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AVALIAÇÃO BACTERIOLÓGICADOS RECURSOS HÍDRICOS DO MUNICÍCPIO DE
ELDORADO - VALE DO RIBEIRA (SP)

José P.S.VALENTE1

Carlos A.M. LOPES2

Ana M.T.CAMINHASl
, Antonia HORÁCI02

I RIALA 06/859 I

VALENTE, J. P.S.; LOPES, C. A.M.; CAMINHAS, A. M.T. & HORÁCIO, A. - Avaliação bacterioló-
gica dos recursos hídricos do município de Eldorado - Vale Do Ribeira (SP) - Rev. Inst. Adolfo Lutz,
58(2): 9-l3, 1999.

RESUMO: Foram coletadas 48 amostras de água provenientes de caixas d' água comunitárias, de
torneiras localizadas em escolas e residências e de fontes, rios e poços, para a determinação do número
mais provável de coliformes através do método dos tubos múltiplos. As amostras foram captadas em
diferentes Bairros Rurais do Município de Eldorado pertencentes ao Parque Estadual Jacupiranga e ape-
nas duas delas não demonstraram contaminação por coliformes. A densidade de coliformes nas amos-
tras de água foi considerada elevada e associada à facilidade e rapidez com que a matéria de origem
fecal humana e animal atinge os recursos hídricos, bem como a práticas agrícolas inadequadas, falta de
mata ciliar, monocultura de banana nas montanhas e bordas dos rios, clima chuvoso, pobreza, baixa qua-
lidade de vida e nível educacional da população.

DESCRlTORES: Coliformes, Contaminação, Recursos Hídricos, Bacia do Rio Ribeira, Eldorado-SP

INTRODUÇÃO

O Vale do Ribeira é a região mais pobre do Estado
de São Paulo (SÃO PAULO, 1990) com registro de alto
índice de mortalidade infantil". Área de proteção
ambiental e reserva da biosfera, conforme decreto da
UNESCO, localiza-se estrategicamente entre os grandes
centros metropolitanos e industriais de São Paulo e
Curitiba (Figura 1) e devido ao seu solo pobre, argiloso
e impermeável, com características geológicas de mon-
tanha não obteve o desenvolvimento esperado. Por outro

lado, constitui região aurífera, rica em minérios, fato que
tem despertado interesse de grandes grupos econômicos.

A bacia do Rio Ribeira ( e do Iguape*) distribui-se
em área de 8.350 dos l3.000 Km2 de Mata Atlântica no
Estado de São Paulo, sendo delimitada ao Norte e a
Leste pelas bacias dos Rios Tietê e Paranapanema e ao
Sul pela bacia do Rio Iguaçú no Estado do Paraná.
Caracteriza-se ainda no mais rico recurso hídrico esta-
dual com disponibilidade de água que, mesmo em épo-
cas de grandes estiagens, conta com manancial 170
vezes maior do que a demanda regional. Além desses

1. Departamento de Química - Instituto de Biociências - UNESP - CEP 18618-000 - Botucatu -SP - CP 510
2. Departamento de Microbiologia e Imunologia
Instituto de Biociências - UNESP - Botucatu -
C.P. 510 - CEP 18618-000 - Botucatu - SP
E.mail .dept Microimuno @ laser com.br
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Paraná

FIGURA-l - Localização da Bacia do rio Ribeira (do Iguape)
(SÃO PAULO, 1989a)

aspectos, abriga em seu interior dois parques estaduais e
conforme relatórios da CETESB6.7, apresenta contamina-
ção por coliformes e poluição por metais pesados em
seus recursos hídricos devido ao grande número de
mineradoras em atuação, principalmente nos Municípios
de Registro, Pariquera-Açu e Eldorado-".

Nesse sentido, a contaminação por coliformes no
Vale do Ribeira foi inicialmente conhecida a partir de
levantamento técnico realizado pela CETESB6, onde a
entidade analisando as condições de abastecimento e de
saneamento em 49 escolas rurais situadas nos
Municípios de Registro Pariquera-Açu e Eldorado,
observou que as amostras de água não obedeciam aos
padrões de potabilidade estabelecidos pelas normas téc-
nicas da entidade. As escolas em referência, todas abas-
teci das por poços artezianos, geralmente próximos a fos-
sas e latrinas, tinham nessas condições a explicação prá-
tica para a baixa qualidade higiênico-sanitária da água
utilizada para o consumo público.

Por outro lado, MARTINSll em estudo realizado na
Fazenda Intervales, reserva florestal localizada em Sete
Barras, comunidade próxima de Eldorado, evidenciou
que 80% da população representada por 150 habitantes
sofriam de diarréia crônica ou de enfermidades parasitá-
rias atribuídas ao consumo de água proveniente de fon-
tes próximas a latrinas e de cursos d' água contaminados
por dejetos de origem humana e animal.

A situação social do Vale do Ribeira é ainda com-
plexa e permeada por problemas fundiários e deficiên-
cias de infra-estrutura viária, de saúde, habitação, sanea-

mento básico e com restrito mercado de trabalho pelas
limitações ao uso da terra por ser área de preservação
ambiental'.

Diante desses aspectos, o presente trabalho objeti-
va avaliar o nível de contaminação por coliformes em
amostras de água, provenientes de caixas d' água e tor-
neiras de escolas, residências e estabelecimentos comer-
ciais, bem como de rios, fontes e poços, localizados em
vários bairros rurais do Município de Eldorado - São
Paulo, principalmente aqueles abrangidos pelo Parque
Estadual Jacupiranga.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Amostras

Foram colhidas em frascos previamente esteriliza-
dos, conforme padrões da American Public Health
Association - APHN e pela CETESB8, 48 amostras de
água provenientes de diferentes bairros rurais do
Município de Eldorado, com a seguinte origem: Anta
Gorda (N = 2), Batatal ( N = 1), Arreadinho (N = 2),
Arreado (N = 1), Martins (N = 3), Hilário (N = 1), André
Lopes (N = 8), Ivaporunduva (N = 7), Abobral (N = 3),
Sapatu (N = 4), Nhunguara (N = 7), Caverna do Diabo
(N = 4), Quadro Vergueiro (N= 3), Rodovia Eldorado-
Iporanga (N = 2). Os grupos amostrais provenientes das
localidades acima mencionadas corresponderam a águas
dos rios: Rio Assentado, Rio Batatal, Rio Cuvuvu, Rio
da Caverna do Diabo, Rio Ribeira, Rio Bocó, Rio
Nhunguara, Rio Formoso e Rio Trevo (N= 14), caixa
d'água (N = 13), nascente (N= 7), poço (N= 2), bica (N
= 2) e torneiras (N= 10). A origem das águas contidas em
caixa e torneiras foi o de nascentes e cursos dagua loca-
lizadas em regiões altas e montanhosas, sendo sua capta-
ção procedidas através de mangueiras por ação da gravi-
dade. Estas águas são captadas pela própria população e
não contam com qualquer processo de tratamento. As
amostras provenientes de rios foram coletadas direta-
mente do curso d'água durante o período agosto a
novembro em condições climáticas favoráveis sem inter-
ferência de precipitação pluviométrica,

As amostras após a colheita foram enviadas ao
laboratório do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociências de Botucatu -
UNESP, sob refrigeração, não excedendo o período de 8
horas para o início das análises.

(*) O rio Ribeira passa a ser denominado de Ribeira do Iguape após receber contribuição do rio Juquiá, mantendo este nome até atingir o.
Oceano Atlântico. No entanto esta discriminação nem sempre é obedecida na literatura.
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2. Determinação do número de coliformes

A determinação do número mais provável (NMP)
de coliformes foi realizada segundo a técnica dos tubos
múltiplos de acordo com as normas preconizadas pelo
APHA - Standard Methods for the Examination for
Water and Wastewater' e pela CETESB8

•

2.1. Determinação de coZiformes totais

Para o teste presuntivo, a partir de cada amostra,
foram preparadas diluições seriadas de ordem 10 (101_

108) e inoculado 1 mL de cada diluição em séries de
tubos contendo caldo lactosado (CL - Merck), adicio-
nados de púpura de bromocresol. Após incubação a 35 ±
0,5 C durante 24 - 48 h, a acidificação do CL com ou
sem produção de gás revelou prova presuntiva positiva
para a presença de bactérias do grupo coliforme.

No teste confirmativo, procurou-se transferir cres-
cimento de cada cultura com resultado positivo para
tubos contendo caldo lactosado adicionado de Verde
Brilhante e Bile a 2% (CLVBB- Merck), os quais foram
incubados a 35 ± 0,5C, por 24 - 48 h. A turvação e a
produção de gás caracterizaram a prova confirmativa
positiva para as bactérias do grupo coliforme. O cálculo
da densidade de coliformes foi expressa em NMP/ 100
ml., conforme estabelecido em tabelas específicas onde
são fixados os limites de confiança de 95% para cada
valor de NMP determinado.

Relativamente ao teste completo, além dos resulta-
dos caracterizados nos testes presuntivos e confirmati-
vos, procurou-se proceder o isolamento dos microrganis-
mos com resultado positivo no CLVBB, em placas de
Ágar Eosina Azul de Metileno (EAM- Difco). Os
microrganismos oriundos de colônias com característi-
cas morfológicas típicas de coliformes foram submetidos
ao teste de oxidase e corados pelo método de Gram. O
resultado do teste completo foi considerado positivo,
quando o microrganismo revelou tratar-se de bastonete
Gram negativo não produtor de oxidase. O controle dos
resultados da presença de coliformes totais foi realizado
através de linhagem de KZebsiella pneumoniae ATCC n.
35657.

2.2. Determinação de coliformes fecais

Nessa determinação, transferiu-se de cada cultura
com resultado presuntivo positivo em CLVBB cresci-
mento para tubos contendo caldo Escherichia coli (EC-
Difco), os quais foram incubados durante 24 ± 2 h a 44,5
± 0,2C em banho-maria com agitação e temperatura
constante. O resultado foi considerado positivo quando
houve produção de gás nos tubos de EC. O controle dos

resultados da presença de coliformes fecais foi realizado
através de linhagem de Escherichia coli ATCC n. 25922

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Nossos resultados indicam elevada contaminação
de coliformes (102 - 104) na maioria das amostras
(Tabela 1), sendo possível a caracterização de coliformes
fecais em nove das quatorze localidades estudadas. A
densidade máxima de coliformes fecais foi observada no
bairro de Arreadinho (l,5.x 104 col/ 100 ml.), verifican-
do-se contudo, que apenas as amostras do bairro rural
Hilário não revelaram esse tipo de contaminação no
momento da pesquisa.

Contudo, considerando-se os diferentes tipos
amostrais (Tabela 2), observa-se que a água proveniente
dos rios e de poços artesianos da região, apresenta maior
frequência de contaminação por coliformes fecais em
relação aos demais grupos amos trais, fato possivelmente
resultante do tipo solo da região, ausência de saneamen-
to básico e de hábitos pessoais que concorrem para eli-
minação direta de matéria fecal a esse tipo de recurso
hídrico.

A análise das amostras provenientes de torneiras,
não obstante todo sistema domiciliar do Município de
Eldorado seja abastecido por água de rio e de poços arte-
sianos, não houve a constatação da presença de colifor-
mes fecais dessas amostras, fato de difícil explicação,
uma vez que as informações obtidas no local não indica-
ram qualquer tratamento prévio, que pudesse estabelecer
controle sobre a contaminação desses microrganismos.

De um modo geral, o baixo nível sócio-econômico-
educacional e higiênico-sanitário da população', associa-
dos às características geológicas da região e a fatores
como o tipo de solo, ausência de mata ciliar, monocultu-
ra de banana nas encostas e margens dos rios'!" têm con-
duzido a uma renovação rápida e constante da contami-
nação por matéria fecal, a qual é ainda frequentemente
agravada pelo alto índice pluviornétrico, que provoca
erosão e maior nível de carreamento de partículas sólidas
para os recursos hídricos do fundo do vale'.

Em conclusão, através dos resultados alcançados
na presente investigação e de dados bibliográficos espe-
cíficos sobre os riscos da contaminação ambiental por
coliformes-v-", sugere-se investigação mais ampla no
sentido de serem caracterizados microrganismos patogê-
nicos, tendo em vista a elevada probabilidade epidemio-
lógica de ocorrência de surtos de febres entéricas, diar-
réias infecciosas e de hepatite virótica nos habitantes do
Município de Eldorado - Vale do Ribeira.
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Tabela 1. Densidade de coliformes em 48 amostras de água provenientes de bairros rurais de Eldorado-SP

LOCAL (n de amostras)

Nº DE COLIFORMES/ 100 mL

COL. TOTAIS COLFECAIS
NQ max.Nº mino Nº max.

Anta Gorda (2)
Batatal (1)
Arreadinho (2)
Arreado (I)
Martins (3)
Hilário (1)
Andre Lopes (8)
Ivaporunduva(7)
Abobral (3)
Sapatu (4)
Nhunguara (7)
Caverna do Diabo (4)
Quadro Vergueiro (3)
Rodovia Eldorado-
Iporanga (2)

4 X 101 9,3 X 102

8 X 101 9,3 X 102

2 X 103 1,5 X 104

1 X 102 1,] X 103

1 X 102 1 X 104

O O
1 X 102 1 X 103

1 X 102*
1 X 102 1 X 103

4 X 101 1 X 102

9 X 101 1 X 102

101 1 X 103

1 X 102 *

1x102*

4 X 101 9,3 X 102

9,3 X 102 *
1,5 X 104

1,1 X 103*
1,5 x 104

9 X 101* *
101**
1 X 102* *

* Determinação única
** Resultado único

Tabela 2. Número de amostras de água contaminadas por coliformes fecais, conforme a origem de captação em
bairros rurais do Município de Eldorado - SP

ORIGEM DAS AMOSTRAS (n°.)
RIO
CAIXA D' ÁGUA
NASCENTE
POÇO
BICA
TORNEIRA
TOTAL

N de amostras +/ n de amostras testadas (%)
7/14
2/13
1/7
2/2
0/2
0/10

12/48 (25 %)
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RESUMO: A sensibilidade das moscas Drosophila melanogaster ao endosulfan e o seu uso no bio-
monitoramento dos resíduos do inseticida em couve, foram avaliados. Nas condições do bioensaio,
método do filme seco em placa de Petri, o endosulfan se degrada em função da temperatura, sendo mais
rápida para o isôrnero alfa do que para o beta. Os bioensaios com D. melanogaster indicaram que a toxi-
cidade do endosulfan aumenta com a temperatura (25 a 35°C) e que as fêmeas são mais sensíveis ao
inseticida. Os valores da CLso' calculados em função da temperatura, variaram entre 4,2 e 11,7 !lg/g pc
para machos e 2,8 e 8,1 !lg/g pc para fêmeas. Os resíduos de endosulfan em couve-manteiga foram
determinados pelo método de bioensaio, que apresentou um limite de quantificação da ordem de 0,1
mglkg e reprodutibilidade com coeficiente de variação de 10 %. A validação do bioensaio por cromato-
grafia a gás corrobora a viabilidade do emprego da D. melanogaster no monitoramento de resíduos de
endosulfan em couve.

DESCRITORES: Bioensaio com Drosophila melanogaster, CLso' resíduos de endosulfan em couve,
validação de bioensaio.

INTRODUÇÃO

Endosulfan (6,7,8,9,10,1 O-hexacloro-l ,5,5a,6,9,9a-
hexaidro-6,9-metano- 2,4,3-benzodioxatiepin-3-óxido) é
um inseticida fitos sanitário, formado pelos estereoisô-
meros alfa- e beta- endosulfan em proporção aproxima-
da de 7:3, respectivamente. Pertence ao grupo éster do
ácido sulfuroso de um diol cíclico cloradolO.21.39.Os pro-
dutos de degradação são seus análogos endosulfan sulfa-
to, diol, éter, hidroxiéter e lactona" 10.26,formados através
de reações de oxidação e hidrólise" 12.26,fotólise+" e bio-
degradação" 25. 26.

No so1031.34e em vegetais" 11,27.28 o isômero beta e o
endosulfan sulfato têm-se mostrado mais estáveis do que
o isôrnero alfa", o que parece estar relacionado com as
condições de umidade do solo e com a quantidade de
inseticida aplicado".

No Brasil, o endosulfan tem uso permitido apenas em
culturas de algodão, cacau, café, soja e cana-de-açúcar.
Entretanto, a presença dos seus resíduos por uso indevi-
do, reportada em produtos agrícolas como batata",
cenoura", couve", couve-flor", pepino", tomate- 21 e
morango", justifica o desenvolvimento de metodologia

1. Centro Universitário Adventista de São Paulo - Faculdade Adventista de Ciências Exatas e Naturais - Caixa Postal 12630 - São Paulo,
SP CEP 05858-001 - Tel (11) 5821-5000.

2. Faculdade de Engenharia de Alimentos - Universidade Estadual de Campinas - Caixa Postal 6121 - CEP 13081-970 Campinas, SP,
- Te!.: (019) - 7887276/8653/ Fax: (019) - 7887890 - E-mail: reyesfgr@fea.unicamp.br - Apoio financeiro: CAPES

15

mailto:reyesfgr@fea.unicamp.br


ALMEIDA,G.R.de & .REYES, F.G. R - Drosophila melanogaster Meigen: 1. Sensibilidade ao endosulfan e biomonitoramento de seus resíduos em couve-
manteiga - Rcv, Inst. Adolfo Lutz, 58(2): 15-24, 1999

simples para monitoramento do endosulfan em culturas
onde o seu emprego não é autorizado.

Bioensaio com a mosca Drosophila melanogaster tem
sido usado por alguns pesquisadores como indicador de
resíduos de agrotóxicos em alimentos- 8. 30 e da presença,
no ambiente, de substâncias químicas com potencial
mutagênico". Cabe destacar que as drosófilas, além da
sua elevada sensibilidade para detectar a presença de
substâncias tóxicas, são insetos de fácil criação, manu-
tenção e manipulação em condições de laboratório, faci-
litando a realização de bioensaios 6,31.

