-
te, as industrias com pouca experiéncia na area de adigiio
de nutrientes, a oferecer a seus clientes quantidades adequa-
das de vitamina A. Representaria, também, uma prote¢ao
ao consumidor brasileiro, uma vez que a vitamina A no
deve ser ingerida em excesso principalmente por gestantes,
cuja dose diaria segura, segundo a Organizacdo Mundial
da Saiide, nao deve ultrapassar 10000 Ul/dia ™ (3 copos
de leite com 3000 U/200 mlL, quantidade declarada por
algumas marcas de leite durante o periodo de estudo, ja ofe-
receriam 9000 U/ dia. De acordo com os nossos dados o
leite estudado oferecen em média de 5 amostras 3992 UV
200 mL e portanto 11900 Ul em 3 copos)

Dentre os alimentos estudados, os que continham me-
nos vitamina A supriam em uma Gnica porgdo de 18 a25%
da DDR (Figura 2) sendo que o consumo de 3 porgdes for-
neceria quantidades muito proximas de 60% da DDR, o
que esta de acordo com a legislagiio atual vigente no pais .
O produto a base de cereais A, os pds para mingaus das
marcas B3 e C e 0 po para milk shake apresentaram teor de
vitamina A inferior ao declarado em algumas das amostras
estudadas. e por isso ndo atingiram pelo menos 20% das
DDR em uma porgfic individual, quantidade essa que su-
priria 60% da DIDR com a ingestio de 3 porgdes.

Purante o periodo desse estudo, foi possivel observar
que novos produtos enriquecidos, inclusive com vitamina
A, foram lancados no mercado e que produtos jé
comercializados passaram a ser adicionados desse nutri-
ente. Alguns, inclusive, sdo alimentos que até entfio ndo
eram enriquecidos no Brasil, como por exemplo sorvetes,
Porém em nenhum dos casos tratava-se de produto ali-
menticio consumide pela populagio de baixa renda. De-
vido a importéncia da adi¢lio de nutrientes a alimentos
como aco preventiva de deficiéncia de micronutrientes,
alguns paises promulgaram leis que tornam compuisoria a
adicio de vitaminas e minerais em alimentos de largo uso
pela populacdio V9. A legisfagdo brasileira sé obriga adi-
cionar vitamina A nas margarinas (15000 — 50000 UV
K.g) para reproduzir a composigio de seu alimento suce-
déineo, a manteiga e o enviguecimento do leite em pé para
programas de alimentacio complementar ©,

CONCLUSOQES

I. £ necessario estender os beneficios dos alimentos enri-
quecidos com vitamina A as populagdes de baixa ren-
da. Isso € possivel com a adigfo de vitamina A 4 ali-
mentos de largo consuma pela populacio.

2. A legislagBo brasileira deve estabelecer teores minimo ¢
maximo de vitamina A para o enriquecimento de alimentos.
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3. E necessario avaliar ¢ estudar melhor os alimentos que po-
dem e devem ser enrigquecidos ¢ agueles gue 3o podem.
Esse aspecto nflo estd previstona legislacio brasileira e tem-
se, atualmente, uma grande variedade desses produtos ton-
dendo aumentar o ntmere com o decorrer do tempo.
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ABSTRACT: The diversity of vitamin A cariched foodstufls is increasing in Brazil, and the control
of these products is necessary, The objectives of this study were to determine: 1) the vitamin A
concentration of cnriched foods and to compare it to the value declared on the label; 2) the variability
in the levels of vitamin A enrichment between different samples of the same product; 3) the vitamin A
supply in a single portion. We examined twenty coriched foodstufls. The vitamin A concentration was
determined in five samples of cach product completing 100 samples. Forty-five samples had vitamin A
concentrations between 20% above or 20% below the label specification, 14 had a conceniration above
of this range, and 41 below. Most foodstufls showed an adequately homogeneous level of vitamin A
enrichment in five differcnt samples. The vitamin A sapply of a single portion was 18% to 120% of the
RDA (National Rescarch Council), We suggest that the Brazilian Legislation should csiablish a range
of levels of vitamin A-enriched foods to the daily portion that it extends the benefit of food enriched
with vitamin A to the low tncomc population by adding this nutrient to the food that is consuned; and
the selected foodstuil for enrichment should be better studied.

DESCRIPTORS: Vitamin A, enriched foodstufl, legislation, percentage of the recommended dictary

allowance, level of enrichment.
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AVALIACAO, SEGUNDO DETERMINACOES DE IMPUREZAS, FRAUDES B
MATERIAS ESTRANHAS, DO CAFE TORRADO E MOIDO PRODUZIDO
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GRACIANGO, R AS; RIBEIRO, AX., GORAYEB, T.C.C.; CORREIA, M. - Avaliagiio, scgundo de-
terminagdes de impurezas, frandes ¢ matérias estranhas, do café torrado ¢ moido produzido ¢/ou
comercializado na regido de SHo José do Rio Preto - S¥o Paulo. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 37 (1): 49-
55, 1998.

RESUMO: Foram colhidas 121 amostras de café torrado e moido, de 21 marcas, no periode de
setembro/96 a margo/97, cm estabelecimentos indusiriais ¢ comerciais da Regifio de Sdo José do Rio
Preto/SP. As amostras foram analisadas para: a) determinagio e quantificacio de trapurczas (cascas e
paus), utilizando o método descrito nas Normas Analiticas do Instituio Adolfo Lutz; B) identificagfio de
clementos histologicos estranhos (frandes) realizada pelo método descrito na Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz ¢ através do método de descornmento ¢ hidrdlise alcalina e ¢) determninagfio de
matérias estranhas pelo mdétodo descrito na Association of Official Analvtical Chemists - 1995, Os
resultados mostraram que 79,3% das amostras estavam em desacerdo com a legislagio de alimentes
vigente, sendo que 60,3% continham maidrias estranhas, 18,2% apresentaram simultancamente maré-
rias estranhas ¢ impurezas>1% ¢ ,8% impurezas>1% (acima do Hmite tolerado). Quanto a matérias
estranhas, fragmento de inseto foi a mais detectada, com o maior percentual de amosiras {33,8%)
apreseniando até 3 fragmentos ¢ valor mdximo encontrado de 69 fragmentos. Para impurezas, o valor
miximoe detectado foi de 7%. Em relagfio a fraudes, o métedo proposte de clareamento e hidrdlise
alcalina da amostra mostrou-s¢ mais eficiente que a penciragfio atualmente utilizada. Na andlise dos
rotulos das embalagens de café, 14 das 21 marcas colhidas apresentaram os dizeres cbrigatérios defini-
dos na legistagdo, porém em 2 delas constavam 2 ndmeros de registro no Ministério da Sadde; 4 marcas
nfdo apreseniaram data de fabricacio/prazo de validade efou a expressio “IndGstria Brasileim”™ ¢ 1
marca ndo continha o namerp de registro.

DESCRITORES: Café; impurezas; fraudes; matérias estranhas; analise microscdpica.

INTRODUCAO {epicarpo, mesocarpo ¢ cndocarpo da baga), de parte do

espermoderma {ou pelicula) que envolve o endosperma,

O café torrado ¢ moido ¢ o produto resultante do  além do peddnculo (“paus™ ¢ | sendo as espéceies de café

processamento das sementes da baga do café, que devem,  mais cultivadas em nosso Pais a Coffea arabica L. (café

inicialmente, sofrer um beneficiamento para retirada dos  arabico) e a Coffea canephora PIERRE ¢ FROEHNER
elementos vegetais constituintes do pericarpo ou “casca”  (café robusto) ¥,

* Realizado na Segdo de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Lab. I -S3o José do Rio Freto.
1. Do Instituto Adolfo Lz, Lab. I - S0 José do Rio Preto.

2. Bolsista PAP/SES/FUNDAP, Lab. I - Sio José do Rio Preto.

3. Do Instituio Adolfo Lutz, Lab. Central/SP.
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A legislagiio de alimentos em vigor ' determina que
o café torrado ¢ moido ndo pode apresentar parasitos, lar-
vas ¢ substincias estranhas e estabelece um nivel de tole-
rincia de 1% para impurczas, consideradas como tais as
cascas ¢ paus, por serem clementos do proprio vegetal.

Matérias estranthas de origem biolagica, como msc-
tos, dcaros ¢ pélos animais podem contaminar os grios de
café no campo, durante o transporte ou no anmazenamento,
em decorréneia de um processamento em condigdes higié-
nicas insatisfatorias ou por estocagem do produto de for-
ma inadequada.

Virias sio as pragas que atacam o cafeeiro, desde a
raiz ao fruto, como os insetos das cspécics Hypothenenis
hampei, Perileucoptera coffeclla, Lonomia circumsians,
Coccus viridls, Saisselia coffeae, Planococcus cilri,
Pinnaspis aspidistrae, Dysmicoccus cryptus, Cerococcus
catenarius, (Juesada gigas, Fidicinag pronce, Carineta
spoliata, Carineta fasciculala, Anasirepha spp. ¢ Ceralitis
capitata. Entre os dcaros destacam-se o Qligonichus ilicis
¢ Polyphagotarsonemus latus ™

Além das pragas da lavoura, o café armazenado po-
derd sofrer infestagdo pelos insetos Araecerus fasciculatus
e Corcyra cephaionica, sendo a ocorréneia deste tltimo
favorecida pela presenga de cercais, como mitho ¢ trigo,
nos depositos de café ”

A presenca de pélos animais no alimento indica o con-
tato do mesmo com mamiicros, principalmente roedores,
ou com seus excrementos, podendo transmitir bactérias
fecais ¢ desse modo contamind-lo ¢

Outras matérias estranhas, como terra € arcia, quan-
do prescantes no café torrado ¢ moido, alteram a sua quali-
dade, além de torna-lo em desacordo com a legislagio.

A presenga de elementos histoidgicos de outros vege-
fais, como 0s cercals, ¢ outros ¢lementos estranhos é ca-
racterizado como fraude no café torrado ¢ moido, Pela
metodologi atualmente utilizada®" | a detecgdo de frau-
des no cafe torrado ¢ moido, ¢ realizada juntamente com a
determinacdo de impurezas, no matenal relido na peneira,
apos o desengorduramento da amostra. No entanto, ¢ pos-
sivel que clementos histoldgicos vegetais {como os ami-
dos) passem pela peneira, nio sendo computados no re-
sultado,

Estudos anteriores % indicam como principais
contammantes do produto, cascas ¢ paus acima do limite
permitido pela legislagio, embora também sejam frequen-
tes a presenca de milho ¢ cacau torrados, terra, arcia ¢
cafd esgotado. Matérias estranhas, como fragmentos de
inseto, dcaros ¢ pélos de roedor, também foram encontra-
dos cm amostras de cafg ** |

Assimn, o presente estudo foi efetuado com os objeti-
vos de: propor uma metodologia para detecgdo de fraudes,
verificar as condigdes de pureza e higicne do caft torrado
e moide quanto a analisc microscdpica, obter subsidios
para propostas de possiveis altcragdes na legislagdo de
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alimentos em vigor e verificar as cmbalagens quanto aos
dizercs de rotulagem.

MATERIAL E METODOS
1. Amostragem

Foram analisadas 121 amostras de café torrado ¢ moido
produzido ¢/ou comercializado na Regiito de Sdo José do Rio
Preto - SP, colhidas no periodo de setembro/96 a margo/97,
pelos Grupos Téenicos de Vigilincia Sanitaria pertencentes
a Diregfio Regional de Satde de Sdo Josc do Rio Preto (DIR-
XXID ¢ em supermercados da mesma Cidade.

As 121 amostras estavam distribuidas em 21 marcas
originarias de 16 Torrefagdes ¢ Moagens de cafg, situadas
no Estado de Sdo Paulo a Noroeste {Cidades de Mirassol,
Fernandopolis, S3o José do Rio Prete, Jales, Santa ¢ do
Sul, Santa Alberting ¢ Estrela D’ Ocste), Sudeste (Cidade
de Sdo Paulo e Municipio de Barueri) ¢ Leste (Cidade de
Sio Jofio da Boa Vista) ¢ | Torrefacio situada no Estado
de Minas Gerals (Cidade de Varginha).

2. Métodos

As amostras de café torrado e moido foram analisa~
das, em duplicata, no Laboratdrio de Microscopia Alimen-
tar do Instituto Adolfo Lutz, Lab. { do Sio José do Rio
Preto, quanto aos seguintes parimetros:

2.1 Impurczas (cascas e paus)

Para a determinagio da quantidade de impurezas {cas~
cas ¢ paus) nas amostras de café, utilizou-se o mctodo
doscrito nas Normas Analiticas do Institute Adol{o Lotz

2.2. Elementos histoldgicos estranhos {fraudes)

Alidentificagio dos elementos histologicos estranhos

ao produto (fraudes) foi realizada segundo:

- Método (A): descrito nas Normas Anatiticas do Ins-
tituto Adolfe Lutz ',

- Mctodo (B): adotando-sc os principios utilizados cm
microscopia de alimentos "7 sendo proposta a se-
guinte metodologia analitica:

« Homogencizar a amestra de café e pesar 3g cm
béquer de 250ml;

+ Adicionar 130ml de solugdio de hipoclorito de sodio
a 2%, misturar e deixar a amostra clarear por cer-
ca de [Omin;

+ Filtrar a vicuo sobre papel de filtro;

* Retirar peguenas porgdes do material filtrado, pre-
parar liminas com dgua filirada e com lugol ¢ exa-
HUIAT 40 NICroscopio optico,
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* Se necessario, transferir o material do papel de fil-
tro {ou pesar Sg da amostra inicial) para béquer de
400mi, adicionar 200ml de solugio de hdroxido
de sédio a 5% ¢ levar a chapa aquecedora até a
fervura.

+ Filtrar como descrito, preparar liminas utilizando
dgua filtrada ¢ examinar ao microscopio optico.

2.3, Matérias estranhas

Para o isolamento das matérias cstranhas presentes
nas amostras foi utilizade o métoedo da AQAC -1995
{Association of Official Analytical Chemists) 2.

2 4. Rotulagem

A analise dos rotulos das embalagens de café fof rea-
lizada segundo a legislaglo pertinente *>%% | quanto aos
scguintes dizeres obrigatdrtos: designacdo, contendo, com-
posi¢io do produto, ndmero do registro no drglo compe-
tente do Ministério da Satde, data de fabricagio/prazo de
validade, dados do fabricante ou produtor, sede da fabrica
ou local de producio ¢ a expresso “Indusinia Brasileira”™,

3. Anilise cstatistica
Para verificar sc havia corrclacgiio entre os resultados
obtidos, quanto & presenga de maicrias estranhas ¢ impu-
rezas, foi utilizado o coeficiente de corrclacio de Pearson®.
RESULTADOS E DISCUSSAQ
No Quadro 1 ¢ apresentado o nimero de amostras

colhidas ¢ analisadas, por marca de café, designadas de A

a

Marca N® de amostras Mica N” de amostras
A 4 L. 6
B 4 M 4
C 4 N 4
D 4 O 4
E 10 P 2
F g Q 4
G 6 R g
i 7 S ¥
1 5 T g
3 8 1 3
K il

Quadro 1. Numero de amostras colhidas quanto 4s marcas de
café torrado ¢ moido. Sio José do Rio Preto, 1996/97,

Em fungio das variagdes que ocorrem quanto a
comercializacio e distribuiclo das diferentes marcas de
café, no foi colhido o mesmo ndumero de amostras para
todas as marcas; neste estudo a média de amostras/marca
foi de 5,7.

Na Figura 1 sfo apresentados os percentuais de amos-
tras de café torrado ¢ moido contendo impurezas (cascas ¢
paus), Observa-se que 819 das amostras cstavam de acor-
do com a legislagio de alimentos, pois apresentavam no
maximo 1% de cascas e paus de café. Detectou-se, ainda,
5% das amostras com elevado teor de impurczas {5-7%),
indicando nfo ter havido um beneficiamento adequado do
grio de café antes da moagem.

% de impurezas

¢ 20 40 50 80 100

Y% de amostras

3

Figura 1. Percentual de amostras de café torrado e moido conten-
do impurezas (cascas ¢ paus). Sdo José do Rio Preto, 1996/97.

Em relagio a fraudes, o método de tratamento da
amostra com selugfio de hipoclorito de sddio a 2% cla-
reou adequadamente os fragmentos vegetais, em amos-
tras-teste de café torrade ¢ moido adulterado com cere-
ais, facilitando a identifica¢io dos clementos
histologicos ao microscdpico opiico. A montagem de
Iiminas com o material ¢lareado ¢ lugel auxiliou na
detecgdo de amidos estranhos, uma vez quc, ao torrar o
grio de café, o amido sofre alteragdes cm sua estrutu-
ra, 0 que dificulta a sua obscrvagio. A utilizagio da
solucgdo de hidréxido de sédio a 2% quente hidrolizou o
amido da amostra, permitindo a montagem de laminas
com maior quantidade de clementos histologicos vege-
tais, facilitando a detecclio de fraudes.

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

Quanto ao pardmetro matérias estranhas, apenas
21.5% das amostras estavam isentas das mesmas; nas
demais detectou-se, principalmente, fragmentos de in-
setos ¢, em percentual bem menor, outras matérias cs-
tranhas bioldgicas, como insctos ¢ Acaros,
concomitantes ou ndo com os fragmentos de insetos,
conforme observa-se na Figura 2.
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2. Vercentuals do amostras de cafd torrado e moido, quanio
& do maldrias estranhas. SAo José do Rio Prelo, 1996/97,

Y dde amostias

centual de amosteas de calé torrado e niokdo, quan-
menios deo inseios, Sdo Jose do Rio Proto, 1996/97.

om0 os Tragmentos de inscros foram a matéria es-
sente ¢ malor nimero de amostras de cafe (Fi-
io apresentados na Figura 3 os percentuus de
s ¢ o3 lntervales para fragmentos de insetos. Ob-
e o malor percentual de amostras positivas esté
s de 1 a 3 fragmentos (33.8%), com freqiiéncia

acumulada de 36,2% para até 5 fragmentos de insetos/23g
de amostra. No entanto, foram cncontradas amestras com
até 69 fragmentos, indicando nio haver uma preocupacio
quanto a aplicagdo de Boas Praticas de Fabricagio (BPF)
na elaboragdo desse produto alimenticio, que embora pas-
se por um processo de filtraciio antes do consumo, deve
apresentar-se em condicdes sanitarias adequadas.

As 21 marcas de café analisadas apresentaram pelo
menos wma de suas mmosiras contendo matérias estranhas,

Como a legislagiio de alimentos estabelece um hmite de
tolerincia de 1% para cascas ¢ paus de café e determina que
deve haver ausCnela de parasitos, larvas ¢ substincias estra-
nhias no café torrado e moido, observa-se pefa Tabela que o
maior percentual de amostras em desacordo com a legislagio
continha matérias estranhas, porém, apresentava impurezas
dentro de limite telerado (60,3%). No entanto, praticamente
nio houve correlagio (cocficientc de corrclagio = - 0,1) en-
tre csses dois parametros {Figura 4).

Ainda de acorde com a Tabela, praticamente wdas as
amostras contendc mpurezas >1% também apresentavam
matérias estranhas. Nas 22 amostras contende simultanea-
mente inpurezas acima do lanile tolerado ¢ maténias estra-
nhas, encontrou-se uma fraca correlagfio negativa {coctici-
ente de correlaciio = - 0.3) entre condigdes sanitarias mnade-
quadas do produte (maidrias estranhas) ¢ mau beneficiamento
do grio (impurczas) (Figura 3). De um modo geral, estas
amostras apresentaram menor nimero de maténas estranhas,
quando comparadas aquelas relacionadas na Figurn 4.

Na andilise dos rétulos das embalagens de café, das
21 marcas colhidas, 14 (66,6%) apresentavam todos os
dizeres exigidos pela legislacdo; 2 continham, também, o
item “ingredicntes” ¢ 1 marca apresentou o niimero de lote.

Em desacordo com a legislacio estavam 7 marcas:
1 que, embora apresentando todos os dizeres exigidos
pela legisiacdo, continham dois nimeros de registro
diterentes no Minisi¢rio da Sande, | com dois numeros
de registro ¢ sem dafa de fabricagio, | marca sem nu-
mero de registro ¢ sem data de fabricagio/prazo de va-

TABELA

Percentual de ainostras do caf? forrade ¢ meido, ne que sc refere A Legisiagio de alimentos,
Sio José do Rio Prete, 1996/97.

Logislagiio Tipos de

Amosiras

cottammantes A %o
Pe avardo o 25 207
Sub tofal 25 207
Matdria estranha + impureza< 1% 3 40,3

i desseordo Matéria estranha ~ impurezas 1% 22 8.2
Impuresasits 0.8

Sub 1ot 96 793
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Figura 4. Amostras contendo matérias estranhas e impurezas < 1%, em desacordo com a Legisiagin de
mentos vigente. Sio José do Rio Preto, 1996/97.

Figura 5. Amostras contendo maiérias estranhas ¢ impurezas > 1%, em desacorde com a Legisiacio de n
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lidade ¢ 4 marcas que ndlo apresentavam data de fabri-
cagdo/prazo de validade ¢/ou a oxpressio “Inddstria
Brasifeira™.

Quanto as informagdes Gtels, como modo de pre-
paro, modo de conservagdo do produto ¢ servigo de aten-
dimente ao consumidor, apenas 1 marca apresentou
estas trés informag8es no rétulo, cnquanto 1l marcas
exibiam pelo menos uma delas. Como 9 marcas nio
fizeram mengio a gualquer um dos trés ilens mencio-
nados, nota-s¢ a frapgilidade de tais informagbes para
origntar ¢ consumidor,

Cabe ressaltar que, das marcas que apresentavam o
namero de telefone para eventuais consultas do consumi-
dor, menos da metade oferccia “ligagio gratuita™.

CONCLUSAO

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

Em razdo do clevado percentual de amostras conten-
do impurezas dentro do limite toleradoe pela legislagio mas
apresentando matérias estranhas, torna-s¢ importante a re-
alizagfio da andlise microscopica complcta em amostras
de caft torrado e moido, ou seja, analise histolégica e de
matérias estranhas, além de indicar a necessidade de¢ um
melhor controle de qualidade quanto as condigdes sanita-
rias do produto.

Devido ao alto indice de amostras contendo frag-
mentos de inscios, necessita-se de uma revisio da Re-
solugdo 12/78 ¢ do Decreto 12.486/78, com o estabe-
lecimento de nivels de tolerdncia para essa matéria es-
tranha, a partir de estudos realizados no Pais, deven-
do continuar com aus€ncia para as demais matérias
¢stranhas.

Na rotulagem, os itens exigidos pela legisiacio ndo
foram totalmente cumpridos, ndo havendo, também, uma
preocupagio em melhor orientar o consumidor com infor-
magdes como modo de preparo, conservagdo e atendimen-
to ao consumidor,

RIALA 6/826

GRACIANG, R AS,;, RIBEIRO, AKX, GORAYER, T.C.C.; CORREIA, M, - Valuation, according to
determination of mmpurity, Traud and extrancous materials, toasted and ground collee produced and/or
traded in area of S#o José do Ric Preto-Sio Paulo. Rev. fnst. Adolfo Lurz, 57(1): 49-35, 1998,

ABSTRACT; 121 samples of ground and toasted coflee have been collected, from 21 brands, during
September 1596 through March 1997, in industrial and commercial houses in area of Siio José do Rio
Preto/SP. Samples were analised for: a) determination and qualification of impurily (sticks and pecls},
for which mcthod described in Normas Analiticas do Instituto Adoifo Lutz has been used; b) [raud
through method of bleaching and alkaline hydrolysis and ¢) determination of light filith through
mentioned mcthod in Association of Official Analytical Chemists-1993. Results showed that 79,.3%
samples were in disagreement with present bromatologic legislation, being 66,3% samples for containing
extraneous matcrials, 18,2% samples for containing simuliancously extrancous materials and
Hupurity> 1% and 0,8% samples for impurities™1% (over limit admited). As too extrancous materials,
imscct fragment was the one most detect, mostly samples (33,8%) contained between 1 to 5 fragments
and maximum amount found of 09 insecl fragments, while to impurities was 7%. In the analyses of
Tabels of coffee, 14 from brands collected carried obligatory saying defined by {egislation, however 2 of
them carried two registzation numbers of the Health Ministry, 4 brands didn’t present date of manufacture/
term of validity and/or expression “Industria Brasileira™ and 1 didn’t show number of registration.

DESCRIPTORS: Coffee; impurities; frauds; light filth,
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EFEITO DO PROCESSAMENTO DO MILHO EM GRAO NO NfVEL DE
MATERIAS ESTRANHAS ENCONTRADAS NO GRITS E FUBA”
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ATUIM A LAZZARLF A, ZAMBGONIC.Q. - Efeito do processamento do mitho em griio no nivel de
matérias esiranhas encontradas no grits ¢ fubd. Rev, Inst, Adolfo Lutz, 57(1): 537-63, 1998,

RESUMO: A seguranga dos alimentos ¢ de importincia estratégica para a satde da populagio ¢
para a economia do Pais. Neste trabaihe avalicu-se a presenga de matérias estranhas no mitho em grio
¢ apos o seu processamento om grits ¢ fubd. Foram analisadas 81 amostras de milho em griio, 81 de
grits ¢ 81 de fubd, fornecidas pela indistria, de acorde com a produgfio didria, durante um periodo de 4
meses.  As analises basearam-se nos métedos descrifos na AOAC (Association of Official Analytical
Cliemists), 16° edigdo -1993, com modificagbes ¢ no Manual de Andlise Microscdpica de Alimentos
(ZAMBONI et aiii, 1986). Das 81 amostras de milho em grio, analisadas pelo método da penciragio,
29,6% apresentaram insetos vivos, 28,4% insetos mortos ¢ 72,8% particulas metdlicas, Pelo método da
infestagio interna, 79,0% das amostras apresentaram larvas inteirss, 43,2% cabegas de larvas, 37.0%
cabegas de insetos ¢ 27,2% insetos inteiros. Das amostras de grits, analisadas pele método da flutnagio,
76,5% apresendaram fragmentos de inseies enquanto que as mesmas anosiras, analisadas pelo método
da penciragfio, apresentaram a predominincia em 81,5% de particulas metdlicas. Observou-se uma alfa
contaminagio do fubd por larvas (75,3%). Devido ac nlimero de fragmentos de insetos e a presenga de
larvas mortas, pupas, insetos mortos, dcaros e pélos de animal nfie identificado, 79% das amostras de
fubd estavam cm desacordo com a legistagiio em vigor. Ocorreu wn anmento nos niveis de matérias
cstranhas no grits e fubd a partir do grio de milho infestado.

DESCRITORES: maiérias estranhas, mitho, grits ¢ fiha,

INTRODUCAO

A manutengdo da quantidade ¢ da qualidade dos
grdos de mitho ¢ muito dependente do tratamento dado
a0s mesmos na colheita e, principalmente, na pos-co-
Iheita. As condigdes climaticas durante a colheita, a
demora em colher, a regulagem ¢ velocidade da
colbedeira e as técnicas de recebimento, secagem, iim-
peza ¢ armazenamento sfo de importancia fundamen-
tal para a manutengio da qualidade fisica, sanitaria e
nuiricional do cereal’®,

As condiges de armazenamento, geralmente inadequa-
das, oferecem aos ins¢tos, fungos e acaros, tanto alimento
como temperatura ¢ umidade faveraveis ao seu desenvolvi-
mento. A atividade metabélica destes organismos causa au-

mento da temperatura na massa de grios, umidecimento do
produto e condensagdo nas superficies, podendo levar a con-
taminaciio ¢/ou deterioragio do produto™®,

As matérias estranhas encontradas no milho e seus
produtos sdo originadas, principalmente, devido a falhas
nas prificas de estocagem do produto ¢ de manipulagio ¢,
na maioria das vezes, pelas condigbes sanitarias ou higié-
nicas insatisfatérias da indistria’s

As condigfes deficientes de armazenamento,
processamento ¢ manuseio permitem que os produtos apre-
sentem insctos, fragmentos de insetos, acaros, excrementos,
fungos, pélos, urina de roedoer e outros contaminantes. Os
insetos, acaros ¢ fungos contaminam ¢ consomem o pro-
duto provocando alteragdes ¢/ou degradagio no perfil fisi-
o, sanitario ¢ nutricional do mesmo'’.