Com o propósito de detectar resíduos de inseticidas
em quantidades que possam apresentar perigo à saúde
humana torna-se necessário pesquisar e avaliar métodos
alternativos de triagem que sejam satisfatórios, práticos
e que reduzam significativamente os custos para o con-
trole de qualidade de produtos alimentícios, especial-
mente os hortifrutigranjeiros, quanto à presença de agro-
tóxicos em geral e de inseticidas em particular' .

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sensibili-
dade das moscas D. melanogaster ao endosulfan e a via-
bilidade da sua utilização no biomonitoramento dos resí-
duos desse inseticida em hortigranjeiros.

MATERIAL E MÉTODOS

Aparelhos

Cromatógrafo a gás Varian 3400, equipado com detec-
tor de captura de elétrons, fonte de 61Ni;coluna megabo-
re DB-l (30 m de comprimento x 0,54 mm de diâmetro
interno), acoplado a um integrador processador CG 300.

Evaporador rotativo a vácuo Tecnal 120.
Homogeneizador de tecidos Tecnal 102.
Pulverizador costal Jato (20 L) provido com bico tipo

jato cônico para aplicação em alto volume.

Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de
grau para análise de resíduos, Merck. Sulfato de sódio
anidro eflorisil foram aquecidos a 400°C, durante 8 h;
antes do uso a resina foi ativada em estufa a 120 "C.
Cloreto de sódio foi lavado, previamente, com acetona.
Como padrão analítico foi utilizado endosulfan (isôrne-
ros alfa-, beta- e endosulfan sulfato) Hoechst (99,0 %) e,
para os experimentos, o produto comercial Thiodan CE.

Criação das moscas D. melanogaster

As moscas D. melanogaster, usadas para a realização
dos bioensaios, foram criadas em ambiente com tempe-
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ratura de 25 ± 2°C, a partir de cepas cedidas pelo
Laboratório de Toxicologia do Instituto Biológico de São
Paulo.

O meio de cultura foi preparado conforme descrito por
JOSEPH e KNOBELJ9, com modificação no procedi-
mento de esterilização, feito em microondas ao invés de
autoclave. O meio, recém-preparado, foi distribuído em
frascos de vidro transparente de boca larga (50 mLlfras-
co) e conservado em refrigerador até omomento do uso.

Drosófilas machos (15) e fêmeas (15) foram transferi-
das para os frascos de cultura e mantidas à temperatura de
25 ± 2 "C. No oitavo dia, foram removidas dos frascos,
remanescendo as larvas. Após 48 h do início da emergên-
cia, as novas moscas foram transferi das para um outro
frasco de cultura, procedimento este que foi repetido a
cada 48 h, para obtenção de novos lotes de moscas.

Bioensaio

No bioensaio utilizou-se o método do filme seco" em
placa de Petri (50 x 20 mm). O filme foi preparado pipe-
tando-se, por placa, 0,1 mL de solução inseticida. Placas
controle foram preparadas com 0,1 mL de acetona, sol-
vente utilizado na preparação da solução' inseticida. O
solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogênio. Para a
alimentação das moscas durante o teste colocou-se, nas
placas, cerca de 0,5 g do meio de cultura. Moscas com
idade de 3 a 5 dias, contidas em um frasco de vidro,
foram imobilizadas por resfriamento em ambiente a
10 °C, durante 5 min", e, em seguida, distribuídas em um
vidro de relógio revestido com papel-filtro mantido a
uma temperatura de 5 "C. Nessas condições, as moscas,
uma vez separadas por sexo pela observação do tamanho
e das características do abdômen'< 30. 1S,foram contadas e
transferi das para as placas teste. Estas, cada uma com 20
moscas, machos ou fêmeas, foram colocadas em reci-
piente de vidro, contendo no fundo uma placa de Petri
com água para manter a umidade do ambiente. O conjun-
to foi tampado e mantido em estufa a 20; 25; 30 e 35 "C.

Para avaliação da concentração letal mediana (CLso)

foi utilizada a formulação Thiodan CE, sendo que as
concentrações de princípio ativo, alfa- e beta-endosul-
fan, nas soluções utilizadas variaram entre 1,00 e 2,07;
0,83 e 1,73; e, 0,42 e 0,73 ""g/mL, para as temperaturas
20; 25; e, 30 e 35°C, respectivamente. Alíquotas de 0,1
mL dessas soluções foram pipetadas nas placas de Petri.

Estabilidade do endosulfan no bioensaio

A estabilidade do endosulfan foi avaliada nas condi-
ções do bioensaio aplicando-se na placa de Petri 0,1 mL
de solução inseticida de concentração 1,2 ug/ml.,
Evaporado o solvente, as placas foram tampadas, coloca-
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das em recipiente de vidro e mantidas a 20, 25, 30 e 35
"C.Após 6, ]2 e 24 h da aplicação, o inseticida foi extraí-
do das placas com n-hexano, transferido para um tubo
concentrador e levado para volume final de 1,0 ml., O
endosulfan foi determinado por cromatografia a gás, nas
seguintes condições de trabalho: temperatura da coluna,
200°C; do injetor, 220°C edo detector, 300°C; fluxo de
N

2
, 20 ml.zrnin.

Ensaio de campo

Couve-manteiga (Brassica oleracea, varo acephala)
foi cultivada, segundo a boa prática agrícola, no campo
experimental do Instituto Adventista São Paulo, em
Hortolândia, São Paulo.

As mudas foram plantadas em outubro, com espaça-
mento de 1,0 x 0,5 rn, num canteiro com aproximada-
mente 100 m' e pulverizadas com Thiodan CE após 50
dias do plantio. O produto diluído em água (l : 2000) foi
aplicado, com pulverizador costal, na dosagem de cerca
de 440 g do ingrediente ativo por hectare de área cultiva-
da. Amostras testemunha foram colhidas da mesma plan-
tação, antes da aplicação do inseticida.

Amostras de couve foram analisadas após 3, 10 e 17
dias da pulverização. A amostragem foi aleatória,
colhendo-se uma folha de cada planta selecionada, em
diferentes pontos da área cultivada, no período entre
9:00 e 10:00 h (sempre depois da perda da umidade
superficial das folhas). As amostras foram transportadas
para o laboratório, imediatamente após a colheita, e ana-
lisadas.

Validação do bioensaio

Para a validação do método de bioensaio, extratos de
amostras de couve pulverizada com Thiodan CE foram
também analisados por cromatografia a gás conforme o
fluxograma apresentado na Figura l.

Na quantificação por cromatografia a gás os resíduos
de endosulfan foram determinados conforme a metodolo-
gia proposta por LUKE et alii", com as seguintes modifi-
cações: de uma amostra de couve homogeneizada, foram
transferidos 20 g para um erlenmeyer (250 mL). Após a
adição de 150 mL da mistura acetona - água bidestila-
da (2:1), a amostra foi triturada em homogeneizador de
tecido e filtrada a vácuo em funil de Büchner, com papel-
filtro Whatman nº 1.Ao filtrado, transferido para um funil
de separação (500 mL), acrescentou-se 100 mL do siste-
ma solvente n-hexano - diclorometano (l: 1) e agitou-se
vigorosamente por 2 mino Separou-se a fase orgânica e, a
fase aquosa, transferida para outro funil de separação
(250 mL) contendo 5,0 g de NaCl, foi agitada vigorosa-
mente até a completa dissolução do NaCl, adicionando-se

a seguir, 50 mL de diclorometano. Após agitar por 2
minutos, a fase orgânica foi separada e juntada à da pri-
meira extração. Esse procedimento foi repetido por mais
duas vezes. A fase orgânica total foi colocada em um
balão de fundo redondo (500 mL), concentrada em eva-
porador rotatório à temperatura de 40°C até cerca de 1
mL e, ressuspendida em 10 mL de n-hexano.

A limpeza do extrato foi realizada em uma coluna cro-
mato gráfica (200 x 10 mm) contendo 8 em' de florisil e,
no topo, cerca de 1 em' de Na2S04, previamente condi-
cionado com 10 mL de n-hexano. Após a adição de 5,0
mL do extrato, a coluna foi lavada com 20 mL de n-hexa-
no e o resíduo eluído com 40 mL da mistura n-hexano -
diclorometano (1: 1) e mais 60 mL do sistema solvente n-
hexano - diclorometano - acetonitrila (49,5 : 50 :
0,5). O eluato recolhido foi concentrado em evaporador
rotatório à temperatura de 40°C até quase à secura e
transferido com 10 mL de n-hexano para um tubo con-
centrador graduado. O extrato foi seco com nitrogênio, o
tubo lavado com n-hexano, seco novamente com nitro-
gênio, diluído a 1 mL com n-hexano e injetado no cro-
matógrafo a gás, nas condições de trabalho anteriormen-
te estabelecidas.

Para avaliação da metodologia quanto à recuperação e
sensibilidade, amostras de couve (20 g) livre do insetici-
da, foram adicionadas de 1 mL da solução padrão do
inseticida nas concentrações de 0,5 e 1 ug/ml. de alfa- e
de beta- endosulfan, caracterizando fortificações de
0,025 e 0,05 mg/kg de amostra, respectivamente. A faixa
de linearidade da resposta do detector do cromatógrafo
foi estabelecida usando diluições de 0,005 a 0,20 ug/ml.
para o alfa- e beta- endosulfan e de 0,01 a 1,0 ug/ml.
para o endosulfan sulfato. De cada uma dessas soluções
foram injetados, no cromatógrafo, 2 ul..

Para a quantificação dos resíduos de endosu1fan por
bioensaio, placa testemunha e as preparadas com dife-
rentes alíquotas do extrato purificado na coluna de flori-
sil (número de repetições para as diferentes alíquotas do
extrato, n=3), foram mantidas a 30°C, durante 24 h para
que pudesse ser estimado o volume de extrato necessário
para matar 50 % da população teste.

Cálculo da CL50

Na avaliação da CLso levou-se em consideração as
moscas mortas e as moribundas, observadas no momen-
to da contagem", Os cálculos dos valores da CLso foram
efetuados por análise de probito".

Análise estatística

Os dados obtidos no bioensaio foram avaliados por
análise de variância (ANOVA). O teste de TUKEY (P <
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0,05) foi utilizado para verificar se havia diferença entre
os resultados obtidos para as moscas machos e fêmeas,
como, também, para as temperaturas consideradas no
bioensaio. Os cálculos foram feitos utilizando-se um
software estatístico S.A.S.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A toxicidade dos inseticidas depende da temperatura
de exposição e de outros fatores como sua formulação,
concentração, método de administração, espécie e perío-
do de desenvolvimento do inseto 14.

Os valores de CLso para as moscas D. melanogaster,
machos e fêmeas, em função da variação da temperatu-
ra, são apresentados na Tabela 1. Os dados mostram que
as drosófilas fêmeas são mais sensíveis ao inseticida,
sendo que o valor da CLso difere significativamente (P <
0,05) entre machos e fêmeas para a mesma temperatura
e, entre as diferentes temperaturas para um mesmo sexo.
Verifica-se, ainda, que a 35°C a sensibilidade ao endosul-
fan foi, aproximadamente, 3 vezes maior do que a 25°C,
o que pode ser devido a uma absorção mais rápida do
inseticida com o aumento da temperatura. Esse compor-
tamento é semelhante ao relatado por outros pesquisado-
res, utilizando diferentes inseticidas e sistemas biológi-
cos" 14. IS. Ainda, essa diferença na resposta foi sugeri da
como um artifício para aumentar a sensibilidade do
bioensaio".

Entretanto, para machos e fêmeas, o endosulfan apre-
sentou toxicidade a 20 T ligeiramente superior àquela
apresentada a 25°C, o que pode ser devido a maior
tempo de residência das drosófilas no filme de endosul-
fan, como conseqüência de sua menor mobilidade na
temperatura mais baixa. Comportamento semelhante, em
relação à exposição ao DDT, foi observado para M.
domestica 36 na faixa de 18 a 36°C e na de 21 a 33°C
para larvas de grilo":

O estudo da degradação do endosulfan em função do
tempo de exposição e da variação de temperatura foi
conduzido para avaliar a quantidade do inseticida que,
durante os bioensaios estaria disponível, como isômero
alfa e beta, já que estes e o metabólito endosulfan sulfa-
to, são mais tóxicos para insetos do que os outros produ-
tos de sua degradação" 23. Os valores da percentagem
residual do alfa- e beta- endosulfan remanescente na
placa de Petri, após 6; 12 e 24 h nas temperaturas de 20;
25; 30 e 35°C, são apresentados na Figura 2. Verifica-se
que a degradação dos isômeros é proporcional ao tempo
de exposição e à variação da temperatura e que o alfa-
endosulfan se degrada mais rapidamente do que o beta.
Após 24 h, a concentração do isômero alfa cai para valo-
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res 2 a 3 vezes menores que a do beta. Resultados seme-
lhantes foram relatados por BEARD & WARE7•

Os bioensaios com D. melanogaster para detecção
dos resíduos do endosulfan em couve foram conduzidos
em temperatura de 30°C, durante 24 h de exposição.
Assim, diferentes volumes do extrato obtido, após puri-
ficação em coluna de florisil, foram usados para determi-
nar o volume necessário para provocar a morte de 50 %
da população teste. A massa de endosulfan contida nesse
volume (Tabela 2), relacionada àquela correspondente à
CLso a 30°C (Tabela 1) permitiu estimar o nível de resí-
duo de endosulfan na couve (Figura 3).

A sensibilidade dos métodos químicos de análise de
resíduos, assim como os valores do limite máximo de
resíduo (LMR) estabelecidos pela legislação de agrotó-
xicos, exigem que os organismos usados nos bioensaios
sejam suficientemente sensíveis para detectar níveis resi-
duais menores do que 1,0 mg/kgv". O limite de quanti-
ficação encontrado, para o método de bioensaio, foi da
ordem de 0,1 mg de endosulfan/kg de amostra, para as
drosófilas machos e fêmeas. Esse valor foi obtido consi-
derando-se que, de 2 mL de um extrato purificado de
couve (20 g), uma alíquota de 0,1 mL provocou a morte
de 50 % da população teste. Ainda, três repetições na
análise de uma mesma amostra de couve mostraram para
o método de bioensaio um coeficiente de variação de 10
%, indicando uma boa reprodutibilidade, quando compa-
rado aos de até 20 %, considerados aceitáveis na deter-
minação de contaminantes traço". Esses resultados con-
firmam a elevada sensibilidade das moscas D. melano-
gaster ao endosulfan e fortalecem a confiabilidade de
sua utilização nos bioensaios com a finalidade de quan-
tificar resíduos de inseticida em produtos agrícolas.

Para detectar a possível presença, na couve", de subs-
tâncias naturais com ação inseticida que poderiam inter-
ferir nos resultados do bioensaio, amostras de extratos
isentos de agrotóxicos foram avaliados pelo bioensaio.
Todas as moscas sobreviveram ao teste, resultado que
indica ausência ou a presença em níveis não-letais de
substâncias tóxicas para esse inseto teste.

Com o intuito de validar o método biológico, os mes-
mos extratos utilizados no bioensaio foram analisados,
quanto ao teor de endosulfan, por cromatografia a gás.
Na Tabela 3 são apresentados os níveis de resíduo de
alfa- e beta-endosulfan e endosulfan sulfato determina-
dos na couve após períodos de 3, 10 e 17 dias da aplica-
ção do inseticida e na Figura 3 o endosulfan total, assim
determinado, é comparado àqueles valores obtidos pelo
método de bioensaio. Verifica-se que não existe diferen-
ça significativa entre os dois métodos, a um nível de con-
fiança de 0,05.

Cabe ressaltar, como pode ser observado na Figura 3,
que mesmo após 17 dias da aplicação, resíduos de endo-
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Tabela 1. Concentração letal mediana CCLso)do endosulfan (produto comercial Thiodan CE) para D. melanogaster,
em função da temperatura.

Machos Fêmeas
Temp.
CC) CL ± sla)

50

(I-!g/gpc)
CL

so
± Sla)

(ug/g pc)

20
25
30
35

10,2 ± 0,7 (A, a) (b)

11,7 ± 1,0 (A, b)
8,7 ± 0,3 (A, c)
4,3 ± 0,1 (A, d)

6,5 ± 0,5 (B, a)
7,9 ± 0,6 (B, b)
6,0 ± 0,1 (B, a)
2,8 ± 0,2 (B, c)

("j s = estimativa do desvio padrão absoluto.
Ib!Comparação entre médias. As letras "A e B" indicam comparação de médias entre machos e fêmeas para uma mesma tempe-
ratura e as letras "a, b, c, d" indicam comparação de médias entre temperaturas para o mesmo sexo. Médias com mesma letra
não são significativamente diferentes (P < 0,05).

Tabela 2. Massa de endosulfan aplicado nas placas de Petri que correspondem aos valores de CLso das moscas D.
melanogaster, machos e fêmeas, em função da temperatura.

Temperatura CC) Machos Fêmeas
(ug/placa) (ug/placa)

20 0,14 0,14
25 0,16 0,17
30 0,12 0,13
35 0,06 0,06

Tabela 3. Resíduos de alfa-, beta-endosulfan e endosulfan sulfato determinados em couve, por cromatografia
a gás, após diferentes períodos da aplicação de Thiodan CE (440 g i.a./ha)

Período após Endosulfan (mg/kg)

aplicação (dias) Alfa Beta Sulfato

3 0,474 0,513 0,276
10 0,034 0,030 0,390
17 0,011 0,011 0,196
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Couve

Extração

Extrato

Pulverização com Thiodan CE
440 g.i.a./ha

Amostras
(20 g)
n=3

Determinação
do

endosulfan

Amostragem
de campo
(± 200 g)

Homogeneização

Bioensaio
30°C
24 h

CromatografIa
a gás

Figura 1 - Fluxograma do procedimento experimental utilizado na validação do bioensaio na determinação de endosulfan em couve.
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Figura 2 - Percentagem residual, em placa de Petri, de alfa e beta-endosulfan e endosulfan total (alfa + beta). em função da temperatura, para
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sulfan foram detectados na couve em níveis de 0,2
mg/kg, o que sugere lenta degradação do inseticida, jus-
tificando o seu monitoramento nessa matriz.