"% T Disserfagiio de mesirado em Ciéncias Bioldgicas - Area de Entomologia, apresentada a Universidade Federal do Parana-PR

*#* Instituio Adelfo Lutz-SP
4% {Iniversidade Federal do Parani-Curitiba-FR
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Segundo a AOAC (Association of Official Analytical
Chemists - 1995)!, matérias estranhas podem estar pre-
sentes nos alimentos, devido a ccorrncias anormais ou
condigdes ¢ priticas inadequadas durante as fases de pro-
ducio, armazenamento e distribuigfio. S&o consideradas
matérias estranhas: msetos, acaros, pélos de roedores, pe-
nas de aves, excrementos de roedores ¢ de aves, entre ou-
tros, material em decomposigio (tecidos vegetais em dete-
rioragdo por a¢do de parasitas ou outros) ¢ materiais di-
versos (arcia, terra, vidro, metal), exclueida a contamina-
¢io bacteriana.

Conforme a Food and Agricultural Organization
(FAOQ) citada por GALLO et alii® as perdas de grios cau-
sadas por insetos sfio estimadas em 10% da producio
mundiai. No Brasi, estas perdas podem variar de 0 a 30%,
dependendo do tipo de armazenamento, As perdas maio-
res siio encontradas a nivel de propricdade rural, pois as
condicdes de armazenamento sdo precarias, dificultando
as medidas de controle.

Uma grande variedade de contaminantes pode atacar
¢ infestar og alimentos “in natura” durante a fase final de
maturagdo no campo, celheita, armazenamento ¢ no
processamento, afetando a qualidade ¢ causando perdas
por reici¢io e/ou condenagdo do produto final. Qualquer
arca onde o alimento ¢ armazenado ou processado € sus-
ceptivel a infestagiio. O meio ambiente, as instalagdes, o
complexo maquinario para o processamento e transporte
de alimentos ¢ a expedigfio favorecem o abrigo de diferen-
tes espécies de contaminantes,

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
processamento do mitho em grio no nivel de matérias es-
tranhas encontradas no grifs ¢ fuba,

MATERIAL E METODOS

1-AMOSTRAGEM DO MILHO EM GRAQ, GRITS
EFUBA

Foram analisadas 81 amostras de mitho em griio, 81 de
grits ¢ 81 de fuba provenientes de uma indistria no estado
do Parana, no periodo de 24 de agosto a 17 de dezembro de
1994, Uma amostra de 300 gramas foi retirada do lote de
mitho em grio que se destinou a moagem a $eco ¢ as amos-
tras de grits ¢ fubd foram originadas deste mesmo lote de
mitho. As amostras de milho cm griio, grits ¢ fuba foram
cmbaladas em sacos plasticos, efiquetadas, datadas e reme-
tidas quinzenalmenie para a Se¢iio de Microscopia Alimen-
tar do Instituto Adolfe Lutz, Sdo Paulo, para andlise.

A amostra fol cspalhada em papel manilha ¢
homogeneizada. A amostra de trabalho foi retirada ao aca-
s0, com o auxilio de uma colher, de varios pontos da amos-
fra original.
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2 - METODOS
MILHO EM GRAO

Isolamento de matérias estranhas

A pesquisa de matérias ¢stranhas externas nos grios
basecou-se no método da peneiracio, descrito no Manual
de Analisc Microscopica de Alimentos!”.

Pesquisa de infestacfio inferna

A pesquisa da infestagdo interna foi realizada pelo
método da flutuagdon® 16.5.04, descrito na AOAC - 19957,
com as seguintes moditicagdes:

- homogencizagdo manual da amostra,

- penetragio da amostra em peneira n® 12 (1,68mmy);

- moagem do mitho c verificagio do tamanho através
da pencira n2 16 {1,19mm);

- uilizagio de 20 mi de heptano;

- agitagio manual por 207,

- filtraglio em funil de Buchner, utilizando papel de
filtre riscado com linhas paralelas;

- lavagem do béquer contendo liguido extrator, com
4dgua filtrada ¢ alcool isopropilico a 60%,
altcrnadamenic;

- clarcamento, guando necessario, do matenial rctido
no papel de filtro, com soluglo de hipoclorito de
sddio 4 2%,

GRITS

Isclamento de matérias estranhas

A posquisa de maicrias cstranhas externas baseou-se
no métedo da peneiragio, descrito no Manual de Analise
Microscopica de Alimentos'’.

Pesquisa de sujidades leves
A pesquisa de sujidades feves foi realizada segunde o
m¢todo n® 16.5.08 B, descrito na AOAC - 1995, com as
seguintes modificacdes:
- pesagem da amostra (30g) dirctamente no frasco
armaditha de Wildman de 2000mi;
- favagem do béquer contendo liquido extrator com
agua filtrada e alcool isopropilico & 60%, alterna-
damentc,

FUBA

Pesquisa de matérias estranhas

A posquisa de maicrias estranhas em fuba foi realiza-
da segundo método da flutuacio no 16,515 B3, descrito na
AOAC - 1995, com as scguintes modificagSes:

- lavagem do frasco extrator com alcool etilico cu

absoluto e agua filtrada, alternadamente;
- filtragdo em funi de Buchner;
- lavagem do béquer contendo liquido extrator, com
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alcool etilico ou absoluto e agua filtrada
alternadamente;

- clareamento, quando necessario, do material retido
no papel de filtro, com solugio de hipoclorito de
sodio 4 2%,

RESULTADOS E DISCUSSAO

As matérias estranhas externas isoladas pelo método
da peneiragio (ZAMBONI ¢t alii)”? em milho em grio es-
tio apresentadas na Tabcla 1.

TABELA 1- Quantidade ¢ porcentagem (%6) de amostras
com matérias estranhas ¢xternas, em 81 amostras de mi-
tho em grio, analisadas pelo método da peneiragiio.

AMOSTRAS
Tipos de matérias estranhas Quantidade %
Ovos de insetos 8 7.4
Larvas de insetos vivas g 8.4
Larvas de insetos mortas 14 17,3
Pupas de insetos 7 36
Insetos vivos 24 29,6
insetos mortos 23 28,4
Fragmentos de insetos 23 28,4
Acaros vives 1 1.2
Acaros mortos 1 1,2
Pélos de resdores 1 1.2
Pélos de gato 1 1,2
Dejegbes de inselos 80 98,8
Particulas metélicas 59 72.8

(s valores acima $30 o resuitado de 1 {uma) repeticio.

Pela Tabela 1 observa-se que das 81 amostras anali-
sadas, 98,8% continham dcjegdes de insctos; 72,8% parti-
culas metdlicas; 29,6% insctos vivos; 28,4% insctos mor-
tos; 28,4% fragmentos de insetos; i7,3% larvas mortas;
9,9% larvags vivas; 2, 4% acaros vivos ou mortos e 2,4%
ptlos de roedor ou de gato. A presenga de ovos, larvas,
pupas, insetos ¢ dejecdes indica que o milho estava infes-
tado e que haviam insctos alimentando-se ¢ completando o
seu ciclo evolutivo neste produto.

O ccossistema formado por uma massa de grios ar-
mazenados ofercce condig@es favoraveis ac desenvolvi-
mento de insetos, acaros ¢ fungos. Os danos causados pe-
los insetos incluem perdas quantitativas, representadas pelo
consumo de matéria scca, e qualitativas caracterizadas pela
diminuigio do valor nutritivo em fingfic da reducgfio de
carboidratos, proteinas, vitaninas ¢ teor de dleo, além da
contamina¢fio devido & presenga de insetos e seus residuos
em griios ¢ scus produtos'!,

Os passaros ¢ rocdores sio considerados invasores
do ccossistema de grios armazenados. As perdas diretas
causadas pclo consume dos grios sfo pequenas {na ordem

de 1%), porém as perdas indirctas sio maiores, incluindo
dano na estrutura, contaminagio por pélos, penas, urina,
sangue, saliva, fezes ¢ fragmentos de corpo, ¢ propagagio
de pestes ¢ patogenos’®.

O alto nivel de contaminagio por particulas metali-
cas ¢ indicativo do desprendimento deste tipo de matéria
estranha dos cquipamentos de pré-limpeza, secagem e trans-
porie de grios. A produgiio, transporte ¢ processamento
de grilos envolvem moagem, peneiraglo, corte, pulveriza-
¢do, contato com superficies metalicas, resuitando na con-
taminacio dos produtos com particulas metalicas, O gjus-
te improprio ¢ a falta de manutengdo na maquinaria desde
a colheita até o processamento final também pode incor-
porar particulas metélicas ao alimento™®,

Os resultados obtidos na analise do milho em grio,
pelo método da infestagdo interna (AQAC - 1995), estio
apresentados na Tabela 2,

TABELA 2 - Quantidade ¢ porcentagem (%) de amostras
com matcérias ¢stranhas, em 8 | amostras de milho em grio,
analisadas pelo métedo da infestagiio intera.

AMOSTRAS
Tipos de matérias estranhas Quantidade %
Ovos de insetos 1 1,2
Pupas de insefos 10 12,3
Cabecas de farvas de ingsetos 35 432
Larvas de insetos 64 79.0
Cabegas de insetos 30 370
Insetos inteiros 22 27,2
Acaros 4 49
Extvias 7 8,6

Os valores acima sdo o resultado de 1 {umaj repeticdo

Apesar do método determinar a contagem somente de
insetos inteiros e/ou cquivalentes e extivias, a observagdo
das outras matérias estranhas também foi importante. As-
sim, a identificagdo de ovos ¢ pupas indicou que havia
insctos em atividade bioldgica. Ja a contaminagfo acariana
pode ser decorrente do mau armazenamento, do alto nivel
de umidade dos grios, da deficiéneia de circulagio de ar,
da abrasio dos grios durantc as operagdes de transifagem,
do transporte ¢ cnsacamento, do actumulo de residuos ¢ da
presenga de fungos, leveduras ¢ bactérias®®,

O método da infestagiio interna permite a verificagio
de larvas efou insetos primarios que se encontram dentro
do griio. Muitas das amostras de mitho analisadas por este
método continham larvas ¢ insctos do género Sifophilus
que sendo praga primdria interna alimenta-se do conteudo
do grio onde completa o seu ciclo evelutivo, como apon-
tado por GALLO et alii®. FOGLIAZZA & PAGANI ¢
ROSTOM'? citam os coledpteros como as pragas mais
importantes que atacam os produtos armazenados, sendo
que SINHA & SINHA'Y™ encontraram o Sitophilus eryzae
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L. como espécie dominante entre as pragas de mitho ar-
mazenadao,

Verifica-se pela Tabela 2 que 79,0% das amostras
continham larvas infeiras, 43,2% cabecgas de larvas, 37,0%
cabegas de insetos € 27,2% insetos ineiros. Provavelmen-
te, o método para detecgdo da infestagdo interna, que uti-
liza a moagem do grio, ¢ responsavel pelo elevado nime-
ro de cabegas de larvas ¢ de adultos. A cabega sendo mais
dura tem maior resisténeia ao dano fisico da moageny.

De acordo com o observado nas Tabelas 1 e 2, os dois
métodos mostraram o alto grau de infestaciio externa ¢
mierna das amostras de milho em grio por matérias estra-
nhas. A presenca de ovos, pupas, larvas, insctos ¢ exuvias,
nas amostras de milho em grie 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 flutuagdo
(AOAC - 1995} e pelo métedo da peneiragio (ZAMBONI
et alif}?’,

O grits ¢ retirado da porgfio interna do gric de mitho,
sendo constituido basicamente de endosperma vitreo, sen-
do assim o processaniento do milho leva a uma concentra~
¢do de matérias estranhas no produto final,

Antes da utilizacio dec métodos especificos para iso-
lamento das matérias estranhas € muito importante que
scja feita uma observagdo da amostra para que se direcione
a analise. Pelo principio de cada método recupera-se de-
terminado tipo de matéria estranha. Quando se quer recu-
perar organismos vivoes, particulas metilicas ¢ dejegles de
insetos o método da penetragio ¢ mais adequado, uma vez

que o método da flutuagio utiliza solventes que matam os
organismos e ndo isola as particulas metalicas ¢ dejegles
de insetos. O miétodo da flutuacio ¢ utilizado para recupe-
ragio de syjidades leves, que sendo lipofilicas, sdo isola-
das de um sistema contendo dieo e dgua g, portanto, ade-
guado para recuperagiio de insetos e fragmentos, larvas e
fragmentos, acaros e pélos.

Pclo método da flutuagiio 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 penciragfio observa-se que 81,5%das
amostras continham particulas metalicas, 11,1% fragmen-
tos de insetos ¢ 6,29 larvas mortas.

Bre acordo com observado nas Tabelas 1 e 3 verifica-
se que 72,8% das amostras de mitho ¢ 81,5% das amos-
tras de grits estavam contaminadas com particuias metali-
cas, mdicando problemas na manutengdo dos equipamen-
tos de moagem ¢ pengiragio™®.

A presenca de particulas metdbeas em mulho em griio ¢
grits esta de accrdo com o estudo realizado per
CUNNINGHAM ¢ O’BRIEN® que relataram a presenga de
particulas metdlicas em virios tipos de produtos alimenticios.

De acordo com CHATT® as causas mais comuns da
contaminagdo por particulas metalicas sdo devidas 20 des-
gaste da maquinaria principalmente durante as operacgdes
de penciragio, moagem, laminagio, ajuste de juntas ¢ liga-
¢hes ¢ perdas de parafusos. O fato do grits ter que passar
por varias peneiras visando sua uniformidade possibilita uma
maior contaminagio por particulas desprendidas dos equi-
pamentos, (LAZZARI 1996, comunicagdo pessoal)

TABELA 3 - Comparagio da quantidade (n2) ¢ porcentagem (%) de amostras com matérias estranhas em 81 amostras

de grits, analisadas por 2 métodos diferentes.

AMOSTRAS

Tipos de matérias estranhas M. Fivtuagéo M. Peneiragéo

NQ (2’6 NG OA,
Oves de insetos 2 25 2 25
Larvas de insetos vivas - - 3 3.7
Larvas de insetos mortas 9 1.1 5 6,2
Pupas de insetos 2 2.5 1 1,2
Insetos vivos - - 4 50
Insetos morios 2 2.5 1 1,2
Fragmentos de insetos 62 765 g 11
Fragmentos de larvas de insetos 6 7.4 1 1.2
Acaros vivos - 1 1,2
Acaros mortos 5 8,2 3 3,7
Pélo de roedor 1 1.2 0 G0
Pélos de animal ndo idendificado - - 1 1.2
Dejegdes de insetos - 4 5,0
Particylas metdlicas 7 87 66 81,5

Os valores acima 80 0 resuliado de 1 (uma) repeticde.
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Considerando a legislagio em vigor para cereais, ba-
seada na Resoluglo no 12/78% ¢ no Decreto no 12.486/
78 que exige auséneia de sujidades, parasitos ¢ larvas
em todos os tipos de alimentos, 100% das amostras de
mitho em gréo ¢ 98,8% das amostras de grits estdo fora
dos padrdes de qualidade estabelecidos.

A presente Legislagio ndo ¢ adequada a realidade de
produgdo, armazenamento ¢ processamento de mitho, pre-
cisando sor revista ¢ atualizada, pois o centrole apenas
reduz o nivel populacional nio eliminando totalmente os
insetos presentes nos produtos armazenados. Pode-se to-
lerar certos niveis de matérias cstranhas nos alimentos,
cabendo a pesquisa estabelecer suas quantidades.

Pelas Tabelas 1 ¢ 3 observa-se que pélos de rocdores
s0 foram isolados de 1 {uma) amostra de mitho em grio ¢
de 1 {uma) amostra de grits mostrando um baixo nivel de
contaminagdo por esta matéria estranha.

Pela Tabela | verifica-se que amosiras de milho em
grio continham inscios vivos (29,6%) ¢/oumortos (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
fuba pelo método da hdrdlise dcida (AQAC - 1993)) ¢s-
tio aprescnfadas na Tabela 4.

TABELA 4 - Quantidade ¢ porcentagem (%) de amostras
com matérias estranhas, em 81 amostras de fuba, analisa-
das pelo método da hidrolise acida.

AMOBTRAS
Tipos de matérias esitaphas Quantidade %o
Larvas mortas 61 75,3
Pupas ) 1 1.2
Inzcios mortos H 1.2
Fragmentos de inselos &0 988
Fragmentos de larvas 38 46,9
Acaros 6 7.4
Pdlos de animal ndo identificade i 1.2
Particulus metdlicas 2 2,5

s valores acima sEo o resitado de 1 (uma) sepetigdo.

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

A Portaria n® 1/1986 do Ministério da Saude® estabe-
lece o limite maximo de até 30 fragmentos de insetos, a
nivel microscdpico, em 100g de farinhas e seus derivados.
Em relagiio & outros tipos de matérias estranhas, a mesima
Portaria exige auséncia total.

Para cfeito de rejeigdo o/cu condenacio de loies de
fubd, os fragmentos de larvas foram computados junta-
mentc com os fragmentos de insetos, respeitando-se o li-
mite de 30 fragmentos em 50z do produto.

De acordo com a Portaria n? 1/1986% ¢ como se ob-
serva na Tabela 5; 79,0% das amostras estdo rejeitadas e/
ou condenadas por conter nimero de fragmentos de inse-
tos acima do limite tolerado ¢ pela presenga de larvas
mortas, pupas, insetos mortos, acaros, pélos de animal ndo
wdentificado e particulas metdlicas.

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

Aumosiras Guantidade Y%

Aprovadas 17 21,6
Condenadas 54 79.0
Tolal 81 00,0

A presenca de grande quantidade de amostras de grits
e fubd contendo fragmenios de insetos, como observa-s¢
nas Tabelas 3 ¢ 4, indica que o milho em grio estava infes-
tado por pragas e que estes produtos foram manipulados,
processados ¢fou estocados em condigdes higidnicas
insatisfatérias, Também, atribui-se a grande quantidade
de matérias estranhas no fuba a pontos de infestagio in-
ternos na industria,

Obscrvou-se que em 100% de amostras de mitho em
orio, 98,8% de grits ¢ 100% de fubd foram encontrados
pelo mencs um tipo de matéria estranha.

Ocorreu wm aumento nos niveis de matérias estra~
rhas no grits ¢ fuba a partir do grio de milho infestado.

CONCLUSOES
MILHO EM GRAO

* A presenga de ingetos vivos ¢ larvas vivas recupera-
das pelo método da peneiragio indica que o mitho em griio
estava infestado, que o controle dos insetos néo foi efici-
entc ou que pode ter ocorrido uma reinfestagio do produto
duranic o armazenamenio.

- A presenga de insetos mortos € larvas mortas e de
outras matérias estranhas no miiho em grio indica probie-
mas na limpeza do cereal.

- A grande porcentagem de amostras contendo insefos
inteircs, cabecas de insetos, larvas inteiras ¢ cabegas de
farvas recuperadas pelo método da infestagdo interna, in-
dica que o mifho contisha larvas ¢ insctos primdrios den-
tro dos grdos.

- A presenga de ovos, pupas, larvas, insetos ¢ exavias
nas amostras de milho em grio indica que havia insetos
em atividade biologica, completando o seu ciclo evolutivo
neste produto,

- As dejegdes de insctos recuperadas pelo método da
peneiragdo foram as matérias estranhas em maior porcen-
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tagem nas amostras de milho em grio, indicando que o
milho fol previamente infestado.

- As matérias estranhas mais freqiientes na parte ¢x-
terna do grio de milho foram dejegdes de insetos ¢ parti-
culas metalicas, enquanto gue na parte interna foram as
iarvas inteiras.

0 métode da penciragio ¢ o adequado para detecgio
de infestagdo viva, particulas metélicas ¢ dejegdes de inse-
tos.

GRITS

- A presenca de ovos, larvas, pupas ¢ insetos nas amos-
tras de grits indica que havia insetos em atividade bioldgi-
ca neste produto.

- 0 método da flutuagio ¢ adequado para recupera-
¢iio de sujidades leves (fragmentos de insctos ¢ fragmen-
tos de larvas).

- A maior contaminagfo do grits deveu-se a presenga
de particulas metalicas.

- A alta porcentagem de amostras contendo fragmen-
tos de insetos indica que o grio de milho utilizado cstava
infestado internamente, pois o grits ¢ retirado da porgio

mterna do grdo de milho, sendo constituido basicamente
do endosperma vitreo.

-0 método da peneiragiio € o adeguado para detecglo
de infestagio viva, particulas metalicas e dejecdes de insc-
fos.

FUBA

- A grande porcentagem de amostras de fub4a conten-
do larvas ¢ fragmentos de larvas indica gue o controle de
insetos no milhe pode nio ter sido cficiente ou que o fubd
fot mmfestado no armazenamento devido 4s condigdes sani-
tartas da indhstria, calxas ou depdsitos, empacotamento,
expedigiio ou no transporte.

- A presenga elevada de amostras contendo fragmen-
tos de insctos, larvas mortas e fragmentos de larvas indica
que o mitho utilizado estava infestado ou que havia focos
dc infestagfio na industria.

- Setenta ¢ seis por cento {76,0%) das amostras de
fubd cstdo condenadas, segundo a legislagdo em vigor.

‘Uma leve infestagiio no mitho em grio faz com
que ocorra uma concentragdo de matérias estranhas
no fuba.
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ATUIM B, LAZZARI, F A, ZAMBONILC.Q. The effect of processing corn grain pertaining to
extrancous materials in grits and comn meal. Rev. nst. Adolfo Luiz, 57(1): 57-63, 1998,

SUMMARY: The salety of the food is of strategic importance for public health and for the governument
business. In this paper the presence of extrancous malcrials was evaluated in corn Kerncls and in the
processed final product {grits and corn meal). Eightyv-onc samples of corn Kerncls, eighty-one saniples
of grits, and cighty-onc samples of corn meal, supplied by the industry, were taken during a period of
four months in accordance with daily production. The analyses were done using appropriate
methedologies and tecliniques, with modifications, described in the AOAC {Association of Official
Analytical Chemists), 16 thedition, 1995 and in the Manual of Microscopic Analysis of Foods (Zamboni
et alii, 1980}

Of the eighty-one samples of corn grain analyzed by the method of straining with a sieve, 29.6%
contained live insects, 28.4% contained dead inscels, and 72.8% contained meialic particles; while
analysis by the method of internal ingect infestation, 79.0% of the samples contained eatire larvas,
37.0% contained inscet heads, and 27.3% contained entire insccts. Of the grits samiples analyzed by the
flotation method, 76.5% showed the presence of insect fragments, while the same samples analyzed by
the straining method showed a predominance in the presence of metalic particles, with an 81.5%
occurrence. A high contamination of larvas in cornmeal was observed at 75.3%. In reference to the
cornmeal, 79,0% of the samples would be rejected by their containing inscct fragments above the
tolerated limit, dead larva, pupas, dead inscets, miles, and hair of nen-identified animals. There wasan
increase in the levels of extrancous materials in grits and in cornmeal due to infested corn grain.

DESCRIPTORS: cxtrancous materials, corn, grits, corn mcal,
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COMPARACAQO ENTRE IMUNOENSATO E CROMATOGRAFIA EM CAMADA
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MILANEZ, T.V.; ATUL M.B. & LAZZAR], F A..- Comparagio entre imunocnsaio ¢ : cromatografia
em camada delgada na determinacio de aflatoxinas, ocratoxing A ¢ zearalenona cm amosiras de mmitho
em g e fubd, Rev, Inst. Adolfo Lutz, 37(1), 65-71,1998,

RESUMO: Duas técnicas, wina delas utilizando cromaiografia em camada delgada e outra ¢nsaio
imunocpzimitico {(ELISA) foram comparadas na determinagiio de afllatoxinas, ocraioxina A ¢
zearalenona, Para tal, foram analisadas scle amostras de milho em grio ¢ vinie amostras de fubd prove-
nientes de wma inddstria no Estado do Parand. O método imnnoenzimatico mosirou-sc mais simples e
mais rapido e os niveis obtidos foram um pouco superiores dqueles obtidos por cromatografia em cama-
da delgada. Falsos resultados positivos foram observados com o método imunoenzimatico tornando-se

necessdria a confirmagio da identidade das micotoxinas pesquisadas,

DESCRITORES: ELISA, cromatografia em camada delgada, imunocnsaio, afiatoxinas, ocratoxina

A, zearalenona, milho, fubi.

INTRODUCAO

Aflatoxinas, ocratoxina A ¢ zearalenona sio
metabdiitos toxicos, conhecidos como micotoxinas produ-
zidos por determinadas cepas fungicas em condigdes ade-
quadas. Micotoxinas t&m grande importincia devido aos
danos provocados a satde humana ¢ animal e também
quanto aos prejuizos financeiros provocados. '

As aflatoxinas sfo produzidas por algumas cepas de
Aspergillus flavus ¢ Aspergillus parasiticus ¢ sdo
contaminantes naturais de véarios produtos como milho,
amendoim e ragdo animal. Elas s3o altamente téxicas, es-
pectalmente a aflatoxina B, (AFB,} que ¢ considerada o
mais potente carcindgeno humano®?,

A ocratoxina A (OA) ¢ mutagénica, teratogénica ¢
nefrotoxica principalmente em suinos e parcce estar envol-
vida na ectiologia da nefropatia endémica dos Baleds. Esta
micotoxina ¢ produzida por algumas cepas de Aspergiilus

ochraceus ¢ Pewicillium verrucosum em produtos diversos
como trigo, cevada, mitho, café cru, feijio.'=*

A zearalenona (ZEA) ¢ um metabdlito produzido por
algumas cepas de Fusarium graminearum{l roseum), A
culmorum ¢ F. crockwellense principalmente em cercais
como trige, cevada, triticale ¢ milho com teor de umidade
superior a 22,0%. O principal efcito em animais ¢ o
hiperestrogenismo, sendo os suinos os animais mais sensi-
VCiS. 112,222

Devido aos danos provocados 4 saude animal ¢ hu-
mana e em consequéncia aos prejuizos financeiros provo-
cados tem-se despertado grande interesse no desenvolvi-
mento de téenicas rapidas e sensiveis para determinagio
de micotoxinas em alimentos, ragdes ¢ fluidos bioldgicos.

Muitos métodos analiticos para determinagido de
micotoxinas t€m sido desenvolvidos para os mais varia-
dos produtos alimenticios tanto para consumo humano
como animal ¢ também em fluidos biologices, 41318202

*  Realizado nas Scgdes de Microscopia Alimentar ¢ Quimica Biologica da Divisdo de Bromatologia e Quimica ~ INSTITUTO
ADOLFO LUTZ - Av. Dr. Arnaldo,353 — CEP 01246-502 — S3o Paulo -SP

** o Instituto Adelfo Lutz
*++ Dg Universidade Federal do Parand
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Os métodos variam quanic ao preparo da amostra, sua
complexidade ¢ forma de deferminagio. Muitos deles siio
precisos porém necessitam de um preparo longo das amos-
fras e, as vezes, complexo, #$AIHISI2A

Tradicionalmente tem-se utilizado a cromatogratia em
camada delgada (CCD) que vem sendo substituida nos
ultimos anos pela cromatografia liguida de alta eficiéoceia
(CLAE) e mais recentemente tem sido desenvelvidos mé-
todos imunoquimicos para detectar nio apenas AFB, como
também outras micotoxinas como ocratoxina A,
vomitoxing, zearalenona, ¢ fumonisinag, *'3

Existem atualmente no comércio virios tipos de ks
bascados em métodos imunoenzinuiticos {ELISA) tanto para
a deteecdo qualitativa como para a determinagfio quantita-
tiva de micotoxinas. %7 Tem-se observado a grande acei-
tagfo deste tipo de kits de imunoensazos, tanto pela facitida-
de de usc guanto pela rapidez na obtengfio dos resultados.