Na determinação por cromatografia a gás, os valores de
recuperação do endosulfan nas amostras de couve fortifi-
cadas com teores de inseticida de 0,025 e 0,05 mg/kg
foram, respectivamente, 104 e 90 % para o alfa-endosulfan
e, 85 e 96 % para o beta-endosulfan (média de três deter-
minações; coeficiente de variação entre 4 e 11%). Esses
valores de recuperação encontram-se dentro da faixa 80 -
120 % aceita internacionalmente". O limite de detecção do
instrumento, considerando relação sinal-ruído da linha
base igual a 3: 1, foi de 20 pg para endosulfan alfa- e beta-
e 100 pg para endosulfan sulfato. O limite de quantificação
do método foi de 4 Ilg/kg de amostra para endosulfan alfa-
e beta- e 20 ug/kg para endosulfan sulfato. Esses valores
de recuperação e limite de quantificação indicam que as
modificações introduzidas no método de Luke et alii", não
afetaram a sua confiabilidade e aplicabilidade.

Embora os métodos cromatográficos sejam de grande
sensibilidade, a utilização destes, do ponto de vista eco-
nômico, é limitada para o monitoramento de resíduos de
inseticidas em alimentos, especialmente nos países
emergentes, devido aos custos elevados de equipamentos
e reagentes. Ainda, nesses países, inseticidas e outros
praguicidas freqüentemente são usados em culturas para
as quais não são autorizados e/ou de modo excessivo e

indiscriminado o que pode resultar em resíduos acima
dos níveis permitidos em alimentos.

Comparado ao método de cromatografia a gás o de
bioensaio apresenta, além de baixo custo e simplicidade
de execução, adequado limite de quantificação e boa
reprodutibilidade, qualidades necessárias para o monito-
ramento de resíduos de agrotóxicos em alimentos.

ONCLUSÕES

As moscas Drosophila melanogaster Meigen apresen-
tam, através de bioensaio pelo método do filme seco,
elevada sensibilidade ao endosulfan e para detecção de
resíduos desse inseticida em couve, o que indica a viabi-
lidade da sua utilização para o monitoramento de resí-
duos de endosulfan nessa hortaliça.
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ABSTRACT: The susceptibility of flies Drosophila melanogaster to endosulfan and the use of this
organism in biomonitoring residues of the insecticide in kale was evaluated. In the condition of the
bioassay, residues-film bioassay in the Petri dish, endosulfan degraded depending on the temperature
and alpha isomer degrades faster than beta isomer. Bioassays conducted with D. melanogaster showed
that the toxicity of the insecticide increases with the temperature (25 to 35°C) and that the females are
more susceptible to the insecticide. LCso values calculated as a function of temperature, varied from 4.2
to 11.7 ug/g bw for the males and 2.8 to 8.1 I-lg/gbw for the females. The formulated product Thiodan
CE was applied on kale (Brassica oleracea varoacephala) and the residues 01' endosulfan were determi-
ned by bioassay. The determination limit by bioassay is in the order of 0.1 mg/kg and the method pre-
sented a reproducibility with a coefficient of variation of 10%. The validation of the bioassay by gas
chromatography confirm the viability of the bioassay with D. melanogaster in monitoring the residues
of endosulfan in kale.

KEY WORDS: Bioassay with Drosophila melanogaster, LCso' endosulfan residues in kale, bioassay
validation
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RESUMO: Este trabalho é uma avaliação qualitativa de produtos fitoterápicos e insumos vegetais
comercializados em Porto Alegre no período de julho a outubro de 1997, com o objetivo de verificar as
mudanças geradas na qualidade destes produtos após a vigência da Portaria n" 6 da SVS-MS (DOU
31/01 /95). Foram analisados 42 produtos, adquiridos mediante compra em ervateiros, farmácias de
manipulação e drogarias de Porto Alegre. As técnicas utilizadas foram baseadas na Farmacopéia
Brasileira 4" ed. e em literatura especializada ou desenvolvidas na disciplina de Farmacognosia da
Faculdade de Farmácia - UFRGS. Foram considerados como indicadores de qualidade: identidade,
ausência de matérias orgânicas estranhas, estado de conservação e presença dos principais constituintes
químicos das amostras em análise. Os resultados obtidos demonstraram que a vigência da Portaria n" 6
da SVS-MS (DOU 31/01/95) ainda não induziu uma alteração no quadro da qualidade dos produtos fito-
terápicos comercializados em Porto Alegre, visto que das 42 amostras analisadas, 71,4 % não atendem
aos quesitos mínimos de qualidade exigidos por esta norma, à semelhança de resultados obtidos em tra-
balhos anteriores.

DESCRITORES: fitoterápicos; análise da qualidade; Portaria n" 6 da SVS-MS - Brasil.

INTRODUÇÃO

Estima-se que em 1997 as vendas mundiais de pro-
dutos fitoterápicos de venda livre (over the counter) alcan-
çaram cifras de US$ 10 bilhões de dólares, com previsão
de um crescimento anual de 6,5% 22. A OMS incluiu a fito-
terapia em seus programas de saúde e instituiu pautas bási-
cas para a validação de medicamentos de origem vegetal
em países em desenvolvimento 19,27 • Países orientais, como
a China e Índia, apresentam uma indústria de fitoterápicos

muito bem estabelecida e países da América Latina vêm
investindo em programas de pesquisa em plantas medici-
nais e padronização e normatização de produtos fitoterápi-
cos, a exemplo do que já vem ocorrendo há algum tempo
em países europeus como França e Alemanha. Na
Alemanha, 50% dos produtos fitoterápicos são vendidos
com prescrição médica e ressarcidos pelo seguro de saúde
11. Na América do Norte, onde até pouco tempo os produ-
tos fitoterápicos eram comercializados como "health food"
3, grupos de consumidores e profissionais têm buscado

*Bolsista CNPq / Departamento de Genética - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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uma alteração deste quadro, através da obtenção de infor-
mações sobre a eficácia e segurança destes produtos e um
redirecionamento de seus registros é previsto pelo FDA 12.

Em 1997, o mercado norte-americano de produtos vegetais
movimentou US$ 2 bilhões de dólares J.

No Brasil, o mercado de fitoterápicos movimenta
US$ 40 bilhões ao ano 4. No entanto, as indústrias de fito-
terápicos são constituídas, basicamente, por empresas
familiares de pequeno porte, muitas vezes funcionando
precariamente, de forma empírica. Os projetos de pesqui-
sa nessa área são desenvolvidos quase que unicamente
nas Universidades, apoiados pela extinta Central de
Medicamentos (CEME) e outras instituições estatais de
fomento à pesquisa. A atividade é restrita a um número
relativamente pequeno de estudantes de pós-graduação e
alguns pesquisadores orientadores, na área de química e
farmacologia de produtos naturais", sem integração con-
sistente com o setor empresarial, com raras exceções.

Conseqüentemente, a qualidade dos produtos
comercializados muitas vezes não atende aos quesitos
mínimos, mesmo considerando-se as ponderações da
OMS 19 para produtos de uso tradicional, conforme pode
ser observado na Tabela 1. Os problemas mais freqüen-
tes são a adulteração, a subtituição, a não uniformidade
da composição química, e, principalmente, a falta de
comprovação científica das propriedades farmacológicas
e indicações terapêuticas 7.13,14,15,16,17,18,20,21,25.

Em 1995, a Secretaria de Vigilância Sanitária (SVS
-MS), considerando a situação crítica em que se encontra-
va o mercado de fitoterápicos no Brasil, estabeleceu nor-
mas para o registro de fitoterápicos I e, posteriormente,
publicou proposta de normas para o estudo de toxicidade
destes produtos 2. O atendimento das especificações des-
tas Portarias garantiria a competitividade de nossa indús-
tria e geraria um avanço considerável do conhecimento na
área de produtos naturais como recursos terapêuticos,

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi realizar
uma avaliação da qualidade dos fitoterápicos comercia-
lizados em Porto Alegre após a vigência da Portaria Il" 6
SVS - MS, comparando-os com produtos vegetais
com finalidade medicinal comercializados nas ruas por
ervateiros.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Material

Foram analisadas 42 amostas, no período entre
julho e outubro de 1997, com procedência assim distri-
buída: 7 amostras "in natura", adquiridas em ervateiros,
17 fórmulas magistrais, adquiridas em farmácias de
manipulação e 18 especialidades farmacêuticas, adquiri-
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das em drogarias. Todos os produtos foram adquiridos na
cidade de Porto Alegre-RS, mediante compra. As amos-
tras foram escolhidas de acordo com a facilidade de
compra e/ou pelo fato das plantas constituintes estarem
inscritas na Farmacopéia Brasileira 4" ed.", Os produtos
analisados apresentavam em sua composição uma única
planta, sob a forma da droga inteira ou rasurada, a granel
ou em sachets, ou nas formas farmacêuticas tintura, eli-
xir e cápsula, em apresentações diversas. Os vegetais
relatados como componentes eram: Statiee brasiliense
(baicurú), Peumus boldus (boldo), Centella asiatiea
(centela), Mikania glomerata (guaco), Pilocarpus jabo-
randi (jaborandi) e Valeriana officinalis (valeriana).

2. Métodos

A análise foi realizada no Laboratório de Farma-
cognosia da Faculdade de Farmácia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sendo considerados os
seguintes indicadores de qualidade: identidade, ausência
de matérias orgânicas estranhas, estado de conservação e
principais constituintes químicos.

A metodologia empregada compreendeu:
• identificação botânica sistemática;
• análise macroscópica: as amostras "in natura"

foram observadas a olho nu e sob de lupa com aumento
de 10 vezes", para detecção de contaminantes diversos e
determinação de matérias orgânicas estranhas, conforme
Farmacopéia Brasileira 4" ed.";

• reações de identificação: foram realizadas reações
de cor e precipitação de acordo com a Farmacopéia
Brasileira 4" ed." ou bibliografia especializada;

• análise cromatográfica: foi utilizada a técnica de
cromatografia em camada delgada analítica. Sempre que
possível, foram utilizadas amostras vegetais com identi-
dade comprovada para comparação do perfil crornato-
gráfico e/ou amostras autênticas das substâncias ativas
ou dos principais constituintes do vegetal em análise,
como substâncias de referência" 24, 26.

Todas as amostras foram divididas em duas por-
ções, ao acaso: A e B. A porção B foi reservada para
identificação botânica e análise macroscópica, quando
possível, e confirmação dos resultados, se necessário.

Para as amostras "in natura" e na forma de cápsu-
las, a porção A foi triturada e levada à decocção, com
solvente apropriado a cada caso, em banho-rnaria a apro-
ximadamente 80°C, por 30 minutos. As soluções extrati-
vas obtidas foram filtradas sobre algodão, concentradas
em banho-rnaria, acondicionadas em frascos de vidro
fechados e reservadas para análise cromatográfica e rea-
ções de identificação. As amostras de jaborandi e boldo
foram extraídas, para obtenção de aIcalóides totais, de
acordo com a Farmacopéia Brasileira 4ª ed.",
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Tabela 1. sumo de trabalhos que apontam problemas na qualidade de produtos fitoterápicos comercializados no
Brasil.

AUTORES ANOI PREPARAÇÕES OU PROBLEMASI
LOCAL SITUAÇÃO ESTUDADAS GRAU DE REJEIÇÃO

Oliveira & Akisue 18 1973/SP insumos vegetais 21 %

Schenkel et al. 21 19861 RS 48 insumos vegetais 30 %
17 preparações fitoterápicas 41 %

Mentz & Schenkel " 19891 RS Avaliação da informação Bulas inadequadas, falta de
contida em folhetos ou bulas informações científicas
dos produtos

Marques, L. C. 16 19921 PR Qualidade da matéria-prima Dificuldades com fornecedores,
identificação botânica e
controle de qualidade deficiente

Marques & Bório 15 1992/PR Avaliação da qualidade dos 100% de rejeição;
fitoterápicos no comércio problemas técnicos e legais
(60 amostras)

Rates et al. 20· 19931 RS 51 amostras de indo 47 %
farmacêuticas 40 %
10 amostras de farmácias 40%
de manipulação
10 amostras de ervateiros

Tabela 2. esultado geral da análise da qualidade de produtos fitoterápicos comercializados em Porto Alegre - RS
(Jul-Out, 1998), considerando-se o número total de amostras e a procedência das mesmas

AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS PERCENTUAL
ANALISADAS APROVADAS REJEITADAS DE REJEIÇÃO

( %)

Farmácias de Manipulação 17 05 12 70,6
Drogarias 18 07 11 61,1
Ervateiros 07 O 07 100,0
TOTAL 42 12 30 71,4
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Tabela 3. Percentual das causas de rejeição da qualidade de produtos fitoterápicos comercializados em Porto Alegre
- RS (Jul-Out, 1998), considerando-se todas as análises.

CAUSAS DE REJEIÇÃO PERCENTUAL (%)

Substituição do farmacógeno
Contaminação
Presença de produtos de degradação
Ausência do constituinte químico principal

19,0
31,0
2,4
57,1

Tabela 4. Percentual e causas de rejeição da qualidade de produtos fitoterápicos comercializados em Porto Alegre -
RS (Jul-Out, 1998), quanto à planta analisada.

BOLDO

NÚMERO PERCENTUAL DE PRINCIPAL CAUSA
AMOSTRAS REJEIÇÃO DE REJEIÇÃO

ANALISADAS

7 100% Ausência dos constituintes
químicos principais

7 42,8% Contaminação

6 66,6% Ausência do constituinte
químico principal

9 77,8% Ausência dos constituintes
químicos principais

7 57,1% Ausência do constituinte
químico principal

6 83,3% Ausência dos constituintes
químicos principais

PLANTA

BAICURU

CENTELA

GUACO

JABORANDI

VALERIANA
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Para as amostras na forma de tinturas, elixires ou
extratos, a porção A foi evaporada em banho-maria a
80°C, retomada em 1mL de metanol, acondicionada em
frasco de vidro fechado e reservada para análise croma-
tográfica e reações de identificação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Considerando-se o total das análises, o índice de
rejeição foi de 71,4 %. Nas Tabelas 2 e 3 estão apresen-
tados os dados absolutos e percentuais de rejeição, com
relação à procedência das amostras e causas de rejeição,
respectivamente.

Das 18 amostras provenientes de laboratórios
industriais, e, portanto, atreladas diretamente à legisla-
ção, 11 não atenderam aos quesitos mínimos de qualida-
de exigidos por esta norma. As amostras provenientes de
ervateiros apresentaram o maior índice de rejeição segui-
das das provenientes de farmácias de manipulação e das
provenientes de drogarias (laboratórios industriais).
Porém, estas diferenças não são estatisticamente signifi-
cativas, segundo a comparação 2x2 pelo teste exato de
Fisher, Ou seja, os produtos manipulados sob responsa-
bilidade técnica, ou comercializados sob registro no MS,
não destacam-se em qualidade frente aos produtos popu-
lares vendidos por ervateiros, confirmando resultados
obtidos em trabalhos anteriores. Isto, lamentavelmente,
demonstra a pouca influência da presença do profissio-
nal farmacêutico e a inexistência de boas práticas de pro-
dução nos laboratórios industriais de fitoterápicos e far-
mácias de manipulação.

Os problemas mais encontrados foram as substitui-
ções, contaminações e ausência do constituinte químico
principal. Os resultados apresentados na Tabela 4 de-
monstram que entre as amostras que mais apresentaram
problemas, destacam-se as de baicurú, produtos obtidos a
partir das partes subterrâneas de Statice brasiliense, e de
guaco, obtidas a partir das partes aéreas de Mikania spp e
centela (Centella asiaticai, sujeitas a exploração extrati-
vista, com diferentes locais e épocas de coleta, e utiliza-
ção da nomenclatura popular para aquisição e comercia-
lização da matéria-prima. A influência ambiental na cons-
tituição química do vegetal e semelhanças morfológicas
entre espécies distintas favorecem a diversidade química
e substituições 720. Por outro lado, o alto índice de ausên-
cia das substâncias ativas em espécies como Valeriana
officinalis, importada, e Pilocarpus spp, com cultivo
organizado, demonstram a inadequabilidade dos métodos
de conservação e extração empregados.

Além da não observância de boas práticas de pro-
dução, a ausência de um controle de qualidade estrutura-
do dentro dos laboratórios de produção e farmácias de
manipulação contribuem para a baixa qualidade destes
produtos. Isto confirma os dados obtidos pelo SEBRAE
*' sobre a necessidade de treinamento em qualidade.

Os dados obtidos levam à constatação de que a
vigência da Portaria nº 6 da SVS-MS (DOU 31/01/95)
não promoveu ainda alterações no quadro da qualidade
dos produtos fitoterápicos comercializados em Porto
Alegre-RS, o que está em concordância com outro levan-
tamento realizado por Dias (1997)6, em relação à qualida-
de da informação. Desta forma, parece-nos que, embora
as plantas medicinais e suas formas derivadas constituam
recursos terapêuticos passíveis de utilização na medicina
científica, na prática a situação em nosso meio não per-
mite euforia. Recentemente, foi lançda para consulta
pública a Portaria nº 1.029 da SVS-MS (DOU
23/12/1998). Esta, se aprovada, revogará a Portaria nº 6,
mantendo as mesmas exigências em relação aos parâme-
tros de qualidade botânicos e físico-químicos, mas apre-
sentando diretrizes menos rígidas em relação a compro-
vação da eficácia e segurança de produtos fitoterápicos
considerados de uso tradicional pela SVS . Contudo,
alguns sinais de mudança começam a surgir. As indús-
trias, pressionadas pelas exigências legais ainda vigentes,
estão se organizando e formando vários grupos com o
objetivo de estudar e melhorar a qualidade de seus fitote-
rápicos e estabelecer espécies vegetais prioritárias para
estudo científico. Listas de vegetais estão sendo formula-
das e usadas na orientação de levantamentos bibliográfi-
cos, com vistas à obtenção de subsídios para inclusão na
4a edição da Farmacopéia Brasileira e seleção de vegetais
para possível elaboração de um Formulário Nacional de
Fitoterápicos 5. Neste contexto, neste trabalho pode-se
constatar ainda que os métodos de análise descritos na
última edição da Farmacopéia Brasileira são compatíveis
com a atual capacidade técnica dos laboratórios nacio-
nais, não exigindo grande sofisticação de equipamentos.

Por outro lado, como resultado do Projeto de
Plantas Medicinais da CEME, implantado em 1983,
plantas nativas como Maytenus illicifolia e Pkyllantus
spp emergem como perspectivas concretas para obten-
ção de medicamentos genuinamente nacionais. Alguns
convênios escola-indústria vêm se consolidando com o
apoio de agências de fomento ou fundações geridas pela
própria indústria. Grupos de pesquisa relativamente bem
desenvolvidos nas áreas de farmacologia pré-clínica e
química de produtos naturais estão constituídos em
várias regiões do país.

* I Levantamento realizado pela Faculdade de Farmácia (UFRGS) e SEBRAE, Porto Alegre, RS, 1995.
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A ligação da indústria farmacêutica ao setor acadê-
mico emerge como uma estratégia promissora, pois as
Universidades detêm o conhecimento do avanço cientí-
fico na área, necessário para que a indústria, que já
vende seus produtos num raio reduzido, possa expandir
seu mercado e até mesmo entrar no meio externo 4. Isto
é particularmente relevante se considerarmos os acordos
econômicos internacionais como ALCA e MERCOSUL.

Em conclusão, percebe-se que há a necessidade da
estruturação de laboratórios de controle de qualidade na
indústria e nas farmácias de manipulação, bem como
investimentos no aperfeiçoamento do corpo técnico.

Além disso, para execução e cumprimento da legislação,
a fim de garantir que estes produtos não percam a credi-
bilidade e competitividade frente ao mercado consumi-
dor, é necessário um programa rígido de fiscalização por
parte da Vigilância Sanitária.
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ABSTRACT: This paper presents a qualitative evaluation of some herbal medicines commerciali-
zed in Porto Alegre - RS (Brazil) from july to october, 1997, in order to verify if the new Brazilian
legislation about these products (Portaria 6 - SVS - MS - DOU 01.31.95) induced the improve-
ment in their quality. Forty-two samples purchased from herbalists, drugstores and pharmacies were
analysed considering botanical identity, absence of foreign organic materiaIs, conservation state and
presence of the main chemical compouds as quality indicators. The methods employed were based in
the Farmacopéia Brasileira 4. ed and specialized literature. The results showed that the Portaria 6 -
SVS - MS (DOU 01.31.95) validity has not yet influenced the quality state of herbal products com-
mercialized in Porto Alegre, since 71,4 % of the analysed samples do not fit the minimum quality
demands required by such legal rule, These results meet the ones observed in previous researchs in rela-
tion to the unsatisfactory qualitity 'of the Brazilian herbal medicines.

KEY WORDS: herbal medicines; quality control; phytopharmaceuticals; Brazilian herbal medicines;
Brazilian phytopharmaceuticals; Portaria n 6 da SVS-MS-Brasil.
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RESUMO: As ostras são moluscos bivalves que, com freqüência, são consumidas cruas. Podem ser
objeto de processos de depuração (descontaminações físicas e químicas), pois este hábito de consumo
está associado a eventos de doenças transmitidas por alimentos em vários países. No presente trabalho,
foram realizados testes para verificar a possibilidade de contaminação de ostras em laboratório, com o
objetivo de estabelecer modelo para avaliações de processos de depuração. As ostras foram mantidas
vivas em água do mar previamente ozonizada. Foi procedida a contaminação da água com Vibrio cho-
lerae EI Tor 01 não toxigênico. Foram realizadas determinações analíticas da água e das ostras imedia-
tamente após e depois de 2, 4, 12, 18 e 24 horas da contaminação. Após 2 horas, as ostras apresentaram
positividade para o V. cholerae usado no experimento, em até a diluição 107

, igual ao número inicial de
células viáveis imediatamente após a contaminação. Os níveis de presença da cepa testada manteve-se
elevada, tanto na água como nas ostras, durante todo o período de observação (até a diluição 109 na água
e 108 nas ostras). Os resultados obtidos indicam que este método é útil, pois permite a manutenção da
viabilidade das ostras. A avaliação da eficácia e eficiência de processos tecnológicos de depuração (des-
contaminação), como o uso de ozônio e de radiação ionizante, pode ser conduzi da, mantendo os parâ-
metros reais, inclusive com a presença da microbiota autóctone destes moluscos. A comparação das
diluições positivas no decorrer do experimento, demonstram que a cepa adaptou-se às condições do
experimento, apresentando inclusive multiplicação. Foram realizados três testes independentes (tripli-
cata), para observar possíveis variações na incorporação da cepa.

DESCRITORES: Ostras, contaminação laboratorial. Incorporação de V. cholerae em ostras.

1. Trabalho realizado na Seção de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, projeto no. 8029/RB, IAEA (International Atomic
Energy Agency). Parte da Dissertação de Mestrado de Moraes, I.R. "Estudo da Sensibilidade do Vibrio cholerae 01 à Radiação Gama de 60Co
in vitro e in vivo em ostras (Crassostrea brasiliana) artificialmente contaminadas". São Paulo, 1996. Tese (Mestrado) - IPEN-USP.
2. Da Seção de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz
3. Pós graduanda do IPEN/CNEN - SP
4. Pesquisadora Titular do IPEN/CNEN - SP
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INTRODUÇÃO

Os moluscos bivalvés+são organismos marinhos
que, na fase adulta, tem hábitos e características particu-
lares: são encontrados em áreas da costa marítima, fixos
sobre e/ou ao redor de rochas ou de outras superfícies
sólidas; apresentam duas valvas (conchas) que podem
ser movimentadas por um músculo adutor e possuem
uma estrutura biológica, na superfície da sua estrutura
interna, denominada de manto. O manto é a estrutura que
promove a captação de alimento: a água é dirigida, atra-
vés do movimento de cílios laterais, para a parte inalan-
te da cavidade do manto que, ao filtrá-Ia, retém as partí-
culas em suspensão na água circundante. As partículas
retidas pelo manto são dirigidas para o sistema digestivo.
As partículas maiores são eliminadas através de contra-
ções musculares. Os moluscos bivalves se alimentam do
plancton (zôo e fitoplâncton) presentes na água do mar
da área onde está fixado. Quando em atividade alimen-
tar, as ostras podem filtrar até 6L de água por hora". São
considerados "animais sentinelas" da possível presença
de microrganismos patogênicos no ambiente em que
vivem, em função do seu processo de captura de alimen-
tos que permite que microrganismos e substâncias quí-
micas em suspensão na água do mar sejam concentrados
em seus corpos'. Toxinas elaboradas por algas do
ambiente marinho são veiculadas ao homem pelo consu-
mo de moluscos bivalves, notadamente ostras. Estas
toxinas são denominadas genericamente de toxinas mari-
nhas". No que se refere aos microrganismos, os molus-
cos bivalves podem ser veículos de bactérias, vírus e
parasitos patogênicos ao homem1,5·7.ll.l2.

Por serem usados como alimentos, os moluscos
bivalves são uma preocupação constante em termos de
saúde pública. Levantamentos epidemiológicos identifi-
cam este organismo como veiculador de Enfermidades
Transmitidas por Alimentos, seja de origem biológica
(toxinas marinhas como a Toxina Paralisante dos
Moluscos (TPM/PSP -Paralytic Shellfish Poison), a
Toxina Diarrêica dos Moluscos (TDM/DSP - Diarretic
Shellfish Poison), as bactérias patogênicas (Salmonella
spp, Shigella spp, vibrio spp), determinados virus (como
da hepatite infecciosa), determinados parasitos, contami-
nantes qunrncos (contaminantes inorgânicos), e
outros'Y:":". Acrescente-se a isto o fato de que, dentre os
moluscos bivalves, as ostras são consumidas também e
principalmente sem cocção prévias. Os apreciadores
deste alimento o preferem ainda vivo, o que representa
uma segurança de que o produto não está deteriorado e
que seu valor nutritivo e sabor característicos estão pre-
servados. Considerando a situação de risco que o consu-
mo deste produto pode gerar, algumas medidas são indi-
cadas para diminuir/controlar a carga de contaminação
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que possam apresentar: autorização de extração dos
moluscos bivalves somente de áreas marinhas controla-
das e aprovadas, depuração (pelo uso de água de quali-
dade controlada, tratada por luz ultra violeta e/ou adicio-
nada ou não de cloro e/ou através de tratamento por ozô-
nio) e radiação ionizante 0,5 a 3,0 kGy), entre
outras4.6·8.9.IO.

Os ensaios realizados em laboratório para verificar
a eficácia dos tratamentos (processos de depuração) assi-
nalados, para o controle de patógenos possivelmente
presente nos moluscos bivalves são, no geral, realizados
através da contaminação dos moluscos não mais vivos,
seja por abertura forçada de suas conchas ou após esteri-
lização por calor ou radiação ionizante. No que se refere
às ostras existentes no Brasil, o processo de morte é ini-
ciado com a abertura forçada das valvas do organismo
para acesso às partes comestíveis, pois quando retirada
da água a mesma mantém as valvas hermeticamente
fechadas. Os dados bibliográficos disponíveis relatam
avaliações laboratoriais da eficiência destes tratamentos,
porém considerando a diminuição da carga bacteriana
autóctone, ou então por contaminações post morten, por
processo esterilizante prévio.

O presente ensaio foi realizado para delinear expe-
rimentalmente a contaminação de ostras (Crassostrea
brasilianai mantidas vivas, com Vibrio cholerae, tendo
por base sua forma de captação natural de alimentos.

MATERIAL E MÉTODO

Material:

Foram usadas 180 ostras (Crassostrea brasilianay,
procedentes de Cananéia, de planta de depuração de
ostras por ozônio, em 3 lotes diferentes (60 por lote). As
amostras de ostras foram transportadas sob refrigeração,
acondicionadas em caixas de madeira, em camadas sepa-
radas por folhas de samambaia para manter a umidade
necessária à sobrevivência das mesmas. As ostras foram
recebidas pelo laboratório previamente limpas, por pro-
cesso de remoção de cracas e organismos marinhos de
hábitos fixos e de outras possíveis sujidades aderidas
sobre a superfície externa de suas conchas e já tratadas
pelo processo de ozonização (depuração em tanques,
com borbulhamento de ozônio).

Foram usados 150L de água do mar da região de
Cananéia, recebidas em 3 porções separadas, acondicio-
nadas em galões de plástico atóxicos previamente higie-
nizados e transportadas sob refrigeração.

Microrganismo empregado: Vibrio cholerae 01 EI
Tor Ogawa, não toxigênico, procedente da Coleção de
Culturas do Instituto Adolfo Lutz.
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Cultura para contaminação da água: em 20mL de
Água Peptonada Alcalina (APA), foi semeado o micror-
ganismo selecionado. Incubação a 35°C por 18-24h.

Aquário em vidro atóxico, capacidade para 60L de
água.

Método:

Cerca de 40L de água foi vertida no aquário, no
qual foram distribuídas 30-35 ostras. Foi procedido ao
borbulhamento do ozônio por cerca de 30 minutos, usan-
do aparelho tipo doméstico, com a finalidade de agitar e
assim oxigenar a água, para estimular a abertura das val-
vasoApós esta agitação com consequente oxigenação, foi
retirada uma amostra de água (aproximadamente 20mL)
e 5 ostras para análise (controle inicial). Foi então adi-
cionada à água lOmL da cultura do V.cholerae seleciona-
do. Imediatamente após a contaminação e após períodos
de 2, 4, 12, 18 e 24h, foram retiradas amostras de água e
de ostras para fins de análise: 20mL de água, coletada
após mistura da mesma e 5 unidades de ostras.

Análise das amostras de água: procedeu-se à dilui-
ção seriada da amostra, por transferência de ImL da
diluição precedente em 9 mL de APA estéril, até a dilui-
ção 1010

• Após incubação a 35°CI18-20h, o material de
cada diluição foi semeado em superfície de agar TCBS
(Tiosulfato Citrato Sais Biliares Sacarose). Após incuba-
ção a 35°C por 18-24h, 3 a 5 colonias características e
suspeitas de cada diluição positiva foram isoladas em
meio IAL e em superfície de agar TINoe TINI (meio sóli-
do, com 1% de triptona, não adicionado e adicionado de
1% de cloreto de sódio, respectivamente). Após incuba-
ção, as colonias isoladas que apresentaram reações com-
patíveis com as de V. cholerae, foram testadas frente a
oxidase e por sorologia polivalente. Foram caracteriza-
das como positivas as que apresentaram: colonias ama-
relas em TCBS; indol positivo; fermentação da glicose e
da sacarose; oxidase e sorologia positivas; desenvolvi-

mento em meios com Oe 1% de NaCI; L-triptofano desa-
minase, H2S, urease e produção de gás a partir da glico-
se, negativos'>'.

Análise das amostras de ostras: as mesmas foram
abertas com assepsia, com auxílio de abridor de ostras
em aço inox, previamente desinfetado. A parte comestí-
vel (toda a estrutura interna) foi retirada da concha e
recolhida em copo de homogeneizador previamente este-
rilizado. A homogeneização foi realizada em aparelho
tipo liqüidificador. Do homogeneizado, foram retiradas
25g, diluídas e cuidadosamente misturadas em 225mL
de APA (diluição 101). A partir desta, foram preparadas
diluições seriadas como já descrito para as amostras de
água. As demais etapas analíticas foram realizadas con-
forme descrito para a água.

Cada etapa analítica acima descrita foi realizada
com controle de meios de cultura semeados com a cepa
teste (controle positivo) e não semeados (controle de
esterilidade) .

RESULTADOS, DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Os resultados da relação do número de V. cholerae
O1 em água e em ostras, estão expressos na Tabela abaixo.

A análise da água e das ostras, antes da contamina-
ção com a cepa selecionada, revelaram ausência de V.
cholerae. As diluições maiores do que as constantes na
Tabela, foram negativas.

Os resultados expressos na Tabela são indicativos
de que o ensaio proposto permite a contaminação de
ostras vivas em nívellaboratorial, permitindo avaliações
de eficiência e eficácia de processos de depuração (des-
contaminação) destes moluscos, em condições mais pró-
ximas das reais.

O número de cinco unidades de ostras, é satisfatório
e contribuiu para a representatividade das mesmas, pois
tanto a abertura das valvas como o processo de filtração da

Tabela. Maiores diluições positivas de Vibrio cholerae O I não toxigênico, em log de base 10 (loglo)nos experimen-
tos de contaminação de água e incorporação de V.cholerae 01 EI Tor Ogawa não toxigênico em ostras Crassostrea
brasiliana, por períodos de exposição (imediatamente após a contaminação da água e de 2, 4, 12, 18 e 24 horas)

Tempo/substrato Oh 2h 4h 12h 18h 24h
A Os A Os A Os A Os A Os A Os

Experimento 1 -7 Aus -7 -7 -6 -7 -7 -7 -6 -7 -7 -7
Experimento 2 -7 Aus -5 -6 -8 -8 -7 -8 -7 -8 -7 -7
Experimento 3 -7 Aus -7 -7 -7 -7 -9 -7 -7 -7 -6 -7
h= horas As=Água Os=Ostra aus=ausência em 25g
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água pode ser heterogênea entre as unidades vivas. Após
contato de 2 horas em água artificialmente contaminada, a
análise das 5 unidades de ostras apresentaram níveis de
V.cholerae de mesma grandeza do que na água imediata-
mente após sua contaminação; nos período posteriores de
observação, as diluições positivas de células viáveis pre-
sentes na água e nas ostras, mantiveram-se corresponden-
tes. A positividade das diluições, nas amostras de água, foi
maior após 12h do que a inicial (respectivamente em até
10-7 no tempo O e em até 10-9 após 12h), o que indica que
ocorreu a multiplicação da cepa usada no experimento.

Os resultados obtidos em períodos superiores a 2
horas também permitem concluir que a cepa se adaptou

adequadamente no sistema e nas condições do experi-
mento: manutenção, por até 24 horas, de números equi-
valentes de células viáveis tanto na água como nas
ostras, com variações possíveis de ocorrerem em amos-
tras de um mesmo lote de produto e por observações dos
resultados das diluições. Observação anterior indica a
possibilidade de multiplicação de Vibrionaceae em
ostras após a sua captura'.

Conclui-se que o processo de captura de alimentos
das ostras permite a sua contaminação em nível de labo-
ratório, sem a necessidade de danificar sua estrutura bio-
lógica ou inativar sua microbiota natural.

I RIALA 06/862 I
GELLI ,D. S.; JAKABI, M.; de MORAES, 1. R.& MASTRO, N. del -EXPERIMENTAL INCORPO-
RATION OF vibrio cholerae 01 NON TOXIGENIC IN LIVE OYSTERS (Crassostrea brasilianai 1.
Rev. Inst. adolfo Lutz, 58(2): 1999

ABSTRACTS: Oyster are frequently eaten raw and alive. Because of this, are often object of depu-
ration process (physical an chemica1 decontamination), since its consumption habit has important epi-
demiological implications. It was perfomed essays to verify the possibility of live oyster contamination
at laboratoria1level: oysters was maintened alive in sea water previously ozonized and then contamined
with Vibrio cholerae EI Tor, 01, Ogawa, non toxigenic. Quantitative analytical determination was rea-
lized in sea water and oysters, immediately and 2,4,12,18 and 24h after the contamination. After 2h, oys-
ters presented high numbers of V cholerae, namely positivity in 10.7 dilution, compatib1e with the ini-
tial sea water contamination. The leve1s of the strain used in this experiment was constantly high during
the period of observation (positivity till 109 dilution in water and 108 in oysters). The results obtained
indicate that this contamination may be useful for laboratorial observation of etficacy and efficiency of
tecnhological depuration (decontamination) process of oysters, since allow measurements at real con-
dictions. Number of viables cells obtained at ditferents periods of time shows that the strain was capa-
ble of adaptation, including multiplication, in this experiment. It was realized three independents expe-
riments.