A legislagfio brasiletra segundoe o Minssiério da Sad-
de (Resoluclio 34/76 da CNNPA)? apresenta um limite
maximo de 30 pg kg para a somatéria das aflatoxina B,
¢ G, ¢ de acordo com as normas do MERCOSULY (Gru-
po Mercado Comum) & de 20 pg kg para a somatoria das
quatro aflatoxinas (Resolugdo 36/94 internalizada pelo
Mumustério da Agricultura e Abastecimento pela portaria
u? 183 de 21/03/1996 )’ Nio existem valores estabeleci-
dos para a ocratoxina A e zearalenona,

O objetivo deste trabalho foi comparar duas téenicas
distintas, uma baseada em cromatografia camada delgada
¢ outra numa téenica imunoenzimatica guanto a determi-
nagio de aflatoxinas, ocratoxina A ¢ zearalenona em amos-
trag de milho ¢ fuba.

MATERIAL E METODGS

Material

Foram analisadas sete amostras de milho em grio ¢
vinte amostras de fubd provenientes de wima industria no
Estado do Parand, no periodo de 24 de agosto 4 17 de dezem-
bro de 1994, As amostras de trabaiho foram retiradas de va-
rios pontos da amostra orignal ¢ acondicionadas em sacos
plasticos sob refrigerago até o procedimento das andlises.

Métodos

Foram utilizados dois metodos:

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

- método descrito por Soares & Rodriguez-Amaya™
que atiliza cromatografia em camada delgada (CCD) usan-

66

do placas prontas de silica. A mudanca de fase movel ¢
cromatografia bi-dimensional forneceram dados para au-
xiliar a identidade das micotoxinas, porém a confirmacgio
foi efetuada por derivagiio guimica com Aacido
triflucroacético (TFA) com formacio dos derivados ca-

16

racteristicos das aflatoxinas B, ¢ G!
ENSAIO IMUNOQENZIMATICO

- método imunoenzimatico utilizando Kits ELISA
(VERATOX, kits guantitativos para determinagdo de
aflatoxinas, »earalenona ¢ ocratoxing A) fabricados por
NEOGEN Corporation, Lansing, MI, EUA. Esta técnica
utilizou 56 g da amostra moida e homogeneizada, extra-
¢fo com solugdio agquosa de metanol 70% com agitagio
manual vigerosa por trls minutos. Procedeu-se filtragiio
com papel Whatmian a2l ¢ do filtrado retirov-se 100 ul
para proceder-se a analise immoenzimatica de acordo com
as ortenfacdes do fabricante destes “kits”,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados que constam nas Tabelas | e 2 permi-
tem uma comparagio entre as duas téenicas na determina-
¢do das aflatoxinas, ocratoxina A ¢ zearalenona, O méto-
do imunoenzimatico utilizado permite apenas a deternu-
nagiio do total das aflatoxinas ¢ o método eromatografico
permite a determinagdo de cada uma das aflatoxinas B,
B, G, ¢ G (Tabelas 3 ¢ 4).

Utilizando-se os Kits Veratox os valores obtidos fo-
ram matores do que aqueles valores encontrados nas ana-
lises efetuadas por CCD, sendo gue, de forma geral, os
resultados obtidos pelas duas téenicas foram concordantes.

Grande parte das amostras de fuba analisadas apre-
sentou baixos teores de aflatoxinas pela técnica
imuncenzimatica ¢ pelo método CCD os valores foram
menares e proximos aos limites de detecgio das aflatoxinas.

Quanto as amostras de fubi 3.4,56,8,12,15,17,20
{Tabela 2) supde-se, no caso das aflatoxinas, de que se
tratam de resultados falsos positivos, pois apesar de terem
sido determinadas pelo método imunoenzimatico ndo fo-
ram sequer detectadas pelo método CCB. Ainda ndo esta
clare até que ponto ¢ prebiema de reagdes cruzadas foi
superado na determinacio das aflatoxinas na analise por
métodos munoenzimaticos.

A amostra 6 de nulho (Tabela | ) apresentou 44,2 ug
kg™ de aflatoxina total pelo método imunoenzimatico.
Entretante pelo método cromatografico nada foi detecta-
do de qualquer das aflatoxinas, € possivel que este com-
portamento possa ser devide ao processo de amostragem
utilizado para as amostras de mitho. A distribuigdo das
micotoxinas ¢ heterogénea exigindo uma amostragem bem
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TABELA ! - Determinagfio de micotoxinas em amostras de milho em grio utilizando técnicas de CCD ¢ ELISA (ug Kg').

ELISA CCh~
AMOSTRAS Allatoxinas** OA ZEA Affatoxinas*®* OA ZEA

i nd nd 166,6 2.5 nd nd
2 nd i nd nd nd nd
3 wd nd nd nd nd nd
4 nd nd nd nd nd nd
5 it nd nd nd nd nd
[ 44,2 nd ) i 1d nd nd
7 38,2 nd id : 20,0 nd nd

rebndo detectado

* determinagdo em duplicata o valores calculados na média de dois analistas

% somattra

Limites de detecgdio para CCD Limiles de detecedo dos Tkis™

obtidos no nosso laboratério: Aflatoxinas: 2.0 ng Kg!

ATFB, 2.5 ug Kg-1 ZEA; 100,0 ug Kg*

AFB. 1,0 pg Kg-1 OA: 2.0 pg Ky

AFG 12,5 pg Kg*
AFG, 1,0 ng Kg*
0A: 70 ug Kg*
ZEA 2880 ug Kg!

TABELA 2 - Determinacio de micotoxinas em amostras de fuba utilizando técnicas de CCD e ELISA {ug Kg™').

ELISA CCn
AMOSTRAS Altatoxinas®* OA LEA i Aflatexinas** QA ZEA

1 4.9 2,2 nd 6.0 1d ued
2 60 2.4 nd 8.0 nd ad
3 5.8 3,0 nd td nd td
4 3,6 2,2 i nd nd nd
5 4.9 2.3 wd i nd nd
6 37 2,6 nd nd e nd
7 4,9 5d ad 2,5 1 ad
8 4,1 9,5 nd e nd 1
9 7.6 7.3 el 3,0 nd nd
16 73 6.8 nd 25 nd ndl
13 7.2 5.8 nd 2.5 e id
12 G5 4,4 nd ek ik ad
13 7.8 3.4 nd ; 2,5 nd nd
14 7.4 4.1 nd 2.5 e nd
13 8.8 14 nd ad 3] ned
16 83 3,6 1l ; 4,3 1l e

7 9.1 2.0 nd nd nd uel
18 9.0 46 ad 3.5 nd nd
19 %4 6.0 nd 3.5 e nd
20) 2.2 4.9 nd nd nd nd

rebndo detestado
* doterminngdio em duplicata e valores caleitiadeos pa msdi de dads analistas
* soinatenia

Limites de detecgio para CCD Limites de detecgdo dos “kits™
obtidos no nosso laboratorio; Aflatoxinas: 2.0 wg Kg!
AFB 02,5 ng Kg~ ZEA: 100,0 ng Kg

AFB,: 1,6 pg Kg* OA: 2,0 ug Kg'
AFG,: 2,5 ng Kg*

AFG,: 1,0 ug Kg*

0A: 7.0 ug Kg!

ZEA; 288,0 ng Kyl
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TABELA 3- Determinagiio de aflatoxinas por CCD em amostras de milho em griio (ug Kg')*

AMOSTRAS AFB, AFB: AFG AFG, Aftatoxias
1 ad nd 2.5 nd 2,5
2 el ud net nd nd
3 nd 1l wd nid nd
4 el nd ned nd nd
5 el il nd nd nd
G 2,5 ud ud ] nd nd
7 13,0 5.0 nd nd 24,0

Bd-nie delestato
* deierstinagdo e doploat ¢ valores colodados na mddia de doss anadisins

Limites de detecgdo para CCD
cbtidos no nosse laboratorio:
AFB,: 2,5 ng Kg!

AFB.: 1,0 ug Kg”

AFG.: 2.5 pg Kg'!

AFG 1,0 ug Kg!

OA: 7.0 ug Kg”

ZEA; 2880 ug Kg*

TABELA 4 - Deternunagio de afiatoxinas por CCD e amostras de fubd (ug Kg')*

AMOSTRAS AT AFR, AFL, ATG, Aflatoxinas
(6,2 nel nd nd 6,2
s 7.5 and sael sl 5,0
3 nd net ml i d
4 2.3 nd nd 1l wil
3 nd nd nd 114 ud
& nd nd ed nd 11l
7 2.5 nd e il 2.5
b nd ml nd nd nd
9 nd nd 3.0 nil 3.0
10 2.5 nd ud nd 2.3
il 2.5 nd nd nd 2,5
12 nd nd d fud 11
13 2.5 nd sxd nd 2.5
14 2.5 tc nd e 2.5
| 3] nd i el md nd
S 2.5 2,0 % el 4,3
17 ik tid nd 1id nd
18 2.3 1o nd il 33
19 2.3 Lo el jn 3.3
20 nd g el wd nd

heb-afio deteosade

* detenningdo om duplicats e viiores caleulados na médie de doss analistas

Eimites de detecgio para CCD
obtidos no nosso laboratorio:
AFB: 2,5 ug Kg'

AFB.: 1,0 ug Kg

AFG—I: 2.5 ug Kg™

ARG, 10 ug Kg

OA: 7.0 ug Kg'

ZEA: 2880 ug Kg!
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feita. No caso das amosiras de fubd o proprio processa-
mento 14 garante a homegencidade das amostras | o que
pode ser observado pelos resultados que foram mais con-
cordanies para as duas téenicas vtilizadas

Observou-se na determinagfo de ocratosdna A que os
valores encontrados para milhe ¢ fubd pelo método
imuneenzinatico, estavam quase na fotalidade abaixo do fi-
mite de detecgdio do método CCD. Com excegiio das amos-
tras 8 ¢ 10 de fubd que apresentaram 9,3 ¢ 7.3 ug kg de
ocratoxing A, respectivamente (Tabela 23, Desta formanfo &
possivel fazer uma comparagio efetiva entre as duas téenicas,
apenas considerando que muaitos destes valores pequenos en-
contrados possam ser presuntivos positivos poers niie havia
metodologin mass sensivel & disposicio para confirmd-los,

Alguns antores tem estudado a correlagiio entre oS
resultados de CCD e ELISA. HONGYO et al ¢ compara-
ram o desempenho de um feste ELISA com CCD ¢ CLAE
para deferminagdo de AFB, em nulbo contaminado ¢ ra-
¢io ¢ os resultados obtidos indicaram boa correlacio en-
tre os trés métodes analiticos.

Poucos kits ELISA comerciais tem sido avalindos em
estudos colaborativos interlaboratoriais ' ¢ de forma ge-
ral observa-se boa correlagiio desta téenica com métodos
convencionais como CCD ¢ CLAE. Os kits comerciais
avaliados por estudos colaborativos tem causado muita
controvérsia pois alguns deles jd esrudados tem seus re-
sultados modificados em funcio do continuo avango da
téenica imunoenzimatica. Pestka et al.'! fizeram fevanta-
mento dos Kits comercias disponives ¢ segundo este le-
vantamento, o kit Veratox tem limiles de detocelo para
aflatoxinas 3 pph ¢ para zearakenona 230 pph, valores es-
tes que 1a foram moditicades. Estes mesmos autores veri-
ficaram que algumas vezes extratos de alimentos sem
micotoxinas podem interfertr na igacio micotoxina-ctizima
ao anticorpo fase soélida e nesie caso a resposta falsa posi-
tiva quando comparada 3 curva padrio preparada no
solvente extrator com tampdo.

HORWITZ ct al.” avaliaram os parimetros de preci-
sao através de dados provenientes de um estudo
colaborative para detecgio de micotoxinas utihizando
CCD, CLAE ¢ ELISA. De acordo com os resuitados
obtidos, o autores verificaram uma precisio
insatisfatoria entre os laboratdrios participantes deste
cstudo, pois a precisiio dos métodos para determinagio
de micotoxinas ¢ infertor quando comparada a determi-
nagdo de macroanalitos. Isto ¢ resuliade da baixa con-
centragdo do analito ¢ problemas com calibracio ¢ pa-
droes. Os métodos imunoenzinaticos levam a crer gue
tem precisdo mas pobre comparados aos métodos CCD

¢ CLAE, além disso os métodos mmunoenzimaticos mos-
traram grande vanabilidade nos scus resultados (30-
300%) e baixa reprodutibilidade.

Existem kits de imuncensaio especificos para deter-
minagdo de aflatoxina B, e outros para determinagio do
total de atlaroxinas como ¢ utilizado neste estudo que nio
determina niveis exatos de cada uma delas e portanto difi-
culta seu uso nas andlises para vigildncia sanitaria ¢ pes-
quisa, Os landos emitidos para fiscalizaglio devem
explicitar valores de aflatoxinas B, e G, presenies nas
amosiras para desta forma atender 3 exigéneia da Legisla-
¢io Brasileira, Resolugiio 34/76 da CNNPA que determa-
na limste maximo de 30 pgfkg (pph) na somatdria das
aflatoxinas B, ¢ G °. Este fato torna os “kits™ pouco indi-
cados para Orgfos envolvidos com a fiscalizagdo.

Segundo Henwitz et al.” os métodos de triagem sfio
métodes rapidos ¢ confidvels na eliminagdo de um grande
namero de amostras negativas {ou positivas) para restrin-
gir o ngmere de amosiras que requerem a aphicagdo de um
método mais rigoreso. No casoe de micotoxinas resuitados
falsos positives sio aceitivers pois serdo checados por
métodos confirmatdrios, mas os resuitados falsos negati-
vos devem ser ausentes,

Os “late” atendem de forma geral ds necessidades da
industria ¢ do campo, pois a técnica de ynunosnsalo € um
teste rapido ¢ simples que permite verificar a qualidade da
matéria-prima que esta seado adguirida, quanto a presen-
¢a de micotoxinas quando comparado por outros méto-
dos, sgja CLAE ou CCD| que requerem limpeza por parti-
¢iio Hquido-liguido ou coluna cromatografica, o que toma
muito mais tempo de andlise.