KEY WORDS - Oysters, laboratorial contamination. V cholerae incorporation in oysters.
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RESUMO: foi proposto o desenvolvimento de uma formulação alternativa de massas alimentícias
substituindo-se os ovos por plasma bovino. O produto foi avaliado quanto à sua qualidade tecnológica,
frente a uma massa à base de ovos, tradicionalmente disponível no comércio, através da determinação
do seu tempo de cocção, capacidade de absorção e retenção de água, perda de sólidos e proteínas e pelo
deslocamento de volume. Os resultados obtidos demonstraram que a massa à base de plasma atingiu o
ponto al dente em 3/4 do produto padrão, possuiu maior capacidade de absorção de água (61,8%),
menor perda de sólidos (0,8%) e de proteínas (0,7%). O comportamento tecnológico diferenciado dos
produtos foi evidenciado por análise de componentes principais.

DESCRITORES: massa alimentícia, plasma bovino, qualidade tecnológica

INTRODUÇÃO

Com o aumento da população mundial, particular-
mente nos países em desenvolvimento, torna-se impor-
tante a busca de meios de aproveitar os recursos agrope-
cuários incluindo os subprodutos e resíduos do seu pro-
cessamento. O Rio Grande do Sul é um estado com gran-
de atividade pecuária, onde a maioria dos subprodutos
resultantes não é utilizada para fins de alimentação
humana e tem pouco valor comercial.

Nos matadouros industriais, o sangue bovino é um
dos subprodutos com maior poder contaminante que se
produz, sendo sua eliminação essencial para reduzir a
carga orgânica em seus efluentes." Além disso, para as

indústrias cárnicas se tornarem economicamente compe-
titivas é essencial utilizarem melhor seus subprodutos
empregando-os, por exemplo, como fonte protéica.""
No Brasil estima-se que em 1997 foram abatidas aproxi-
madamente 29,5 milhões de cabeças de gado resultando
em cerca de 312 milhões de litros de sangue, que em ter-
mos de proteína, correspondem a aproximadamente
54000 toneladas desperdiçadas. 15.16

O sangue bovino, muito rico em proteínas, tem sido
estudado no sentido de caracterizá-lo e de sugerir seu
uso em outras formulações de alimentos, além da con-
vencional (embutidos), porém permanece ainda despre
zado. O plasma bovino pode ser separado das hemácias
por um processo bastante simples. Considerando-se que
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o mesmo também é rico em proteínas, possui melhores
características sensoriais que o sangue inteiro e excelen-
tes propriedades funcionais, estudos a seu respeito visan-
do sua utilização no preparo de alimentos convencionais
como formulações alternativas, são necessários.' 11. 13.17.19

Uma forma de utilizar esse plasma é enriquecendo
os produtos à base de cereais, visto que estes estão pre-
sentes, rotineiramente, na dieta da maioria dos povos e
no entanto, têm valor protéico discutível. Destacam-se,
dentre estes, as massas alimentícias à base de ovos que,
além de maior valor nutricional em relação às massas
comuns (à base de farinha e água), trazem um maior
valor comercial, o que pode ser proibitivo para algumas
pessoas."

As massas alimentícias são ideais para veicular
nutrientes pela facilidade de obtenção de sua matéria-
prima, pela simplicidade do processo de fabricação, pelo
seu baixo custo e finalmente por seu valor nutritivo.' 10.14

A praticidade de sua utilização, a facilidade de
manuseio e a boa estabilidade durante o armazenamento
fazem com que as massas alimentícias sejam consumi-
das nas mais diversas regiões do país e por todas as clas-
ses sociais. 2.3. 5. 6. 14É importante lembrar que a proteína da
farinha de trigo, matéria-prima das massas alimentícias,
é deficiente em lisina e treonina. A intenção de substituir
os ovos por plasma bovino (rico em lisina e treonina),
possibilita a obtenção de um alimento de bom valor pro-
téico e baixo custo, criando uma alternativa para dimi-
nuir os problemas nutricionais da população." 20

O desenvolvimento deste alimento alternativo,
requer um estudo mais detalhado para se verificar a pos-
sibilidade de obtenção de uma massa alimentícia com
qualidade tecnológica comparável a do produto tradicio-
nalmente disponível no comércio.

No Brasil, a qualidade das massas tem sido estima-
da através de seu desempenho durante o cozimento.
Além do teste de cozimento, a cor e textura do produto
final também devem ser consideradas.' 8 Entretanto, este
tipo de avaliação é quase inexistente nas indústrias do
país e são poucos os pesquisadores que trabalham com
este setor de produtos alimentícios, de modo que existem
muitas carências nesta área, tais como a falta de um per-
fil do padrão de qualidade destes produtos. A Itália, pelo
elevado consumo destes produtos, é o país que apresen-
ta maior desenvolvimento de técnicas de controle de
qualidade de massas.

Os testes de cozimento dão informação de como o
produto se comporta durante a cocção, em particular, da
quantidade de água absorvida e de substância lixiviada,
durante o processo, bem como do aumento do volume e
da textura. IR

A determinação dos parâmetros relacionados com a
qualidade de cozimento pode ser efetuada sem auxílio de
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equipamentos sofisticados porém, ao analisar a qualida-
de do cozimento do produto deve-se levar em considera-
ção principalmente o tamanho, forma e espessura.
Assim, só se pode comparar a qualidade de cozimento
quando se trata de massa do mesmo tipo." R

A textura de massas alimentícias de boa qualidade
deve ter as características al dente, como dizem os italia-
nos.v" Por outro lado, os consumidores brasileiros nem
sempre aceitam essa característica, preferindo muitas
vezes uma textura menos firme.

A partir destas considerações, o objetivo deste tra-
balho foi avaliar a qualidade tecnológica de uma massa
alimentícia seca do tipo curta, produzida em escala labo-
ratorial, empregando o plasma bovino como substituto
dos ovos.

MATERIAL E MÉTODOS

Para o preparo da massa alimentícia, os ingredien-
tes foram misturados observando-se as quantidades con-
forme uma formulação base desenvolvida previamente:
para cada 1000 g de farinha de trigo foram adicionadas
450 g de plasma bovino e 0,25 g de ~ caroteno (160.000
UIIg).19Após a homogeneização, a massa foi extrusada
com uso de trefila, cortada no tamanho desejado e sub-
metida à secagem.

A secagem da massa à base de plasma foi realizada
em estufa com circulação de ar a 50°C por 30 minutos
(pré-secagem), seguido de um período de repouso onde
a fonte de calor foi desligada por 30 minutos. A fonte de
calor foi então novamente ligada em temperatura mais
elevada (80°C) por 1 hora. O teor de umidade da massa
(determinado segundo a AOAC1) foi reduzido de aproxi-
madamente 30% para 12%. Posteriormente, o produto
obtido foi embalado e armazenado.

A qualidade tecnológica da massa formulada foi
determinada pelos seguintes parâmetros:

a) Tempo de Cocção: tempo de cozimento necessá-
rio para que 20 g de massa com 2 g de sal, em 200 ml de
água, atingisse o ponto ai dente, de acordo com Leitão et
al. (1990).8

b) Absorção de Água: foi determinada pelo aumen-
to de peso de amostras de 20 g de massa crua, após o pro-
cesso de cocção. O valor foi obtido pela seguinte relação:'

(PESO FINAL - PESO x 100/ P
ESO FIt..;.\L

c) Deslocamento de Volume: foi determinado pelo
deslocamento de volume de amostras de 20 g de massa
crua, após o processo de cocção, em uma proveta com
200 ml de água. O valor foi obtido pela relação' (V

OL
FINAL

- V OL.IWIA) x 100 / VOL. I'IC!'I
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d) Perda de Sólidos: foi determinada pelo método Tabela 1. Qualidade tecnológica das massas alimentícias
de secagem a 105°C, onde a amostra utilizada foi a água
obtida após a cocção de 20 g de massa.'

e) Perda de Proteínas: foi determinada nos sólidos
resultantes da determinação de sólidos, pelo método de
Kjeldahl' com o fator de conversão 5,7.

f) Capacidade de Retenção de Água: foi determina-
da de acordo com WANG & KINSELLA (1976)23adap-
tado por TEIXEIRA, FURLONG & MELLADO
(1996)21, brevemente descrito. Amostras de 1,0 g foram
homogeneizadas em 10 ml de água e submetidas a um
aquecimento em banho-maria a 80°C por 45 minutos,
centrifugadas a 2000 rpm por 20 mino O aumento de
peso das amostras foi determinado após a absorção. A
percentagem de água retida foi calculada, pela seguinte
fórmula:

(PFSOFINAIAMOSTRA- PESOINIClAlAMIJ.qRA'X 100 / PESOFINAL

As análises foram realizadas em amostras da
massa alimentícia desenvolvidas à base de plasma e em
amostras de massa à base de ovos, tradicionalmente
encontrada no comércio, de mesmo formato do produto
proposto.

Para avaliação dos resultados obtidos através dos
métodos descritos, foi utilizado um tratamento estatísti-
co dos dados, com o auxílio do software "Statistic for
Windows" (versão 4.3), nos módulos de estatística bási-
ca (média) e de análise fatorial. Para atender os requisi-
tos de aplicação desses tratamentos, os experimentos
foram realizados em triplicata na determinação do tempo
de cocção e para os demais parâmetros de qualidade,
foram realizadas 25 repetições.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O primeiro parâmetro estudado para determinar a
qualidade tecnológica das massas alimentícias foi o
tempo de cocção. Os resultados, da média de três repeti-
ções, foram de 12 minutos para massas à base de ovos
(padrão) e 9 minutos para a massa à base de plasma.

Com base nestes resultados, pode-se dizer que a
massa à base de plasma de acordo com a formulação
desenvolvida atinge o ponto al dente em 3/4 do tempo do
produto padrão. Este fato geralmente é levado em consi-
deração pelos consumidores, pois eles exigem cada vez
mais que os produtos sejam de rápido preparo.

Os parâmetros deslocamento de volume, absorção
de água, capacidade de retenção de água, perda de sóli-
dos e proteínas foram primeiramente submetidos a uma
análise descritiva, cujos resultados podem ser observa-
dos na Tabela 1.

Parârnetro Massa à Base Massa à Base
de Plasma de Ovos
Bovino (Padrão)

Média*(%) Média *(%)

Deslocamento
Volume 145,6 147,3
Absorção de Água 61,8 55,4
Capacidade de
Retenção de Água 68,6 75,9
Perda de Sólidos 0,8 2,3
Perda de Proteínas 0,7 2,4

* 25 repetições

Esses resultados mostraram que a massa à base de
plasma apresentou maior capacidade de absorção de
água, o que consequentemente gera um maior rendimen-
to do produto. Além disso, a formulação desenvolvida
perdeu menos sólido e menos proteína, o que só vem a
contribuir para sua qualidade, pois os consumidores pre-
ferem aqueles produtos que, após a cocção, não perdem
muitos sedimentos para água, pois geralmente essas
massas ao resfriarem tornam-se pegajosas.

A pequena perda de proteínas contribuiu favoravel-
mente para a qualidade da massa desenvolvida, não ape-
nas tecnológica mas também nutricional, enriquecendo
em termos protéicos este produto.

Com relação ao deslocamento de volume, pode-se
dizer que a diferença foi relativamente pequena, não
diminuindo a qualidade de um produto em relação ao
outro.

No caso da capacidade de retenção de água, a dife-
rença demonstrou que a massa padrão foi superior em
relação a massa à base de plasma. Este fato provavel-
mente se evidenciaria se as duas massas fossem cozidas
e resfriadas lentamente. Após algum tempo, provavel-
mente a massa à base de plasma começaria a perder água
em maior quantidade do que a massa padrão, resultando
em um aspecto menos atrativo. Esse aspecto torna-se
mais relevante quando a massa alimentícia é utilizada na
elaboração de pratos frios como saladas.

Como discutido, as massas apresentaram compor-
tamento tecnológico diferenciado, aplicou-se então,
uma análise estatística fatorial de componentes princi-
pais (Tabela 2), para verificar a contribuição de cada
parâmetro.
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Tabela 2. Análise fatorial das massas alimentícias

Parâmetro Massa à Base
Plasma

Massa à Base
de Ovos

Bovino
Fator 1 Fator 2 Fator 1 Fator 2

Capacidade
de Absorção
de Agua 0,06 0,85 - 0,30 - 0,68
Capacidade d~
Retenção de Agua - 0,86 0,16 0,91 - 1,63
Deslocamento
de Volume - 0,26 0,68 -0,19 0,53
Perda de
Sólidos 0,91 0,21 - 0,83 - 0,30
Perda de
Proteínas 0,40 0,69 0,11 0,80

Componentes principais dos fatores

Obtiveram-se dois fatores para cada massa e verifi-
cou-se que o fator principal foi semelhante para ambas
as massas, sendo formado pela capacidade de retenção
de água e pela perda de sólidos, porém, em ordem de
importância invertida. O fator mostrou que quando ocor-
reu um aumento da perda de sólidos, ocorreu a diminui-
ção da capacidade de retenção de água.

A capacidade de retenção de água foi mais impor-
tante para a massa à base de plasma, enquanto que a
perda de sólidos tornou-se mais importante para a massa
à base de ovos.

O fator 1 explicou 39,7% da variância para a massa
de ovos e 37,8% para a de plasma bovino.

No segundo fator os produtos começaram a diferir
mais, demonstrando o comportamento peculiar de cada
um. A capacidade de absorção de água tornou-se a variá-
vel mais importante para a massa com ovos e a perda de
proteínas para a massa com plasma (explicação da variân-
cia de 30,9% e 25,7%, totalizando 70,6% e 63,5% de
explicação da variância respectivamente). Porém para
massa à base de ovos a perda de proteínas e o deslocamen-
to de volume também apareceram desempenhando um
forte papel, e, no caso da massa à base de plasma, o outro
componente de destaque foi a capacidade de absorção de
água.
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Esta análise demonstrou, então, que todas as variá-
veis foram importantes na determinação da qualidade tec-
nológica, porém a diferenciação dos produtos pode ser
melhor observada pela capacidade de retenção de água,
perda de proteínas e de sólidos. Isto sugere que se dê pre-
ferência a estas análises quando a intenção for identificar
se o produto é à base de plasma ou ovos, não esquecen-
do, porém, de que se trata de uma observação restrita à
formulação desenvolvida neste trabalho, devendo-se con-
siderar o teor de plasma e o tamanho e tipo de massa em
futuras comparações. O parâmetro deslocamento de volu-
me foi o de menor influência na caracterização dos pro-
dutos, não devendo, porém, ser descartado.

CONCLUSÕES

De acordo com os resultados obtidos, nas condições
experimentais utilizadas no desenvolvimento e avaliação
da formulação alternativa de uma massa alimentícia seca à
base de plasma bovino, em laboratório, pode-se dizer que:

A massa à base de plasma atingiu o ponto ai dente
em 3/4 do tempo do produto padrão, possuiu maior capa-
cidade de absorção de água (61,8%), menor perda de
sólidos (0,8%) e de proteínas (0,7%) enquanto que a
capacidade de retenção de água foi superior na massa à
base de ovos;

O comportamento tecnológico diferenciado foi evi-
denciado pela análise de componentes principais, onde o
primeiro fator para ambas as massas foi formado pela
capacidade de retenção de água e pela perda de sólidos,
porém em ordem de importância invertida. O fator mos-
trou que quando ocorreu um aumento da perda de sóli-
dos, ocorreu diminuição da capacidade de retenção de
água. O segundo fator demonstrou o comportamento
peculiar de cada produto, porém verificou-se que todas
as variáveis foram de importância na determinação da
qualidade tecnológica, sendo que a diferenciação dos
produtos pode ser melhor observada pela capacidade de
retenção de água, perda de proteínas e de sólidos.
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Silveira, A. E. V. G. da; SOUZA-SOARES, L. A. & BADIALE-FURLONG, E. Technological quality
evaluation of dried plasma pasta.

ABSTRACT: The development of an alternative formulation of pasta was considered by replacing
eggs for bovine plasma. The product was evaluated for its technological quality in contrast to a traditio-
nally egg pasta available on the market place, through determination of its cooking time, water absorp-
tion and retention capacity, loss of solids and proteins in the cooking water and for volume displace-
ment. The results obtained demonstrated that the bovine plasma pasta reaches the ai dente point in 3/4
of the time of the standard product, it posses greater capacity of water absorption (61.8%) and decrea-
sed loss of solids (0.8%) and proteins (0.7%). The differentiated technological behavior of the products
was indicated by main components analysis.

KEY WORDS: pasta, bovine plasma, technological quality
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RESUMO: o ácido propiônico é usado sob a forma de sais de cálcio e sódio como conservador de
produtos como chocolate, picles, massas e produtos de confeitaria e panificação, devido à sua proprie-
dade fungicida. Foi feita uma amostragem estatística a partir dos Supermercados e Padarias das 9 (nove)
regionais de Belo Horizonte: Oeste, Norte, Nordeste, Leste, Venda Nova, Pampulha, Barreiro, Noroeste
e Centro Sul. Foram analisadas 191 amostras de pão de forma coletadas pelo Serviço de fiscalização da
Prefeitura Municipal, num total de 24 marcas diferentes. O teor médio encontrado de propionato,
expresso em ácido propiônico, foi de 0,13% com um percentual de reprovação de 12,56%. O método de
análise utilizado foi a extração do ácido propiônico com éter e a cromatografia gasosa para a quantifi-
cação. Quanto à contagem de bolores e leveduras 12,70% das 189 amostras analisadas apresentaram
resultado acima do limite máximo permitido. A determinação de umidade foi feita em 56 amostras,
sendo que 37 (66,07%) apresentaram teor acima do permitido pela legislação. As amostras foram ana-
lisadas dentro do prazo de validade e foi observada uma variação muito grande deste prazo, até mesmo
para uma mesma marca.