CONCLUSAD

Os resultados obtidos permitem concluir que a ufili-
zagdo dos kits se mostrou adequada para a determinacio
de aflatoximas | zearalenona ¢ ceratoxina A em amostras
de milho ¢ derivados desde que os resultados sejam sem-
pre confirmadoes por outras éenicas para evitar resuitados
falsos positivos.

Os kits sdo facers de operar, rapidos, utilizam pouca
vidraria ¢ pequenos volumes de solventes orgénicos dimi-
nuindo o risco de exposigio do analista. A melhor atitude
ao adotar esta técnica ¢ avalia-la criteriosamente de acor-
do com o nivel de precisdo e o proposito requeridos,

A maior utilidade destes kits € no campo, armazéns ¢
industrias que precisam fazer uma triagem rapida para
acettar ou regeitar determinade produto ou lote.
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ABSTRACT: Two techniques, onc of them using thin-layer chromatography and the other enzyme-
Tinked immunosorbent assay (ELISA) were compared for the determination of aflatoxins, ochratoxin A
and zearalenone. Seven samples of corn and twenly samples of corn meal from an industry in Parand
State were analysed for this purpose. The ELISA method was simpler to use, faster, showing higher
concentrations than the thin-layer chromatography method. False positives requiring confirmation of
the mycotoxins were observed with the ELISA method.

DESCRIPTORS: ELISA, thin-laver chromatography, imunoassay, aflatoxins, ochratoxin A,

zearalenone, corn and corn meal, :
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COMPOSICAO DE CAROTENOIDES EM NECTARINA (PRUNUS PERSICA)
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Godoy, H'T. & Rodrigucz-Amava, DB, - Composi¢io de carotendides em nectarina brasilcira. Rev,

Inst. Adoljo Lutz, 57(1y. 73-75, 1998,

RESUMO: Foi determinada pela primeira vez a composigdo de carofendides de nectarina (Prunus
persica). Onze carotendides foram identificados: 13-cis-B-caroteno, frans-fi-caroteno, 9-cis-B-caroteno,
traps-C-caroteno, nco-fi-criptoxantina, rass-f-criptoxanting, frans-luleina, frons-zeaxanting, frans-
violaxantina, frass-mutatoxantinag ¢ frgns-auroxaniina. O principal carotendide foi a frans-f3-
cripfoxanting (3,9 £ 90,7 pg/g), perfazendo 40,6% do 1otal de carotenoides (9,6 = 0,7 pg/g), scguida pela
trans-zeaxanding {1,0 = 0,3 png/g), frans-tuteina (1,1 £ 0,2 w/g) ¢ rans-f-caroicne (1,0 = 0,2 ugle). O
valor de vitamina A, provenicnte de isbmeros ¢is ¢ frans da b-criptoxantina ¢ do fi-carcleno foi de 54 =
3 ER/100 g. A composicio de carotendides de nectarina mostrou-se muito semelhante a do péssego,
fato csperado ja que estas frutas pertencem & mesma familia,

DESCRITORES; carciendides, valor de vitamina A, nectarina,

INTRODUCAQ

Como corantes naturais, os carotendides descmpe-
nham um papel decisivo na cscolha ¢ compra de muitos
alimentos pelos consumidores. A sua importincia, no en-
tanto, vai mais longe que o atributo da cor e reside nas
suas fungdes fisiologicas, Destas, a atividade pro-
vitaminica A de alguns deles ¢ a mais estabelecida, reco-
nhecida ao longo de muitos anos. Conscquentemente, a
determinagio de pro-vitamina A tem sido considerada uma
parfe fundamental da andlise de nutricntes. Outras fun-
¢Oes foram mais recentemente atribuidas aos carptenoides,
tais como intbigio de clnceer, fortalecimento do sistema
imunoldgico ¢ prevengio de docngas cardiovascula-
regtAAGISA0ALILBB3. et atividades ndo sio restritas as
pro-vitaminas A, portanto, a determinaco da composigdo
completa de carotendides tormou-se indispensavel.

* Departamento de Ciéneia de Alinentos
Faculdade de Engenharia de Alimentos
Universidade Estadual de Campinas

C.P 6121, CEP 13081-970, Campinas, SP, Brasik.

Ao contrario das frutas fropicals ¢ sub-tropicais, nas
quais os carotendides predominam, as frutas de clima tem-
perado sdo tipicamente pobres em carotendides ¢ ricas om
antocianipas. Péssego, damasco, néspera e nectarina sfio
praticamente as unicas frutas de clima temperado que sio
carotenogénicas, Por isso, o péssego ¢ a fruta mais estu-
dada nos Estados Unidos em termos da composigio de
carotendides ou somente om relagfo as pro-vitaminas
APIRITII6 - Aloumas investigagdes sobre os carotendides
de damasco'™® ¢ néspera’® ja foram também realizadas.
Surpreendentemente, a composigdo de carotendides cm
nectaring nio foi ainda determinada. O Nnico trabalho en-
contrado na literatura, de Bureau & Bushway®determinou
apenas as pro-vitaminas A, p-carofeno ¢ §-criptoxantina,

No presente trabaiho, a composigio de carotendides
de nectarina (Prunus persica) produzida no Brasil foi de-
terminada,
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MATERIAL E METODOS
Material

Os frutos de nectarinag vieram da cidade de Limeira,
estado de 580 Paulo, e foram adquiridos em supermerca-
dos ¢ feiras-livres da regifo de Campinas. Cinco lotes fo-
ram anahisados, sendo que cada lote foi composto de 5 a
10 frutos. Para cada lote, ap6s a retirada das sementes, as
polpas foram homogeneizadas em ligaidificador tipo
“Waring”. Utilizou-sc cerca de 100 g de polpa homogenci-
zada para a determina¢ido de carotendidcs,

Métodos

Varias precaugées foram tomadas para evitar a
somerizacio ¢ degradagdo dos carotendides durante a
analise, tais comeo: rapidez na conclusio da andalise, con-
trole da temperatura (<33°C) nas cfapas de concentragio,
realizagdo da saponificagdo a temperatura ambiente, pro-
tegdo aos pigmentos da luz solar ¢ artificial.

A composigio de carotenodides foi determminada de acor-
do com RODRIGUEZ er afii*® Resumidamente, o proce-
dimento enconira-se csquematizado na Figura 1. Para a
scparagiio dos isGmeros cis ¢ trans de B-caroteno ¢ B-
criptoxanting, as fragdes destes carotendides obtidos na
coluna de¢ MgO:HifloSupercel foram individualmente
recromatografadas em coluna de Ca(OH).,. Os isémeros
do B-caroteno foram eluidos da coluna com éter de petro-
Ico puro; ja para os tsdmeros da B-criptoxantina utilizou-
se como eluente 10% de acetona em éter de petroleo.

Na identificagio dos carotendides, foram considera-
dos conjuntamiente os scguintes parimetros: ordem de
cluigdo na coluna, cspectros de absorgio nas regides do
ultravioleta e visivel, valores de Rf na camada delgada de
sifica gel e reagdes quimicas, como metilagiio con metanol
acidificado, acetilagio com anidrido acético,
fotoisomerizaglo catalizada por iodo e teste para epoxidos.

Utiizou-se um espectrofotdmetro de duplo feixe,
marca Perkin-Elmer, modelo Lambda 6, para resgistrar os
espectros na faixa de comprimento de onda de 300 a 350
nm. Os miximos de absorgio foram cntfio comparados
com os dados tabelados por DAVIES!,

A quantificacdo foi feita a partir da absorvincia ma-
xima, aplicando-se a Lei de Beer, utilizando os coeficien-
tes de absorgdo tabelados por DAVIES™ ¢ os determina-
dos por GODOY & RODRIGUEZ-AMAYA'® para os
isbteros do B-caroteno ¢ da p-eriptoxantina. Os resultados
foram expressos em ug de carotendides por g de amostra,

O valor de vitamina A foi calculado considerando a
atividade vitaminica A de cada isémero de carotendide
precursor (33% para o 13-¢is-fB-caroteno, 100% para o
frans-f-caroteno,38% para o 9-¢is-f-carotene, 42% para
neo-P-criptoxantina, 37% para trans-B-criptoxantina)’-*
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¢ o fator de conversdo de 6 ug de frans-B-caroteno
correspondendo a 1 ER (equivalente de retinol), estabele-
cido pelo NAS-NRC*,

Para a obtengdo do perfil da composi¢lo de
carotendides por CLAE (cromatografia liquida de alta cfi-
cifneia) uma pequena aliquota, do mesmo extrato aplica-
do na coluna aberta, foi injetada em um cromatografo a
liquido Varian. O cquipamento era constituido por um sis-
tema de bombeamento terndrio (modelo 5010), uma val-
vula injetora tipo “rheodyne”, uma alga de amostragem de
10 ul de capacidade, um detetor UV-visivel Varian (mo-
delo 5100}, operando a 450 nm, ¢ um integrador-registra-
dor Varian {modcio 4400). A separagiio crem'ltogr:’lfica s
procedeu em coluna C, (3 um) de 250 x 4.6 d.i. mm mar-
ca Vydac 201-TP54 (V\ dac Scparation Group, Hesperia,
CA), protegida por uma coluna de guarda C ; (10 um) de
30 x 4.6 d.i. mm, marca Micropore MCH-120 (Varian).
Operou-ge sempre de modo isccratico, utilizando-se
metanol:agua (98:2) como fase mdvel, numa vazio de 1.5
ml/min. Os pigmentos foram identificados por co-
cromatografia com padrdes ¢ fragdes isoladas das colunas
de MgO:HifloSupereel e Ca(OH),,.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicdo qualitativa

Os frutos madures de nectaring apresentaram os se-
guintes carotendides: 13-¢is-P-caroteno, trans-f-caroteno,
9-cis-B-caroteno, trans-{-caroteno, neo-B-criptoxanting,
trans-B-criptoxantina, fransiuteina, transzeaxantina,
fransviolaxantina, fransmutatoxanting ¢ frans-auroxanting.
As principals caracteristicas dos pigmentos identificados
cstdo apresentadas na Tabela 1 ¢ os resuitados das reagOes
quimicas encontram-se na Tabela 2.

-Caroteno (B,p-caroteno) ¢ {-caroteno (7,8,7,8-
tetrahidro-y w-carotene) foram identificados através da
forma ¢ maximos de absorgfio dos cspectros na regido do
visivel (Tabela 1). A auséneia de grupos substituintes foi
demonstrada pela clui¢io destes carotenos (hidro-
carbonetos) junto com a frente do solvente na camada del-
gada de silica gel, desenvolvida por metanol 3% em
benzeno.

Para as xantofilas, carotendides que contém oxigénio
além de carbono ¢ hidrogénio, a estrutura basica (aciclica
ou ciclica, mimero de ligacSes duplas conjugadas) tam-
bém fot indicada pelos espectros de absorgdo. Os grupos
substituintes manisfestaram-se primeiramente pelos Ris
mais baixos na camada delgada de silica gel desenvolvida
por metanol 3% em benzeno (Tabela 1). A B-criptoxantina,
um monohidroxi-carotendide, apresentou um Rfde 0,51 ¢
a zeaxanting, um caroiendide diludroxilado, apresentou um

Rfde 0,11.
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TABELA 1 - Principais caracteristicas dos carotendides de nectarina,

Pigmentos X mix (nm}® AP Atividade de Valor de RF ReagBes quimicas
fam pra-vit. A (%)° camada delgada
13-cig-f-carotenc 336 (422) 443 472 1730 53 49,97 Cis +
trans-B-carotena (4243 448 474 2592 100 0,99 trans +
9.¢ig-fi-caroteno 335 (420) 444 a7y 231 38 0,97 cis +
{C-caroteno 378 397 424 2555 - 0,96 trang +
nie identificado 432 2592 - 0,68 trans +
neo--criptoxantina 333 (422 446 472 2386 50 0,49 acet, +
cis +
trans-B-criploxantina (424 447 474 2386 57 0,51 acet +
trans +
juteina 423 446 474 23350 - 0,19 mict +
acel.+
zoaxanting {422y 448 472 2350 - ¢,11 acet. +
violaxantina 418 444 468 2530 — 0,09 acet, +
epox. +
mutatoxaniina 400 426 447 23592 - 0,11 acet. +
epox.
auroxanting 382 402 4206 1850 - 0,07 acet, +
epax. -+

& Maximos de absorgio ent dter de peirdied, partricses sigin roan s ondiro o jugar de pice,
b Dados labeladas por Davies'' ¢ Godoy & Rodiiguez-Amaya®™ .
¢ Zechmeister' e Baverndoind®,

0 tipo ¢ posigio dos prupos substituintes foi verifica-
do pelas reag8es quimicas {Tabela 2). A prescnga de
hidroxilas em P-eriptoxantina {§,p-caroten-3-0l}, luteina
(B,e-caroteno-3,3'-diol), zeaxantina (,3-caroteno-3,3'-
diol}, viclaxantina (3,6,5°,6"-dicpoxi-3,6,3',6"-tetrahidro-
B,B-caroteno-3,3'-diol), mutatoxantina (5,8-epoxi-5,8-

dihidro-3,B-caroteno-3,3'-diol) e auroxantina (5,8,5%,8
diepoxi-3,8,5' 8 -tetrahidro-B,-caroteno-3,3'-diol) foi con-
firmada pela reagdo positiva a acetilagio com amdrido
acético. A posigio alilica de uma das duas hidroxilas da
luteina foi demonstrada pela resposta positiva & metilagio
com metanol acidificado. A existéncia de epdxidos nas

TABELA 2 - Reagdes quimicas das xantofilas encontradas om nectarina.

Metiagdo com metanol acidificado

Kantofikis Acetibagio com anidiido acélico catalizado por HCS Rearranjo epdxido-furandide
B-criptoxaing aumento do RFde 0,51 para 0,%0 negativa nenhuma mudanga

hiteina aumerdo do Rl de 9,19 para 0,92 awnerto de Rfde 0,19 para 0,40 nenhinna mudanga
Zeaxaniing awrento do RE de ¢,11 para 0,88 negativa penbuma mudanga
violaxaniin aumento do RE de 0,09 para 0,84 sopativa deslocmmento hipocrosémico de 40 min
rodatoxapting awrento do Rf de G,11 para 0,86 negativa nenhuma mudanga
aroxaing mnento do Rf'de 0,07 para .85 negativa nerirana mudanga

valores de RE calosludos ng camnde delgada de slics gel desenvolvide pos snstanol 3% e bepero.
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posigdes 5,6 ¢ 5',6' na violaxantina, indicada pclos maxi-
mos de absor¢io ligeiramente mais baixos que os do f3-
caroteno, foi confirmada pelo deslocamento hipsocromico
de aproximadamente 40 nm apds a adigio de HCI diluido,
refletindo a transformacfio aos furandides 5,8 ¢ 5'.8°. Os
maximos de absorg¢do aproximadamente 20 e 40 nm mais
baixos que os do B-caroteno {Tabela 1) demonstraram a
ocorréncia de um e dois epdxidos, ja nas posigdes 5,8 ¢
58" em mutatoxanting e auroxantina, respectivamente, A
presenga de epoxidos foi também indicada pela mudanga
da cor amarela ou laranja do carotendide para azul na ca-
mada delgada apds exposigic a vapores de HCI concen-
trado,

A configuragio cis ou frans dos carotendides foi de-
monstrada pelos maximos de absorgiio dos cis isdmeros
ligetramentc mais baixos que os do franscarotendide cor-
respondente ¢ picos ¢fs naregido ultravioleta, evidente nos
1sdmeros do f-caroteno (Tabela 1). Além disso os isGmeros
trans sofreram um deslocamento hipsocrdmico ¢ os ois
um deslocamento batecrdmico com a fotoisomerizagdo.

Um pigmento , que elutu apds o B-caroteno | apresen-
tou um Unico maximo de absorcdo (Amax a 432 nm em
Sler de peirdico ¢ a 443 nm emometanol), forma caracteris-
tica de cetocarotendide, porém nfio respondeu a reducio
com NaBH,. A resposta negativa d acetilagdo mostrou que
o composto nfio apresentava hidroxilas ¢ apds exposicio a
vapores de HCI nio ocorreu mudanca na coloracdo da
mancha. indicando a auséneia de grupo epdxido. Embora
ndo {enha sido possivel a sus identificagdo nem por

espectrometria de massa, devido a pequena quantidade,
uma estimativa da concentragfo foi feita baseada na
absortividade do B-carcteno.

Utilizou-se a CLAE também para a obtengio do per-
fil da composigdo de carotendides, Mesmo sem quantificar,
o cromatograma obtido por CLAE confirmou a predomi-
nincia da B-criptoxantina.

Composigdo quantitativa

O principal pigmento cncontrade foi a B-criptoxanting,
representando 40,6% do contendo total de carotendides de
8,6 ugfg {Tabela 3). Dos pigmentos cncontrados na
nectarina, sio precursores de vitamina A o f-caroteno, a
B-criptoxantina ¢ os isdmeros ¢is de ambos, fornecendo
um valor de vitamina A de 54 RE/100 g. Em comparagio
com outras frutas brasileiras, a nectarina ¢ apenas uma
fonte moderada de pré-vitamina A (Tabela 4). Além do
contetdo baixo de carotendides, anectaring tem como prin-
cipal pro-vitamina a B-criptoxantina, gue possue 37% da
biopoténcia do -caroteno. Em termos de -criptoxantina
{Tabcla 4), a nectarina ¢ uma fruta de conteudo médio.

BUREAU & BUSHWAY® encontraram 0.5 ug/g de
B-caroteno ¢ 0,3 pg/e de B-criptoxantina em nectarina dos
EUA, proporcicnando um valor médio de vitamina A de
apenas 11 ER/100g. Como estes autores ndo saponificaram
as amostras, os ¢steres de P-criptoxantina, forma predo-
mnante om frutas, ndo foram quantificados, explicando o
baixo tcor de $-criptoxantina.

TABELA 3 - Composi¢fio de carotendides {ug/g) e valor de vitamina A (ER/100g) de nectarina™®

Concentraclio (ja's)

Carotendides Intervalo Médm & DP * Y
13-gis-fecarotene NI¥- 0,2 0,1 =01 0,9
trans-fi-caroteno G8-1,1 1,202 10,4
-eis-f-caroteno N -Gl 0,1 0,1 0,8
traps-E-carctono 4,1-0,.2 0,2+ 0,1 2,1
nio-wentificado ND -Gl G,1+0,1 a9
neo-fr-orploxaning 4,200 6302 31
trans-H-criploxaniina 32-43 3.9 +07 40,6
luteina 1,0+ 14 IR i1,4
Zeixanting 1,1-20 L6+ 03 16,7
viclaxanina 0,5-09 08+ 0, £3
nuifatoxant na ND-G1 - -
aurexaning ND - L0 £ 03 42
Totad 8.5 - HL2 9,6 & 0,7

Valor de vilamina A 48 . 60 548

* Meédia ¢ desvios padrie de 5 lotes snalisndos e duplicata

WD - ndo deteetado, DP - desvio padrae
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TABELA 4 - Comparagio dos teores de [-criptoxantina {ug/g) e vitamina A (RE/100g) presente em frutas brasileiras”,

Fruta / cultiareés B-criploxaniina valor de vitwming A
Accrol” 36 o
Caja® 16,9 150
Cajid
Amarelo 0.5 i6
Vermelho Ll 42
Cyplomadra betacea® 14,0 250
Mﬂn]ﬁi}“'m}l
Sok 9,1 120
Taléndia 8.7 140
Comamn 8,1 110
Formosa 8,6 196G
Manga'
Haden 0.6 126
Tonuy Atikins 0,4 220
Bowben 0,4 146
Extremn 0.7 430
Chiro 0,2 310
Nectarm 3.8 54
Nesperatd 4.8 180
Péssego’’
Rei da Conserva 6,4 82
Damnte 4,1 55
Chileno 5.1 73
Pigui 44 54
Pinnga’ 47,0 930

= valores so médias de 3 a 5 lotes analivados em duplicata.

Figura 1 - Esquema da determinag8o de carotendides em nectaring
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ABSTRACT: The carotenoid composition of nectarine (Prunus persica) was determined for the
first time. Eleven carotenoids were identified: 13-cis-B-carotene, prans-fi-caroteng, 9-cis-8-carotene,
trans-C-carotene, neo-f-cryptoxanthin, trans-f-cryptoxanthin, wrans-futein, prans-zeaxanthin, frans-
violaxanthin, frans-rmoutatoxanthin and rrams-auroxanthin., The principal carotenoid was frans-B-
cryptoxanthin (3.9 = 0.7 ug/g), accounting for 40.6 % of the total carotenoid content (9.6 = 0.7 pyg/g),
followed by rrans-zeaxanthin (1.6 + 0.3 ug/g), rrans-futem (1.1 £ 6.2 pp/e) and frans-H-carotene (1.0
£0.2 pg/e). The vitamin A value, provided by B-cryptoxanthin and f-carotene c¢is and frgns isomers,
was 34 + 5 RE/100 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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RODRIGUES, R M.M.S; CORREIA, M,; FRANZOLIN, M.R.; BAGGIO, D. - Matérias estranhasem
doces de amendoim ¢ de leite vendidos por ambuianics na Cidade de Sdo Paulo. Rev. Inst. Adolfo Luiz,
37(1): 81-80, 1998.

RESUMO: Foram analisadas 33531 amostras de doces de amendeim ¢ 137 de doces de leite, no
periodo de janciro/1993 a janciro/1994, adquiridas mensalmente em dez barracas de ambulantes de
doces, distribuidas em quatro regides da Cidade de Sfo Paulo/SE. G objetivo do trabatho foi a adequa-
¢do de métodos para pesquisa de matérias estranlas ¢ avaliagio das condigfes sanitdrias desscs produ-
tos, duranie as quaftro cstagdcs do ano, utilizando-sc mélodos da “Association of Official Analytical
Chemists™, 15 cd., 1996, Os méiodos permitiram obler material adequado para leitura ¢ identificagio
das matérias cstranhas, sem residuos interferentes que dificultassem o diagnésiico da analise. Do total
de amostras de doces de amendoim e de leite, 32,8% e 28,7%, respectivamiente, ostavam aprovadas,
segundo as normas legais vigentes brasileiras. Das 351 amostras de doces de amendoim, 60,7% conti-
nham {fragmentos de insetos, 11,7% 4caros ¢ 6,8% estavam contaminadas com pélos de roedor. Das 157
amostras de doces de icite, 58,6% estavain contaminadas por fragmentos de insetos, 26,8% por dcaros
€ 5,7% por pélos de roedor. Os ndumeros médios de fragmentos de insclos, dcaros ¢ pélos de rocdor, em
relagdo as amostras condenadas, {oram 8.6; 11,3 ¢ 1,4 para os doces de ieite ¢ 6,5, 6,5 ¢ 1,1 para os
doces de amendoim, respectivamente. As estacdes do ano que apresenfaram o major perceniual de
amosiras posilivas para fragmentos de insctos ¢ pélos de roedor foram o outone ¢ o inverne, para os
doces de amendoim, ¢ o outono para os doces de leite; para dcaros, o maior percentual de amostras
positivas ocorrey no verdo,

DESCRITORES: matcrias cstranhas; sujidades teves; andlise microscopica; doce de amnendoim,
doce de leite.

INTRODUCAO

A pesquisa de métodos para isolamento e detecgo de
matérias estranhas em alimentos, assim como, o estabele-
cimento de legislagdo pertinente tem recebido grande im-~
portincia em paises como os Estados Unidos &7 ¢ Cana-
da ™ ¥ enguanto que nos paises curopeus ¥ existem vari-
agbes quanto ao estabelecimento de métodos especificos
para tais pesquisas ¢ a legislagfio pertinente exige a ausén-
cia de msctos, larvas, ovos, excromentos de roedores em
todos os tipos de alimentos.

* Realizado na Scglio de Microscopia Alimentar do TAL/ 5P
** Da Secio de Microscopia Alimentar do IAL/ SP
##% Do Depariamento de Parasitologia do 1CB/ USP

Embora recente, o Brasil ¢ pioneiro na América Lati-
na na pesquisa de matérias estranhas, iniciada em 1978,
na Sc¢do de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo
Lutz. Desde entdo tem-se verificado o crescente cstudo de
matérias estranhas em diversos produtos alimenticios, como
farinha de rosca ?b %, sucos P, produtos da merenda esco-
far #, queijos 2, mitho e grits “¢ outros. Porém, como
ctapa inicial, as pesquisas tém-se voltado muito mais para
a aplicagio de métodos ja oficializados, como os publica-
dos pela “Association of Official Analytical Chemists™ ¢
pelo “Health Protection Branch™ ", utilizando-os em produ-
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tos nacionais do mesmo tipo de produto para o qual o
método foi desenvolvido %26, Tal fato justifica-se pela
nccessidade preemente de implanta-los nos Laboratdrios
Oficiais de Sande Publica, para o efetivo controle das
condigles higiénicas dos produtos nacionais e para as
propostas de aiteragdo na legislagdo em vigor »** | cons-
tatando-se crescente interesse de sua implantagio nas in-
dustrias de alimentos ¢ laboratérios privados de controle
de qualidade.

Em nivel nacional, as pesguisas em matdrias estra-
nhas reportam a resultados coneretos constatados através
da publicagio das Portarias 1/86 % ¢ 74/94 ', do Ministc-
rio da Saide, onde sc estabelecem limites de tolerdncia
para [ragmentos de insetos em farinhas e derivados.

Devido a constante necessidade de ampliar o campo
de atuagio no controle de gqualidade de alimentos aliada a
mmportincia da pesquisa de matérias estranhas, muitas
vezes s80 necessarios estudos para adequacio de méto-
dos, quer para tornd-los viavels frente a estrutura dos la-
boratdrios nacionais, quer para padronizd-los em produ-
tos con caracteristicas semelhantes aqueles utilizados para
o desenvolvimento das referidas metodologias.

D¢ um modo geral os doces sfio produtos de
igualavel accitagio mundial, No Brasil, o doce de leite
¢ o dec amcadoim sfio bastante popularcs, principalmen-
te, entre a populacéo infantil. Tanto na produgdo indus-
trial como na ariesanal, sio produtos susceptivels 4 con-
taminagdo por matérias estranhas como qualquer outro
alimento *. Assim, a inexisténcia de métodos para isola-
mento de matérias estranhas em doces de amendoim ¢ de
Jeite ¢ a conscqiiente auséncia de informagdes sobre a
contaminagio desses produtos levaram ao desenvolvimen-
to da presente pesquisa, cujos objetivos foram: a ade-
quagio de metodologia para detecgdo de matérias estra-
nhas, a avaliagfo da contaminacio ¢ a correlagio com as
cstacdes do ano.

MATERIAL E METODOS

a. Amostragem

Foram analisadas, no periodo de janciro de 1993 a
janeiro de 1994, 351 amostras de doces de amendoim, sendo
86 pagocas cilindricas, 79 pagocas em tablete, 124 doces
de amendoim em tablete ¢ 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. Pos 7 tipos de doces, somente a pagoca em
tablcte ¢ o doce de leite pingo apresentaram embalagem
individual. As amostras foram congeladas até o momento
da andlise, utilizando-se 100g de cada uma, em duplicata.