DESCRlTORES: conservadores, ácido propiônico, fungicida, pão de forma, bolores e leveduras

INTRODUÇÃO No entanto, um produto pode mostrar-se alterado
por bolores, independente da visualização das colônias,
alteração esta devida principalmente, à atividade hidrolí-
tica apresentada por muitas espécies. Isto, torna extrema-
mente importante o adequado controle da proliferação de

O conceito de deterioração fúngica dos alimentos,
está normalmente associado à presença de crescimento
visível de colônias na sua superfície.

" Realizado no laboratório de Química Bromatológica da Fundação Ezequiel Dias com apoio financeiro da Fundação de Amparo a Pesquisa
de Minas Gerais.
""Da Fundação Ezequiel Dias
"**Da Faculdade de Farmácia da UFMG
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bolores nos alimentos (ROITMAN, 1988). Os tipos de
alteração microbiana mais abundantes no pão são o amo-
lecimento e a viscosidade excessiva, chamados geral-
mente de pão florecido e pão filamentoso. Os fungos
constituem a causa mais frequente e, portanto a mais
importante alteração do pão e dos produtos de panifica-
ção (FRAZIER, 1972).

O ácido propiônico e seus sais são usados como
inibidores de fungos e bactérias bacilares em pães. A
maioria dos fungos é destruida quando o pão é assado,
mas a recontaminação da superfície pode ocorrer sob a
embalagem durante o armazenamento do pão. Este efei-
to antimicrobiano é limitado para a maioria das levedu-
ras e bactérias. Propionatos podem ser adicionados à
massa do pão sem interferir no processo de fermentação,
uma vez que eles têm pouco ou nenhum efeito sobre as
leveduras (DOORES, 1983). No Brasil, este aditivo é
conhecido como "anti-mofo" pelos panificadores e é
comercializado sem a descrição no rótulo do princípio
ativo e sua concentração. Há apenas indicação da dose a
ser adicionada por kg de farinha.

A toxicidade do ácido propiônico para fungos e
bactérias está relacionada com a incapacidade desses
microorganismos de metabolizá-lo (LINDSAY, 1976;
BRASIL, 1988). Juntamente com seus sais, tende a ser
altamente específico frente aos fungos, sendo sua ação
inibitória mais fungos tática que fungicida. Alguns ácidos
graxos afetam a permeabilidade celular ao atacar a mem-
brana celular dos microorganismos. Ainda não está claro
até que ponto a atividade fungostática do ácido propiôni-
co se deve a este fenômeno (JAY, 1973 ).

De acordo com o "Code of Federal Regulation"o
ácido propiônico e seus sais de sódio e cálcio podem ser
utilizados em farinhas e pães na proporção de até 0,32%
(DOORES, 1983). A legislação brasileira estabelece para
produtos de panificação um limite máximo de 0,200%
(p/p) expresso em ácido propiônico e 5,0 x 10' UFC/g de
bolores e leveduras (BRASIL, 1988; BRASIL, 1997 ).

Como o pão de forma é um produto bastante con-
sumido tanto na alimentação caseira como em lancho-
netes, é importante um levantamento de dados à respei-
to da utilização do ácido propiônico, necessário para
aumentar a vida de prateleira deste produto. O ácido
propiônico é um aditivo considerado GRAS (generally
recognized as safe) para uso em soluções antissépticas
para superfícies que entram em contato com alimentos e
como aditivo para grãos antes da silagem (FDA).
Quando aplicado diretamente no alimento há os limites
estabelecidos para o seu uso com segurança. Portanto
deve ser feito um controle rigoroso das quantidades uti-
lizadas de ácido propionico, nos produtos consumidos
pela população.
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MATERIAL E MÉTODOS

O tamanho da amostra foi defindo estatisticamente
a partir de listagens dos estabelecimentos comerciais
classificados como trailers e padarias, enviadas pelo
Serviço de Vigilância Sanitária das nove administrações
regionais da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte
(Barreiro, Centro Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, Norte,
Oeste, Pampulha e Venda Nova) e de supermercados
enviada pela Associação Mineira de Supermercados.

A escolha dos estabelecimentos foi feita através de
tabelas de números aleatórios (GOMES, 1987). De cada
um deles foi coletada 1 amostra de cada tipo de produto
e de cada marca comercial (total de 24 marcas denomi-
nadas de A a Z) e os que não existiam na ocasião da cole-
ta foram substitui dos por outros. O número total de
amostras de pães de forma analisadas foi 191 (Tabela 1).

Tabela 1. Número de estabelecimentos e de amostras co-
letadas por Regional de Belo Horizonte.

REGIONAL N°
ESTABELE-
CIMENTOS

TOTAL DE
AMOSTRAS
COLETADAS

Barreiro
Centro-Sul
Leste
Nordeste
Noroeste
Norte
Oeste
Pampulha
Venda Nova
Total

13
12
15
15
15
05
09
07
16

107

13
41
28
32
28
05
12
08
24
191

1 - Determinação de ácido propiônico em pães de
forma

Extração: Juntamente com 19 de pão de forma foi
colocado em um tubo de vidro 4ml de solução de ácido
fórmico 3% em éter e 1 ml de ácido butírico 1% em éter
usado como padrão interno. A extração foi feita agitando
esta mistura com um bastão de vidro por 5 minutos em
banho de gelo.

Quantificação: após decantação, 1 microlitro do
extrato foi injetado em cromatógrafo à gás CG Advanced
500 com detetor de ionização de chama, acoplado a inte-
grador CG 300 sob as seguintes condições:
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- coluna DEGS 10% + ácido ortofosfórico sobre
Chromossorb W, aço inox , diâmetro 1,8"x 6 pés.

- programação de temperatura da coluna: Ti: 90 "C/
3 mino

rampa: 1 °C/ mino
Tf:100 °C

- fluxo do gás de arraste (N):30 m1/min
- Temperatura do detector:250 °C
- fluxo dos gases no detetor = ar = 300 ml/min.
H2 = 30 ml/min.
- Temperatura do vaporizador = 200°C (Campos

eco!., 1997)

2 - Determinação de umidade
Foi feita à 105 o C até obtenção de peso constante

(São Paulo, 1985).

3 - Contagem de bolores e leveduras
A contagem em placas de bolores foi realizada em

duplicata utilizando-se o meio ágar batata-dextrose, aci-
dificado com ácido tartárico a 10% e incubando-se a 23±
2 "C, por 3-5 dias (APHA, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As figuras 1 e 2 mostram os cromatogramas da
solução padrão contendo ácido propiônico (Tr ' 2,465) e
ácido butírico como padrão interno (Tr' 3,775) e do
extrato de uma amostra de pão de forma. A tabela 2 mos-
tra os teores médios de propionato (em ácido propiônico)
e da contagem de bolores e leveduras encontrados nas
amostras nas diversas regionais de Belo Horizonte. O
ácido propiônico variou de zero a 0,41 % (tabela 4) e os
bolores e leveduras de zero a incontáveis UFC/g (tabela
5). Os resultados mostram que de maneira geral os valo-
res encontrados para propionato estão na mesma propor-
ção em todas as regionais. Os teores mais altos de ácido
propiônico foram encontrados na regional Oeste. A
regional Nordeste apresentou maior variação nos resulta-
dos, ou seja, alguns estabelecimentos comercializam pão
de forma com teor elevado de propionato (0,41 %) e
outros com teores menores ou até mesmo nenhum. O
teor médio para propionato considerando as 191 amos-
tras foi de 0,13 ± 0,07, havendo uma variação grande nos
resultados das amostras agrupadas como sem marca (Z)
e nas de uma mesma marca principalmente na designada
de T. 12,56% das amostras apresentaram teor acima de
0,20% de propionato que é o máximo permitido pela
legislação (BRASIL, 1988).

r-,
-r-.-r,

Figura 1 - Cromatograma da solução padrão de ácido propiônico
(Tr ' = 2,465) e ácido butírico (Tr ' = 3,775), coluna DEGS.

ID
'..0
r-..

Figura 2 - Cromatograma da extração de uma amostra de pão de
forma. Ácido butírico: Tr ' = 3,765 - ácido propiônico: Tr ' = 2,448,
coluna DEGS.
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Tabela 2. Teor de propionato e contagem de bolores e leveduras em amostras de pão de forma comercializados em
Belo Horizonte

PROPIONATO BOLORES E LEVEDURAS
(em ácido propiônico)

REGIONAIS N° DE AMOSTRAS MÉDIA (%) DP N° DE AMOSTRAS MÉDIA (UFC/g)*

Barreiro 13 0,12 ± 0,05 13 1,5 x 103

Centro Sul 41 0,13 ± 0,07 40 2,0 x 103.
Leste 28 0,13 ± 0,05 28 l,2 x 103

Nordeste 32 0,15 ± 0,08 31 1,2x 103

Noroeste 28 0,11 ± 0,05 28 2,8 x 103

Norte 05 0,13 ± 0,07 05 6,2 x 103

Oeste 12 0,20 ± 0,10 12 2,4 x 103

Pampulha 08 0,12 ± 0,06 08 2,1 x 103

Venda Nova 24 0,12 ± 0,05 24 4,4 x 10

Total 191 189

*As amostras mofadas não foram consideradas para o cálculo da média (uma da regional Leste, Nordeste e Venda Nova).

Quanto à contagem de bolores e leveduras, pode-se
dizer que não houve diferença entre as regionais. A tabe-
la 3 mostra o percentual de amostras que apresentaram
resultados acima do permitido pela legislação. Das 191
amostras, três foram condenadas, pois estavam visível-
mente mofadas (uma da regional Leste, Nordeste e
Venda Nova), o que tornou desnecessária a análise
microbiológica. Outras duas não tiveram resultado con-
clusivo porque houve crescimento de colônia invasora o
que impossibilitou a contagem. Portanto o resultado
médio para bolores e leveduras considerando 186 amos-
tras foi de 1,7 x lOJUFC/g com um percentual de 12,70
de condenação. Em relação às marcas, foram analisadas
um total de 23 marcas comerciais diferentes que foram
denominadas de A a X e 24 amostras não possuiam
marca e foram reunidas no grupo designado de Z. As
tabelas 4 e 5 mostram os resultados encontrados por
marca analisada.

Em relação ao teor de propionato, para uma mesma
marca, houve, uma variação grande nos resultados, prin-
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cipalmente naquelas amostras agrupadas como sem
marca (Z) e nas de marca T.

Foram analisadas quanto ao teor de umidade, 44
amostras de pão de forma, das quais 35 (79,55%) apre-
sentaram resultado acima do limite máximo permitido
(30%p/p). Das 12 amostras de pão integral e/ou centeio,
apenas uma (8,33%) apresentou resultado acima do limi-
te (35%p/p) (BRASIL, 1978). O teor médio de umidade
para as 44 amostras de pão de forma analisadas foi de
32,00%.

As análises foram feitas dentro do prazo de valida-
de e foi observada uma grande variação nestes prazos até
mesmo em produtos de uma mesma marca e tipo de pão.
Em muitas das amostras nas quais foi encontrado pouco
ou nenhum propionato o prazo de validade estabelecido
era menor do que nas marcas de maior porte, as quais
utilizam propionato em maior quantidade.

Foi realizado o teste do Quiquadrado para estabele-
cer a relação entre teor de umidade e crescimento de
bolores e leveduras. Observou-se que nas classes pouco
« 2.500 UFC) médio (2.501 a 5.000 UFC) e muito (>
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Tabela 3. Resultados de teores de Propionato e Bolores e Leveduras em relação à Legislação Brasileira

*PROPIONATO **BOLORES E LEVEDURAS

REGIONAL AP CD %CD TOTAL AP CD %CD TOTAL

Barreiro 12 01 7,69 13 12 01 7,69 13
Centro Sul 35 06 14,63 41 34 06 15,00 40
Leste 25 03 10,71 28 25 03 10,71 28
Nordeste 26 06 18,75 32 27 04 12,90 31
Noroeste 28 '0O 0,00 28 23 05 17,86 28
Norte 04 01 20,00 05 04 01 20,00 05
Oeste 07 05 41,67 12 10 02 16,67 12
Pampulha 07 01 12,50 08 07 01 12,50 08
Venda Nova 23 01 4,17 24 23 01 4,17 24
TOTAL 167 24 191 165 24 189

*Limite máximo = 0,200 % P/P
** Limite máximo = 5 x 10 3 (UFC/g)
AP = Aprovado
CD = Condenado

Tabela 4. Teores de propionato por marca analisada

MARCA N.AMOSTRAS FAIXA(%) MÉDIA (%) % CONDENADAS
ANALISADAS

A 01 0,27 100,00
B 01 0,00 0,00
C 01 0,26 100,00
D 01 0,35 100,00
E 01 0,00 0,00
F 01 0,16 0,00
G 02 0,20 - 0,21 0,21 50,00
H 01 0,15 0,00
I 02 0,00 - 0,058 0,03 0,00
J 03 0,13 - 0,18 0,15 0,00
K 01 0,04 0,00
L 01 0,15 0,00
M 01 0,00 0,00
N 63 0,00 - 0,20 0,11 1,59
O 02 0,11- 0,16 0,13 0,00
P 03 0,19 - 0,24 0,21 33,33
Q 01 0,00 0,00
R 06 0,02 - 0,18 0,14 0,00
S 33 0,06 - 0,20 0,12 0,00
T 34 0,00 - 0,32 0,19 52,94
U 01 0,00 0,00
V 07 0,12 - 0,27 0,18 28,57
X 01 0,00 0,00
Z 23 0,00 - 0,41 0,10 4,35
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Tabela 5. Contagem de bolores e leveduras (UFC) por marca analisada

MARCA N.AMOSTRA FAIXA UFC/g MÉDIA UFC/g* % CONDENADOS
ANALISADA

A 01 9,0 0,00
B 01 incontáveis 100,00
C 01 1,2 X 104 100,00
D 01 1,1 x 10 0,00
E 01 1,5 x 104 100,00
F 01 5,3 x 102 0,00
G 02 20,0 - 4,0 X 102 2,1 X 102 0,00
H 01 4,0 x 10 0,00
I 02 9,0 0,00
J 03 9,0 - 1,5 X 104 6,0 X 103 33,33
K 01 3,1 x 104 100,00
L 01 2,0 x 10 0,00
M 01 4,7 x 103 0,00
N 63 9,0 - 1,5 X 104 8,9 X 102 6,35
O 02 9,0 - 1,0 X 102 5,4 x 10 0,00
P 02 9,0 - 2,0 X 102 1,0x 102 0,00
Q 01 1,5 x 104 100,00
R 06 10,0 - incontáveis 1,7x102 16,67
S 33 2,0 - 1,5 X 104 8,5 X 102 6,06
T 33 1,0 - 7,2 X 102 9,3 x 10 0,00
U 01 1,5 X 104 100,00
V 07 0,0 - 8,0 X 102 1,3 X 102 0,00
X 01 8,5 x 103 100,00
Z 23 9,0 - incontáveis 5,2 x 103 39,13

*As amostras mofadas não foram consideradas para o cálculo da média (uma da regional Leste, Nordeste e VendaNova).

Tabela 6. Teores médios de propionato , umidade e contagem de bolores e leveduras em amostras de pão de forma
comercializados em Belo Horizonte

PROPIONATO BOLORES E LEVEDURAS UMIDADE

MÉDIA TOTAL
AMOSTRA

MÉDIA TOTAL
AMOSTRA

MÉDIA TOTAL
AMOSTRA

0,13 ± 0,07 191 1,7 X 103 186 32,68 ± 2,82 56

50



CAMPOS, G, et ai, - Verificação do estado de conservação e utilização de sais de propionato em pães de forma, Rev. Inst. Adolfo Lutz, 58(2): 45-52, 1999,

5,00IUFC) O crescimento de fungos entre os limites de
umidade> 30 e :;; 30 se distribuiu igualmente indepen-
dente da umidade, fornecendo um resultado não signifi-
cativo ao nível de 5%. Entre o teor de propionato e cres-
cimento de bolores e leveduras o resultado também não
foi significativo porque usando ou não propionato 86%
das amostras apresentaram baixo crescimento. Isto era
esperado pelo fato de as amostras terem sido analisadas
dentro do prazo de validade dado pelo fabricante
(GOMES, 1987).

CONCLUSÃO

Em relação ao propionato, o resultado médio de
0,13% indica que ele tem sido utilizado de maneira cor-
reta. Porém, a grande variação dos resultados em uma
mesma marca mostra a necessidade de uma padroniza-
ção na adição deste aditivo pelos fabricantes. Esta
padronização também se aplica ao prazo de validade
que se apresentou desuniforme em relação às várias
marcas.

I RIALA 06/864 I
CAMPOS, G. et ai. - Checking the state of conservation and use of propionic in loaf bread - Rev.
Instituto Adolfo Lutz 58(2): 45-52, 1999

ABSTRACT: the use of propionic acid as a preservative in products such as chocolate, pickles, pastries
and bakery goods is widespread because of its fungicidal properties. This acid is nonnally employed in fonn
of its salts. A total of 191 samples of loaf bread were analyzed. The samples were collected from
supermarkets and bakeries ofthe nine regions ofBelo Horizonte. The propionic acid was extracted with ethyl
ether in acid medium with quantification by gas chromatography using a flame ionization detector.
Concurrently, the moisture and the counting of fungi and yeast was done.The analyses were executed during
the period of validity of the products; a large variation in these periods was observed even among products
of the same brand and type of bread. The mean propionate content encountered was 0,13%, expressed as
propionic acid. The degree of condemnation was 12,56%, based on the brazilian legislation. A total of 12,70%
of the samples presented fungi and yeast counts over the maximum limit. In the samples analyzed for
moisture, 66% presented levels above the maximum limit of 35% w/w for whole wheat or rye bread or 30%
w/w for others breads.