As amostras foram adquiridas, mensalmente, em 10
barracas de ambulantes da Cidade de S&o Paulo/SP, loca-
lizadas: 2 no Largo de Pinheiros, 3 na Av. Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar - Hospital da Clinicas, 2 na Lapae 3 em
Sante Amaro.
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b. Metodologia

b.1. Pesquisa de sujidades leves em doce de amendoim

Para extragdo de sujidades leves em doces de amen-
doim em tablete, pagoca e pé-de-moleque, foi utilizado o
método descrito na AQAC para determinagio de sujida-
des ¢ matérias estranhas em pasta de amendoim 2.

b.2 Pesquisa de sujidades leves em doce de leite

Na determinagio de sujidades leves nos doces de leite
(em tablete ¢ pingo), utilizou-se o método da AOAC para
amido ¥, com medificagBes, sendo descrito a seguir o pro-
cedimento utilizado:

Fragmentou-s¢ a amostra om pequenos pedagos ¢ pe-
sou-se 100 g em béquer de 1000 mi. Adicionou-se 600 mi
de Igepal a 2% quente (35-70 °C) ao béquer ¢ aqueccu-se
em banho-maria até a dissolugdo da amostra, agitando,
ccasionalmente, com bastio de vidro, Transferiu-se
quantifativamente a amostra para peneira n° 230, lavan-
do-s¢ com agua filtrada quente (50-60 °C), até nilo ocor-
rer formagioc de espuma. Transferiu-se o residuo da pener-
ra para o béquer ¢ lavou-se a peneira com agua filtrada
quente (56-60 °C), recothendo-se no mesmo béquer. O
contetido do béquer foi filtrado a vacuo, sobre papel de
filtro riscado, lavando-se as paredes do béquer com dgua
filtrada quente (50-60 °C) ¢ filtrando-se no mesmo papel.
O papel de filtro foi transferido para placa de Petrie o
material foi examinado ao microscdpio cstereoscopico, sob
aumento de 30x.

b.3. Pesquisa de sujidades leves em doce de leite
com €oco
Para as amostras de doce de lcite com coco em tablets,
foi utilizado o método da AOAC de extraciio de sujidades
Jeves em coco cm pedagos .

b.4. Anilise estatistica

Aplicou-se o teste de dnas proporgdes com aproxi-
magio normal °, para determinar se havia diferengas csta-
tisticamente significantes entre os dois grupos de doces
(amendoim ¢ leite) ¢ os tipos de matérias estranhas e entre
¢stas e as estagdes do ano. Considerou-se alfa= 0,05 ¢z
de alfa = 1,96 como nivel de rejeigio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ndo havia métodos padronizados para exira-
¢io de matdrias estranhas nos doces em estudo, foram tes-
tadas metodologias descritas pela AOAC para produtos
correlatos, como o método para pasta de amendoim * ¢
para coco ralado ', nos doces de amendoim ¢ no doce de
leite com coco, respectivamente. A partir dos ensaios rea-
lizados aplicando-se os principios basicos dos métodos de
extragiio de matérias estranhas que sdo utilizados em ami-



RODRIGUES, RMM.S.; CORREIA, M., FRANZOLIN, MR, BAGGIO, D, - Matérias esiranhas em doces de amendoim e de lejte vendidos por
ambulantes na Cidade de Sie Paulo, Rev. Fust. Adolfo Luz, 37(1). 81-86, 1998,

dos * adequou-sc o procedimento analitico, que apresen-
tou os melhores resultados quanto a recuperacdo e a faci-
lidade de leitura do material extraido, para os demais tipos
de doce de leite.

A utilizagfio de solugdo detergente ¢ da lavagem da
amostra em peneira na etapa de pré-tratamento, permite a
liberagio da matéria estranha do produto ¢ a remogdo de
substincias interferentes 2, como gorduras ¢ aguicares pre-
sentes em maior quantidade nos doces de amendoim ¢ de
leite, respectivamente,

As solugdes alcoolicas em dgua diminuem o peso es-
pecifico ¢ a tensdo superficial do meio aquoso, aumentan-
do a eficiéncia do umedecimento dos elemcentos histoldgicos
dos vegetais, permitindo uma melhor scdimentagfo dos
mesmos e, conscguentemente, uma extragio mais eficaz
das matérias estranhas *, Concordantemente, obscrvou-
se que nos doces de amendoim ¢ no doce de leite com coco,
a solugdo alcodlica a 55% ¢ a de isopropanol a 40%, res-
pectivamente, dificultou a flutuagio do espermoderma do
amendoim (Arachis hypogaea) e do endosperma do coco
{Cocos nucifera). O posterior tratamento com solugo
dcida ¢ aquecimento também aumentou a cficiénera do
umedccimento dos elementos histoldgicos, pela remogio
dos solventes orginicos da superficie dos vegetais | além
de remover amidos ¢ proteinas do produto, com compro-
vada eficiéncia ¥,

Observou-se que o material obtido na extragdo pelos
3 métodos propostos foi adequado para leitura ¢ identifi-
caglio das matérias estranhas isoladas das amostras, por
niio apresentar residuo de clementos histologicos vegetais
que dificultasse o diagnostico, aspectos de elevada impor-
tincia nos gstudos de novas mctodologias 11

Na Tabela 1 estfio representados o total de amostras ¢
os resultados obtidos guanto ao nlmero ¢ percentual de
amostras positivas para fragmentos de insetos, acaros ¢

pélos de roedor para cada tipo de doce analisado.

O alto consumo dos doces aliado, em alguns casos, a
baixa produciio, impediu a aquisi¢io mensal de igual ni-
mero de amostras para todos os produtos. Apesar da varia-
¢80 no numero de amostras analisadas, observa~se na Tabe-
la I que, tanto para os doces de amendoim como para os de
leite, o maior pereentual de amostras com matérias estra-
nhas ocorreu pela presenga de fragmentos de insetos (60,7%
¢ 58,6%, respectivamente) ¢ pereentuais bem menores para
pllos de roedor (6,8% ¢ 5,7%, respectivamente), ndo ha-
vendo diferenca estatisticamente significante (p=>0,05) en-
tre os dois grupos de doces quanto 4 contaminagdo por frag-
mentos de insetos ¢ pélos de rocdor, O mesmo nfio ocorreu
com a confaminagio por acaros (11,7% dos doces de amen-
doim ¢ 26,8% dos doces de leite), que fol cstatisticamente
significante {p<0,03), onde se verifica que a diferenga de-
veu-se ao alto indice de contaminagio do doce de leite com
coco (30,0%). FRANZOLIN ¢ col, % correlacionaram o
alto grau de contaminagio de doces de leite com coco por
acaros com o teor protéico e de gordura do produto. Ainda
segundo os mesmos autorcs, a presenga de acaros € seus
ovos nos doces de amendoim ¢ de leite sugere manipulagio
¢ armazenagem inadequadas, além da falta de higiene.

Dos doces analisados, o doce de leite pingo foi o tini-
co que nilo apresentou contaminagio por pélo de roedor
{Tabela 1). Embora o nimero de amostras analisadas te-
nha side menor, o resultado mostra que & vidvel obter pro-
dutos em condigdes de higiene mais adequadas, talvez de-
vido a uma maior protegfio contra ataque de roedores nos
locais de fabricacio.

Das amostras positivas, foram determinados, como
medidas descritivas, o total, a média ¢ o intervalo de vani-
acdo de cada matéria estranha, apresentados na Tabela 2,
com valores semethantes de média ¢ de intervalo de varia-
¢lo entre os dois grupos de doces, tanto para fragmentos

Tabela 1. Total de amostras ¢ amostras positivas para fragmentos de insctos, acaros ¢ pllos de roedor, segundo

o tipo de doce.

Teral

Amostras posilivas

Tipo de doce Fragm. inselo Acaro Polo de roedor
0 % a® “a n® a
Pagoca cilindrica jite] 49 57,0 5 5.8 7 8.1
Pagoca tableie 79 44 582 9 11.4 4 5.1
Doee de amendoim tablote 124 81 G353 24 193 8 6.4
Péde-moleque 62 37 59,7 3 4.8 5 8.1
Total 351 213 60,7 41 14,7 24 6.8
Doce de Jeile Lablete 88 55 6.8 15 18,8 3 3.8
Deoce de leite com coco 46 30 65,2 23 53,0 [ 130
Deoce de Jeite pingo 31 7 12,6 4 12,9 y 0.0
Tolal 137 9% 5386 42 26,8 2 5%

fragie. mseor fragmento de inseto
n" = nlmero de amostias positivas
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Tabela 2. Medidas descritivas de matérias estranhas, nas amosiras positivas, em doces de amendoi ite.
Tabela 2. Medidas descritivas de matérias estranhas, nas amo positiva doees de amendoim ¢ de leite

Tipo de doce

Mauidria estrania

Fragm. inselo Acaro Pélo roedor
n” kS Ly, i £ iv. a® X v
Amendoim 1375 5.5 i41 272 6.3 i-36 27 i P2
Leite 793 8.6 1-44 486 113 1-60 i1 1.4 i-2
Fragn, insero; frapmenta de inselo; »” = fotal, x = média; v = intervaby devaiingio

de insctos (6,5 ¢ 8,6; [1-41 2 1-44], reapectivamenic) como
para pélos de roedor (1,1 e 1,4; [1-2 e 1-2], respectiva-
mente), enquanto que, para dcaros, os valores foram mai-
ores nos doces de leite,

Como a incorporaciio de contaminantes em um afi-
mento pode ocotrer nas varias ctapas que envelvem a sua
elaborago, o produto final pode conter § ou mais tiposde
matérias estranhas, concomitantemente. Meste estudo, cads
amostra analisada apresentou de 0 a 3 tipos de matérias

&0 ¢
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Figura 1. Percentagem de amostras de doces de amendoim,
segundo o nlimero de tipos de matérias estranhas.
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Figura 2. Percentagem de amostras de doces de leite, se-
gundo o namero de tipos de matérias estranhas.

34

estranhas ¢ nas Figuras 1 ¢ 2 sfo apresentados os
percentuais de amostras, segundo o nmero de tipos de
matérias estranhas para os doces de amendoim e de leite,
respectivamente.

Observa-se, nas Figuras 1 ¢ 2, gue a comtaminagio
por somente 1 tipo de matcria estranha prevaleceu em to-
dos os tipos de doces de amendoim e nos doces de leite em
tablete e para o doce de leite pingo verifica-se predomi-
ndncia para auséncia de matérias astranhas.

Dos produtos analisados, o doce de leite com coco
apresentou o maior percenteal de amosiras contaminadas
por 2 e 3 tipos de matérias estranhas, 42% ¢ 35% de amos-
tras, respectivamente, ¢ 0 menor percentual de amostras,
1 8%, com auséncia de comtaminacio {Figura 2).

WNag Figuras 3 ¢ 4 sfo apresentados os percentuais de
amostras positivas para fragmentos de insetos, dcaros e
pélos de roedor, de doces do amendoim e de leite, respecti-
vamenie, segundo as estagBes do ano,

Para os dois grupos de doces, obteve-se um niimero
elevado de amostras contendo fragmentos de insetos du-
raitie todo o ano (Figuras 3 e 4}, sendo estatisticamente
significante (p<0,03) a contaminacic por fragmentos de
insetos apresentada pelos doces de amendoim adguiridos
no mverno, quando comparadas com amostras cothidas
ne verfo ¢ cutono; para os doces de leite a contaminagio
nas amostras adquiridas no outono sé foi estatisticamente
significante (p<0,05) em relago aquelas colhidas na pri-
mavera. A ocorréneia dos fragmentos de insetos nas amos-
tras, independente da estagfo do ano, sugere contamina-
¢lio da matéria prima associada a falta de condiges higi-
énicas duranie o processamento.

Nos doces de amendoim ¢ de leite (Figuras 3 e 4}, os
acaros foram encontrados em percentnal mais elevado nas
amostras colhidas no verfio, onde as condigBes ambientais
de temperatura e umidade sfic favordveis ao seu desenvoi-
vimento 7, sendo estatisticamente significante {(p<0,03) a
contaminagio por dcaros apresentada pelo total dos dois
grupos de doces em relagiio as demais estactes do ano.

Ne conjunto dos dois grupos de doces, pélos de roe-
dor foram encontrados em maiores percentagens de amos-
tras adguiridas no invernc ¢ outlono, épocas em que inten-
sifica a troca de pélos, que caem durante a locomogio do
animal, podendo se misturar ao alimento ou ficar aderido
a sua superficie /, sendo estatisticamente significante a
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contaminagfo apresentada nessas duas épocas om relagio
as outras estacdes do ano.

Como a legislagiio cm vigor para alimentos *** exige
ausineia de sujidades, parasitos ¢ larvas para os doces em
cstudo, verifica-se que, aproximadamente, 70% das amos-
tras (Tabela 3) estavam em desacordo com a legisiagio ®
#, Este indice de condenagdo aliado ao conceito de niveis
de defeitos accitiveis para estabelecimento de limites de
tolerancia sugerem que novos dados devam ser obtidos
para propor alteragdes na legislacio.

Tabela 3. Numero ¢ percentagem de amostras, aprovadas
¢ condenadas, scgundo a legislagdo brasilcira,
quanto ao tipo de doce.

Tipo de doce

Amostras Amendokin Leite
n® %a n° Y
Agrovadas 113 32,8 43 28,7
Condenadas 236 07,2 il2 71,3
Totai 331 160,06 137 166,06

a7 = nieso do wnosira walisadas

CONCLUSQOES

Os métodos utilizados foram adequados para pesqui-
sa de matérias estranhas em doces de amendoim ¢ de leite
¢ sua implantacdo ¢ vidvel nos laboratdrios de Microscopia
Alimentar,

As matérias estranhas encontradas nos doces de amen-
dom ¢ de leite foram fragmentos de insetos, em maior
numero, seguido por dcaros e pélos de roedor.

Em relagfio as estagdes do ano, os fragmentos de in-
setos e pélos de roedor predominaram nos doces de amen-
doim adguiridos no outono ¢ no inverno ¢ nos doces de
leite adquiridos no outono; os Acaros predominaram nos
doces adguindos no verdo.

Estavam om desacordo com a legislagio, 67,2% dos
doces de amendoim ¢ 71,3% dos doces de leite.

Como o percentual de amostras contendo fragmen-
tos de insctos foi elevado, novos estudos devem ser re-
alizados para propostas de alteragdes na legislagic em
vigaor,
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