KEY WORDS: bread, propionate, preservatives.
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RESUMO: A Hemoglobinopatia S é considerada doença de saúde pública devido à sua morbida-
de e frequência. E o desenvolvimento de "screenings" é útil. Em 836 amostras de sangue periférico de
gestantes foram realizados, o teste de solubilidade, o teste de falcização e o novo teste em gel-centrifu-
gação (ID-Sickle Cell Test-DIAMED). 28 amostras foram igualmente positivas para Hb S nos três méto-
dos utilizados sem discrepâncias, onde todos apresentaram a mesma especificidade e sensibilidade na
detecção dessa hemoglobina. Entretanto, o teste da gel-centrifugação e o teste de solubilidade demons-
traram rapidez na obtenção dos resultados e a possibilidade de serem executados com pouco treinamen-
to.

DESCRITORES: Solubilidade, Falcização, Gel-centrifugação, Hemoglobina S.

INTRODUÇÃO

A hemoglobina S se diferencia das hemoglobinas
normais por apresentar em sua estrutura a substituição
do aminoácido ácido glutâmico pela valina na sexta
posição da cadeia polipeptídica beta ~6 Glu --3> Val).Esta
substituição faz com que em baixas tensões de oxigênio,
a Hb S torne insolúvel e polimerize formando tactóides,
levando a célula à forma de foice. Esses polímeros pro-
vocam rigidez e distorção dos eritrócitos, fazendo com
que os mesmos sejam retirados da circulação pelas célu-
las retículo-endoteliais, diminuindo assim a sua vida
média e, consequentemente o aparecimento de anemia
hemolítica.':"

Emmel' em 1917 descreveu a prova de falcização,
modificada posteriormente por Daland e Castle" em
1948, em que as hemácias que contém a hemoglobina S
adquirem a forma de foice em baixas tensões de oxigê-
nio. E, baseado no fato da hemoglobina S ser insolúvel
em altas concentrações de tampão fosfato, Itano" em
1953 desenvolveu o Teste de Solubilidade para HbS.
Outras técnicas tem sido utilizadas na detecção de hemo-
globinopatias, como HPLC (High Performance Liquid
Chrornatography)":" ;LPLC (Low Pressure Liquid
Chromatography System)" e IEF (Isoelectric Focusing)".
Vários outros testes são comercializados em forma de kit
1, entre elas o teste em gel-centrifugação, baseado no
fenômeno da falcização "in vitro" .

'" Seção de Hematologia, Divisão de Patologia, Instituto Adolfo Lutz, São Paulo,SP
** Bolsista PAP/SESIFUNDAP, Seção de Hematologia, Instituto Adolfo Lutz,
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o objetivo desse trabalho foi comparar o teste de
solubilidade, o teste de falcização e o teste de gel-centri-
fugação na detecção de hemoglobina S.

CASUÍSTICA E MÉTODOS:

Foram estudados, 836 amostras de pacientes de
pré-natal, advindas de Centro de Saúde da cidade de São
Paulo. O sangue foi coletado em tubo contendo anticoa-
gulante EDTA e analisados dentro de no máximo 3 dias,
conservados a 4°C.

Cada um dos testes abaixo descritos foram realiza-
dos por pessoas diferentes e foram utilizados controles
positivos e negativos para HBS.

l.Teste de solubilidade":
Princípio: O teste se baseia na insolubilidade da

HbS no estado reduzido enquanto que outras hemoglobi-
nas são insolúveis. É um teste que detecta apenas a HbS.

Interpretação: O teste é positivo quando a visuali-
zação das linhas negras traçadas no papel não são vista,
devido a turvação da solução indicando a presença de
HbS. O teste é negativo quando a visualização dos traços
são bem visíveis.fl-igura 1)

Figura I - Teste de Solubilidade para HbS

2.Teste de falcização 13:

Princípio: O metabisulfito de sódio reduz a tensão
de oxigênio e quando adicionada ao sangue total em um
compartimento totalmente vedado, as hemácias conten-
do HbS tendem à deformação celular característica de
foice ou de meia-lua.
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Interpretação: O teste é positivo quando há presen-
ça de hemácias em forma de foice ou de meia-lua. É
negativo quando há ausência dessas deformações após
24 horas.(Figura 2)

Figura 2 - Teste de fa1cização.

3.Teste de gel-centrifugação ID-Sickle Cell Test (HbS).
Princípio: A solução tamponada contendo agente

redutor, quando em contato com hemácias contendo
HbS, estas células tornam-se rígidas impedindo a sua
passagem pelo gel Sephadex, suspenso em microtubo,
após centrifugação.

Interpretação: O teste é positivo quando, as células
falcizadas são retidas no topo do micro-tubo ou espalha-
das pelo gel. É negativo quando todas as células deslo-
cam-se para o fundo do micro-tubo.(Fig.3.1 e 3.2)

(Haomo.Qklbin SI

Figura 3.1 - Teste em
gel-centrifugação

Figura 3.2 - Teste em
gel-centrigugação
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RESULTADO:

Das 836 amostras, 28 amostras com hemoglobina S
foram detectadas igualmente pelos três métodos utiliza-
dos, sem discrepâncias, Todos apresentaram a mesma
especificidade e sensibilidade na detecção dessa hemo-
globina que revelaram a prevalência de 3,5%, dado
semelhante ao encontrado em nosso laboratório em 1995
por Gushiken e col.'

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO:

Diversos estudos populacionais de hemoglobinas
anormais tem sido realizados em diversas regiões brasi-
leira e tem sido encontradas prevalências variáveis que
variam de 2 a 11% de acordo com o grau de miscigena-
ção étnica, com predominância das variantes S e C,
ambas consideradas de maior relevância em termos de
Saúde Pública, devido a sua morbidade e frequência.'
Assim, a detecção precoce da HbS é importante para
indicar medidas terapêuticas na prevenção de complica-
ções da doença e no aconselhamento genético com o
intuito de informar aos portadores, da possibilidade de
transmissão aos seus descendentes.

O teste de solubilidade apresentou-se como método
rápido(aproximadamente 10 min.) e de fácil identifica-
ção. Porém, alguns autores relataram resultados falso
positivos em indivíduos com hemoglobina instável, com
baixa concentração de Hb, com hiperproteinemia e resul-
tado falso negativo em indivíduos AS que também é
alfa-talassêmico.v-" Naoun" relata algumas precauções
em relação à essa técnica, como por exemplo o uso de
sais anidro e a necessidade de dobrar o volume da amos-
tra em caso de hematócrito abaixo de 20%.

O teste de falcização apresentou-se como teste sen-
sível para HbS provando ser um um teste confiável,

desde que bem realizado e analisado por técnico treina-
do na observação de células falcizadas. A importância da
concentração do reagente utilizado, o metabissulfito e o
seu preparo momentos antes do uso, a vedação, tempo de
reação, presença quantitativa de HbS e de Hb F são fato-
res que podem interferir na sensibilidade do método,
segundo Naoun 13 .Mas, ele não é específico, porque o
teste pode ter reação positiva para outras hemoglobinas
que apresentam comportamento semelhante às HbS,
como: HbC(Halem),e possivelmente HhAlexandra,
HbC-Zigüinchor e HbS- Travis. Bunn e Forget' relatam
que indivíduos heterozigotos (AS) com grave deficiência
de ferro, a técnica pode falhar devido a diminuição da
concentração intracelular de hemoglobina.

O teste do gel para HbS é um método que tem o
mesmo princípio do teste de falcização. Observou-se que
é um método rápido, específico e sensível. Entretanto,
requereu alguns cuidados quanto à lifiolização do rea-
gente redutor, que exigiu água bidestilada e agitação
gentil por inversão e na estabilidade por apenas duas
horas após o preparo.

Todos os métodos utilizados apresentaram especi-
ficidade e sensibilidade na detecção de HbS. O teste em
gel-centrifugação e o teste de solubilidade são mais prá-
ticas em relação ao teste de falcização, quanto à execu-
ção da técnica, a rapidez no resultado e do treinamento
rápido e fácil do técnico. Todos são métodos de avalia-
ções qualitativas e portando, quando positiva há necessi-
dade da confirmação e as possíveis interações com
outras hemoglobinas anômalas, que pode ser realizada
através de eletroforese em tampão alcalino e ácido.

AGRADECIMENTO

Agradecemos ao Prof" Dr. Orlando Cesar de Oliveira
Barretto da FMUSP pela orientação deste trabalho.

I RIALA 06/865 I
OSHIRO,M.; POLI NETO,A.; MIGUITA,K;WATANABE,C.I.;PALHARINI,D.L.B. - Comparative
study among the test solubility, the sickling and the gel-centrifugation for detection of the hemoglobin
S.

ABSTRACT: The hemoglobin S has been considered a public heath disease due to its high fre-
quency and morbidity. The development of screening methods is important to assist the clinic diagno-
sis and to help elaborate therapy measures. The peripheral blood of 836 samples were analyzed by the
solubility test, the sickling test and the gel-centrifugation test. Twenty-eight samples were positive for
hemoglobin S in the three tests analysed, disclosing the same sensibility and specificity for ali of them.
However, the solubility test and the gel-centrifugation method were faster than the sickling test, besides
requiring short technician training period.
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do método de descontaminação de
Ogawa - Kudoh e a técnica de "swab"em meio de Ogawa (MOK), paralelamente à metodologia tradi-
cional de Petroff em meio de Lowenstein - Jensen (MP) para o isolamento de micobactérias de espé-
cimes clínicos de origem pulmonar e extrapulmonar. Foram analisadas 779 amostras de pacientes com
suspeita clínica de tuberculose pulmonar e/ou micobacteriose. Destas, a positividade do MP foi de
13,96% e do MOK foi de 16,23% e a sensibilidade do MOK foi de 79% e a especificidade 94%.
Observou-se ainda o crescimento das culturas mais rápido pelo MOK e uma menor contaminação. Pelos
resultados obtidos, associados à simplicidade e baixo custo do método, o mesmo apresentou condições
favoráveis de implantação na rotina laboratorial dos Laboratórios de Saúde Pública que apresentam
escassos recursos humanos e materiais.

DESCRITORES: Micobactérias; Cultura; Método de Descontaminação

INTRODUÇÃO

O aumento de casos de tuberculose, principalmen-
te a partir de 1980, em conseqüência do impacto de fato-
res demo gráficos como crescimento populacional e
envelhecimento da população, e fatores epidemiológicos
como os efeitos adversos do vírus da imunodeficiência
humana (HIV), além da deterioração dos serviços de
saúde em alguns países, exige providências imediatas no
combate à esta epidemia.

Estima-se hoje a nível mundial, a ocorrência de 88
milhões de casos novos de tuberculose, dos quais oito
milhões são devidos à coinfecção HIV - TB, com uma

previsão de incidência global de 163/ 100.000 habitan-
tes para o ano 2.000 5 •

O Estado de São Paulo apresenta por ano, 7000
casos novos e 600 óbitos, sendo uma região onde a doen-
ça continua a apresentar um quadro alarmante.

O Programa de Controle da Tuberculose (PCT) apre-
senta como objetivos a detecção precoce de casos novos e
o aumento efetivo do tratamento dos casos infectantes para
quebra da cadeia de transmissão da infecção I •

O método utilizado para o diagnóstico laboratorial
da tuberculose é a baciloscopia, devido ao seu baixo
custo e facilidade de execução 9 •

Apesar de contribuir para o PCT, esta técnica apre-
senta uma baixa sensibilidade, 22 a 49% menor do que a

* Instituto Adolfo Lutz - Laboratório I de Santos - Área de Micobactérias
** Instituto Adolfo Lutz - Laboratório I de Santo André - Área de Micobacrérias
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cultura, e impossibilita o isolamento da micobactéria, o
que inviabiliza a identificação e o estudo da resistência
frente aos atuais quimioterápicos 7,19 ,

Os laboratórios mais especializados, como os da
Rede Regional de Laboratórios de Tuberculose do
Estado de São Paulo, além do exame direto, realizam a
cultura, utilizando o método de Petroff (MP) para a
digestão e descontaminação do escarro, com semeadura
em meio Lowenstein - Jensen (U), Esta técnica labo-
ratorial requer equipamentos específicos e área física
maior para o seu desenvolvimento, o que reduz a sua uti-
lização de maneira generalizada 812,16 ,

Sendo assim, diante da necessidade de se ampliar a
cobertura diagnóstica laboratorial da tuberculose pulmo-
nar na Baixada Santista, com cinco municípios considera-
dos prioritários no Plano de Ação Emergencial para o con-
trole da tuberculose, elaborado pela Coordenação
Nacional de Pneumologia Sanitária (CNPS) do Ministério
da Saúde (Cubatão, Praia Grande, Guarujá, São Vicente e
Santos ) e na região do ABCD ( Santo André, São
Bernardo, São Caetano e Diadema) com três municípios
prioritários (Diadema, Santo André e São Bernardo do
Campo), avaliamos o método de descontaminação
Ogawa-Kudoh 2,6,11,13,14,15,18, que apresenta uma metodologia
sensível, de fácil reprodutibilidade e de baixo custo, e que
pode ser aplicada em laboratórios com escassos recursos
materiais e humanos,

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras

Foram analisadas 779 especimes clínicos, prove-
nientes de 714 pacientes sintomáticos respiratórios e 65
de pacientes com suspeita de tuberculose extrapulmonar,
atendidos nas Unidades Básicas de Saúde da Baixada
Santista e da região ABCD, no período de maio de 1996
a dezembro de 1997.

As amostras foram colhidas segundo as normas
recomendadas pelo Manual de Bacteriologia da
Tuberculose do Ministério da Saúde (MS).8

PROCEDIMENTOS BACTERIOLÓGICOS

Baciloscopia - foi realizado um esfregaço de cada
espécime clínico e corado pelo método de Ziehl -
Neelsen. No caso de lâmina positiva efetuou-se a conta-
gem bacilar semi - quantitativa segundo o índice baci-
loscópico recomendado pelo MS 7 •

Cultura - foi colocado um volume de aproximada-
mente 3 ml do espécime clínico em um tubo de polipropi-
leno de fundo cônico; introduziu-se o "swab" estéril que,
através de movimentos rotatórios foi impregnado com o
material. Este "swab" foi transferido para um tubo
18x180mm contendo aproximadamente 2,0 ml de uma
solução de hidróxido de sódio a 4% e incubou-se à tempe-
ratura ambiente por 2 minutos; em seguida processou-se a
semeadura em dois tubos contendo meio de Ogawa modi-
ficado por Kudoh (MOK) 6,13 • O espécime clínico remanes-
cente no tubo de polipropileno foi submetido à desconta-
minação pelo método de Petroff (MP) 16e semeado em dois
tubos contendo meio de Lowenstein - Jensen (LJ) 6,813,18.

Os tubos foram incubados a 37°C realizando-se a
leitura dos mesmos na r, 2', 3",4', 5"e 6' semanas de incu-
bação. Não havendo crescimento nos tubos após 60 dias,
as culturas foram consideradas negativas. As culturas
positivas foram identificadas de acordo com as técnicas
preconizadas pelo Ministério da Saúde, observando-se o
tempo de crescimento, pigmentação das colônias e reali-
zação de provas bioquímicas 3,4,8,10,20 •

RESULTADOS

A comparação entre os resultados das culturas pro-
cessadas pelo MP e pelo MOK, encontram-se na Tabela
1. Ressaltamos que alguns critérios foram utilizados na

Tabela 1. Comparação entre os resultados positivos e negativos de culturas processadas pelas técnicas de desconta-
minação Petroff e Ogawa - Kudoh

Técnica de Petroff
Positivo Negativo Total

Técnica de Positivo 78 36 114
Ogawa-Kudoh Negativo 20 568 588

Total 98 604 702
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comparação das duas técnicas:- amostras contaminadas Tabela 3. Espécies Isoladas nas culturas positivas pelo
no MP ou no MOK foram excluídas de nossos resulta- método de Petroff e método de Ogawa- Kudoh
dos; - todas as amostras positivas no MOK em combi-
nação com o MP foram consideradas verdadeiras positi- Método Método
vas ; - todas as amostras positivas somente pelo MOK de Petroff Ogawa- Kudoh
foram consideradas para estudo da sensibilidade e espe-
cificidade do método, falso positivas. N % N %

Efetuando-se cálculos estatísticos para a determina-
ção dos valores de concordância entre os métodos obte- Mycobacterium
ve-se: 92% de concordância bruta, 74,3% concordância tuberculosis 89 90,8 98 85,9
esperada e 69% de concordância ajustada (Kappa). Mycobacterium

Analisamos a expressão de crescimento da mico- avium 03 3,1 06 5,3
bactéria nos dois métodos em relação ao tempo, repre- Mycobacterium
sentado em dias (Figura 1). kansasii 04 4,1 07 6,1

Mycobacterium
szulgai 01 1,0 01 0,9
Mycobacterium
terrae 01 1,0 01 0,9

g Mycobacterium

~ fortuitum 00 00 01 0,9
"""'C! 100~ Total 98 100 114

• Método Petroff • Método Ogawa-Kudoh

Figura 1 - Comparativo entre o tempo de crescimento das culturas,
dos espécimes clínicos positivos, processados pelos Métodos de
Ogawa - Kudok e Petroff.

Comparando-se os dados da Tabela 2, verifica-se
que os resultados obtidos pelos dois métodos são seme-
lhantes no que se refere a positividade e mostra um maior
índice de contaminação no método de Petroff. Na tabela
3 observamos as espécies isoladas em ambos os métodos.

Tabela 2. Positividade e contaminação das amostras pro-
cessadas pelo Método de Petroff e Método de Ogawa -
Kudoh

n de
amostras

Petroff Ogawa- Kudoh

%

Contaminação 779 47 6 29 3,70

Positividade 702 98 l3,96 114 16,24

DISCUSSÃO

%

A baciloscopia, representa o principal recurso diag-
nóstico da tuberculose, por demonstrar a presença do
agente etiológico da doença e identificar os casos bacilí-
feros para serem tratados, acrescido de seu baixo custo e
simplicidade. As limitações desta técnica" contudo,
demandam a execução da cultura, uma vez que esta per-
mite aumentar a cobertura diagnóstica além de possibili-
tar a realização de estudos sobre resistência, virulência e
outras características do bacilo necessárias à avaliação e
adoção de medidas para o controle da enfermidade.

Os instrumentos utilizados para o diagnóstico
podem ser avaliados com base na sensibilidade, especifi-
cidade e custos . Para ser considerado adequado, o instru-
mento deve ter um nível aceitável de sensibilidade, espe-
cificidade e uma estimativa de custos que varia e serve de
guia geral para a seleção do instrumento diagnóstico 12 •

No Brasil, pelas normas recomendadas pelo PCT
recorre-se e restringe-se à técnica de Petroff com semea-
dura em LJ a apenas determinados casos 8 • Sendo assim,
ainda que se faça necessária a realização da cultura de
maneira ampla como a baciloscopia, encontram-se sérios
impedimentos na utilização desse método em nosso país,
devido a sua complexidade técnica e custos, os quais tor-
nam inacessíveis aos Laboratórios e Regiões com escas-
sos recursos materiais e humanos.
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Verificamos que a técnica simplificada descrita por
Kudoh & Kudoh, revelou resultados compatíveis com os
já apresentados por outros autores como OROZCO
VARGAS e colaboradores 1,613,18, reforçando a idéia que
a técnica simplificada MOK pode substituir o MP sem
prejuízos para a busca de casos no PCT, ampliando dessa
maneira a cobertura diagnóstica 2.

A comparação entre os métodos revelou-nos, um
índice de crescimento micobacteriano maior e mais rápi-
do no MOK, talvez devido a uma melhor distribuição
bacilar na superfície do meio através do processo de
semeadura com "swabs", com a vantagem de uma menor
contaminação e, satisfatória taxa de sensibilidade (79%)
e especificidade (94%).

Devemos destacar, além dos aspectos descritos,
outras vantagens oferecidas pelo método, como:

- O procedimento de descontaminação é simples
e rápido, não necessitando de equipamentos e
pessoal técnico especializado;

- A manipulação reduzida da amostra e a não uti-
lização de mecanismos de agitação 1 centrifuga-
ção, favorece a execução da técnica em labora-

tórios de menor complexidade, reduzindo a pro-
dução de aerosóis e, consequentemente, a conta-
minação ambiental e do pessoal de laboratório;

- Após semeado o meio pode ser mantido à tem-
peratura ambiente por até 20 dias, aguardando
seu envio ao Laboratório Regional para ser
incubado.

Finalmente devemos referir que, mesmo não sendo
um método recomendado pelo Ministério da Saúde,
apresenta vantagens e condições favoráveis de implanta-
ção e aplicabilidade na rotina dos laboratórios com
escassos recursos humanos e materiais.
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ABSTRACT: The purpose of this study was to evaluate the performance of the Ogawa - Kudoh
decontamination and the Swab technique in Ogawa medium (OKM) compared to the traditional Petroff
Methodology (PM) in Lowenstein - Jensen medium for the isolation of mycobacteria from pulmonary
and extra-pulmonary clinica! specimens.779 samples frorn patients with clinical syntomps of pulmonary
tuberculosis and/or mycobacterioses were studied. The positivity of PM and OKM was13,96% and
16,24%, respectively. OKM showed a sensitivity of 79% and a specificity of 94%. It was a!so observed
a faster culture growth in OKM, and a lower contamination rate. According to the results obtained, sim-
plicity and low cost of the method, we believe that it might be imp!anted as a routine method in Public
Health Laboratory which usually present scarce human and material resources.
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RESUMO: O mel de melato difere do mel floral em relação à sua composição em açúcares. A fim
de verificar estas diferenças, foram analisadas 14 amostras de mel floral e 11 amostras de mel de mela-
to e determinados os teores de frutose, glicose, sacarose, rnaltose, rnelezitose, erIose e rafinose por cro-
matografia líquida de alta eficiência com detector de índice de refração. Foram testadas diferentes fases
móveis para separar melezitose de erlose que são trissacarideos presentes no mel. O mel de melato apre-
sentou teor de glicose menor que o mel floral, o que foi estatisticamente confirmado pelo teste U de
Mann-Whitney. A erIose estava presente em todas as amostras. Não foi detectada melezitose nas amos-
tras de mel floral.

DESCRITORES:mel, mel de melato, açúcares,carboidratos

INTRODUÇÃO

Para obter os nutrientes necessários ao seu organis-
mo, as abelhas coletam pólen, néctar e melato. Este se
refere às excreções, em forma de líquidos açucarados, de
um grande número de espécies de homópteros que
vivem como parasitas sugadores da seiva elaborada do
floema das plantas. Donner (1977) analisou 490 amos-
tras de mel floral e 14 de mel de melato dos EUA e
encontrou os valores de 38,19% de frutose e 31,28% de
glicose para o mel floral e 31,80% de frutose e 26,08%

de glicose para o mel de melato, afirmando ainda que o
mel de melato possui maior teor de oligossacarídeos. De
acordo com Donner (1977) e Siddiqui, (1970), melezito-
se é um trissacarídeo, característico do mel de melato,
embora o trissacarídeo erlose também possa estar pre-
sente. Embora Belliardo e Buffa (1979), considerem a
presença de erlose como característica de mel floral e
Siddiqui, (1970) considere a melezitose como fator de
diferenciação entre estes dois tipos de mel, White &
Maher (1953) e Doner (1977), consideraram a possibili-
dade de existirem dois tipos de mel de melato: do tipo

*Da Fundação Ezequiel Dias, Divisão de Bromatologia e Toxicologia, Serviço de Quimica Bromatológica, Rua Conde Pereira Carneiro nQ 80
CEP 30.510-010 Belo Horizonte, MG.
**Bolsista da FAPEMIG
***Da Embrapa Agroindustria de Alimentos, 23.020-070 Rio de Janeiro, RJ.
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melezitose, que pode granular rapidamente e o do tipo
erlose que não granula. Esta diferença é supostamente
atribuída ao fato de que a abelha pode coletar exsudatos
açucarados das plantas, que não passaram pelo corpo do
inseto. Contrariamente, Belliardo & Buffa (1979) consi-
deraram a presença de erlose como característica do mel
floral. Os métodos para determinação de carboidratos em
alimentos podem ser classificados em físicos, químicos,
colorimétricos e enzimáticos. Os procedimentos enzimá-
ticos e cromatográficos (físicos) são os mais comumente
utilizados. Dentre os métodos cromatográficos, a croma-
tografia líquida de alta eficiência é o sistema mais utili-
zado para análise dos açúcares. Esta metodologia foi
aplicada neste trabalho, com o objetivo de caracterizar o
mel de algumas regiões de Minas Gerais e o mel de
mel ato proveniente de Santa Catarina, visando a obten-
ção de uma metodologia eficiente que, aplicada isolada-
mente ou como suporte a outras metodologias seja efi-
ciente para diferenciar mel floral de mel de melato.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostragem

Foram analisadas quatorze amostras de mel floral e
onze amostras de mel de melato assim classificadas por
Campos (1998) de acordo com os métodos de Kirkwood
(1960) e White (1980). Dentre as amostras de mel de
melato, quatro foram provenientes de Santa Catarina, de
apiários localizados em meio à plantação de bracatinga.

Determinação de frutose, glicose, sacarose, malto-
se, erlose, melezitose e rafinose por Cromatografia
Líquida de Alta Eficiência (CLAE)

- Equipamento: cromatógrafo Líquido composto
de Injetor Waters com loop de 20[..lLe bomba da Waters;
Coluna Waters carbohydrate (NHo - PN 84038) 30cm x
3,9mm x 10 um; detector de ÍndIce de Refração CG -
410 acoplado a sistema de registro computadorizado.

Reagentes:

- Solução de padrões isolados e em mistura:
pesou-se, cerca de 0,2000g de frutose marca Aldrich
99%, glicose marca Fluka - teor de pureza> 99,5%,
sacarose marca Fluka - teor de pureza> 99,5%, malto-
se monohidratada marca Sigma, melezitose monohidra-
tada marca Sigma, e rafinose sem especificação. Foi
feita a transferência, quantitativamente, para balão de
100 mL com 50mL de água desionizada, e completado o
volume com acetonitrila, obtendo-se uma concentração
de 2mg/mL.
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- Solução padrão de erlose: o conteúdo do frasco
(14 mg) foi transferido para um balão de 5mL com
2,5mL de água e 2,5mL de acetonitrila, obtendo-se uma
concentração de 2,8mg/mL.

- Fase móvel: acetonitrila /água, 75:25 ; fluxo 0,7
mL/min; 80:20; fluxo 2 mL/min e 0,7 mL/min.

Para separar os picos de melezitose e erlose e con-
firmar qual destes açúcares estava presente nas amostras
que apresentaram picos com tempo de retenção na região
destes dois padrões, foram feitos vários testes com solu-
ções dos padrões de melezitose monohidratada marca
Sigma e erlose marca Sigma teor de pureza de 97%:

Fase móvel acetonitrila / água nas proporções
85:15,80:20,70:30,60:40 com fluxos variando de 0,7 a
2 mL/min.

Fase móvel acetonitrila / água 80:20, contendo
0,1% de polietilenoglicol (Churms, 1996).

Fase móvel acetonitrila / água / metanol 80: 15:5,
com fluxo de 1 mL/min

- Soluções padrão em mistura e isolados conten-
do cerca de 0,2g /mL de erlose e melezitose.

- Preparo da amostra: pesou-se cerca de 5,0000g
de amostra de mel em béquer de 50mL, transferindo-se
com 25 mL de água para balão volumétrico de 50mL,
completando-se o volume com acetonitrila. Filtrou-se
em papel de filtro qualitativo e em seguida em SEP-PAK
CIS lavado com água, em seguida metanol e água nova-
mente.

- Técnica do padrão externo: os padrões foram
injetados separadamente, para determinação dos tempos
de retenção nas condições utilizadas. Em seguida foi
feita a injeção da mistura padrão e introdução dos valo-
res de concentração, para obtenção dos fatores de respos-
ta. O cálculo foi feito comparando-se as áreas dos picos
dos padrões e das amostras (AOAC, 1990).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Quanto à determinação de açúcares por CLAE as cur-
vas de calibração para os açúcares frutose, glicose, sacaro-
se, maltose, melezitose e rafinose, injetados separadamente
em concentrações que variaram de cerca de 0,2 a 0,6 mg/20
ul., mostraram-se lineares e com r2 que variou de 0,9933 a
0,9997. Os teores médios de frutose, glicose, sacarose, e
maltose determinados por CLAE nas quatorze amostras de
mel floral e 11 de mel melato assim classificadas de acordo
com Kirkwood e White encontram-se na Tabela 1.

As quatro amostras de mel de melato, provenientes
de Santa Catarina, foram as que apresentaram teores
menores de glicose, que variaram de 17,36 a 23,3.
Dentre todas as amostras, classificadas como mel de
melato, algumas apresentaram teores menores de glico-
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se, e outras não. Contudo, o resultado médio do teor de
glicose das amostras de mel de melato foi menor que o
das amostras de mel floral (Tabela 1), confirmado esta-
tisticamente pelo teste U de Mann- Whitney (Tabelas 2 e
3) o que está de acordo com Bonvehi (1987) e Doner
(1977) que encontrou valores de 26,08% de glicose para
mel de melato e 31,28% para mel floral.

Em se tratando de misturas de mel floral com mel
de melato, tanto a fonte floral quanto a presença de mela-
to interferem no espectro dos açúcares.

Em relação à frutose, os resultados médios não
variaram para os dois tipos de mel, sendo que Doner
(1977) encontrou 31,80% de frutose para mel de melato
38,19% para mel de floral.

A sacarose não foi detectada em sete das vinte e
cinco amostras analisadas e os resultados encontrados
tanto para sacarose quanto para maltose, variaram bastan-
te independente do tipo de mel. Doner encontrou 0,80%
de sacarose para mel de melato e ] ,31 % para mel floral;
8,80% de maltose para mel de melato e 7,31 % para mel

floral. Para alto açúcares o mesmo autor encontrou 4,70%
para mel de melato e 1,50 % para mel floral. Nas condi-
ções em que foram feitas as análises, os açúcares melezi-
tose e erlose apresentaram tempo de retenção muito pró-
ximos, dificultando a interpretação dos cromatogramas.

Então, diminuiu-se o fluxo para lmL/min. para
melhorar a separação. Nestas condições a erlose apresen-
tou um tR' de 27,70 e a melezitose de 29,257. A Amostra
22 injetada nestas mesmas condições, apresentou um pico
em 28,009 que foi considerado como erlose. A amostra n°
5, também injetada nestas mesmas condições apresentou
pico com tR' de 28,318, indicando a presença de erlose.
Porém, houve alargamento do pico, o que dificultou a
interpretação. As Figuras de 1 a 8, mostram os cromatogra-
mas obtidos a partir de padrões dos açúcares pesquisados
no mel e de amostras de mel floral e de mel de melato.

Dos testes realizados para confirmar a presença de
erlose ou melezitose nas amostras que apresentaram pico
com tempo de retenção na região destes padrões, somen-
te a adição de metanol à fase móvel proporcionou uma

Tabela 1. Teores médios de açúcares determinados por CLAE em 14 amostras de mel floral e 11 de mel de melato
classificadas de acordo com os critérios de Kirkwood e White

Frutose
%

Glicose
%

Sacarose
%

Maltose
%

Mel Floral de acordo com Kirkwood

Média
S
Faixa

38,03
6,09

21 ,11 -47,40

34,75
4,07

30,15 -45,50

0,94
1,25

0,00 - 3,81

2,69
1,09

1,50- 4,25

Mel floral de acordo com White

Média
S
Faixa

37,51
5,79

21,11 - 47,40

34,67
4,04

30,15 - 45,50

0,624
0,87

0,00 - 3,81

2,645
1,48

1,50 - 4,25

Mel de melato de acordo com Kirkwood

Média
S
Faixa

36,91
3,34

21,11 -47,40

29,07
7,51

30,15 - 45,50

1,40
1,29

0,00 - 3,81

1,37
2,98

1,50 - 4,25

Mel de melato de acordo com White

Média
S
Faixa

37,56
4,06

42,64 - 45,94

29,16
7,60

17,36 - 38,60

1,80
1,40

0,00 -3,81

3,40
2,74

0,32 -7,27
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separação dos picos melezitose e erlose, tornando possí-
vel verificar qual destes açúcares estava presente nas
amostras (Tabela 4). Os cromatogramas das figuras 7 e 8
mostram claramente a presença de erlose. A amostra n°4
apresentou pico maior na região da erlose mas apresen-
tou um pico pequeno correspondente à melezitose.
Portanto, o teor de 1,02 (Tabela 4) corresponde a erlose
mais melezitose. Já as amostras 12, 17 e 19 não apresen-
taram nenhum destes dois açúcares.

Das amostras analisadas quanto à rafinose, foi
constatada a presença deste açúcar nas amostras 20, 23.e
25. Sua presença nos dois tipos de mel significa que este
açúcar não é indicativo de mel de melato.

A análise de açúcares por CLAE possibilitou
verificar a presença de erlose no mel de melato, estan-
do de acordo com White (1963) e Doner (1977) quan-

do eles sugerem que há mel de melato do tipo erlose e
do tipo melezitose. Stefanelli et alo (1989) não consi-
derou a melezitose como fator de diferenciação do
mel floral do mel de melato porque encontrou este
açúcar em ambos os tipos de mel. Porém não utilizou
padrão de erlose sendo que nas condições analíticas
empregadas, a erlose se presente, sairia junto com a
melezitose. No presente trabalho, melezitose não foi
detectada em nenhuma amostra de mel floral, somen-
te em pouca quantidade em duas amostras de mel de
melato. Isto está de acordo com Bacon & Dickson
(1957) que relatam que a melezitose não é produzida
pelas abelhas, mas pelos afídeos os quais possuem ati-
vidade transglucosilase, capaz de converter sacarose
em melezitose.

Tabela 2. Teores de glicose em mel floral e mel de melato classificados de acordo com Kirkwood para aplicação do
teste U de Mann- Whitney

Número da % Glicose Classe Número da % Glicose Classe
amostra mel amostra mel de
floral (B) melato (A)

1 36,06 19 4 22,16 3
2 39,84 23 5 23,3 4
3 45,63 24 6 36,95 21
9 33,51 12 7 27,69 5
11 35,36 16 8 38,79 22
14 30,96 9 10 35,18 15
16 30,15 8 12 35,65 18
17 30,96 9 13 34,52 14
18 33,45 11 15 28,09 7
19 34,34 13 22 17,36 1
20 31,94 10 23 20,20 2
21 35,56 17
24 36,58 20
25 28,08 6
Total 197 112

Cálculo pela Fórmula (Levin, 1987)
U = nl n2 + nl Cnl+n2) - PI = 108

2
U=nln2+n] Cnl+n2)-P2= 23

2
UO = 23 HO: Tratamento A = tratamento B
Uc =40
Rejeitar HO sempre que Uo < Uc
Conclusão: os resultados são estatisticamente diferentes.
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Figura 1 -- CLAE de mistura dos padrões de frutose (1), glicose (2),
sacarose (3), maltose (4), melezitose (5) -- fase móvel acetonitrila:
água 75:25, fluxo 0,7 mL/min, coluna Waters carbohydrate (NH, --
PN 84038) 30 cm x 3,9 mm x 1O um -- detector IR.
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Figura 2 -- CLAE de amostra de mel de melato (n° 4) -- fase móvel
acetonitrila: água 75:25, fluxo 0,7 mL/min, coluna Waters carbohy-
drate (NH, -- PN 84038) 30 em x 3,9 mm x 10 um -- detector IR
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Figura 3 -- CLAE de mistura dos padrões de frutos e (1), glicose (2),
sacarose (3), maltose (4), melezitose (5), rafinose (6), fase móvel ace-
tonitrila: água 80:20, fluxo 2rnL/min, coluna Waters carbohydrate
(NH, -- PN 84038) 30 em x 3,9 mm x 10 um -- detector IR.
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Figura 4 -- CLAE de mel classificado como mel floral (amostra n°
16), l-frutose, 2-glicose, 3-sacarose, 5-maltose, fase móvel acetoni-
trila: água 80:20, fluxo 2 mUmin, coluna Waters carbohydrate (NH,
-- PN 84038) 30 em x 3,9 mm x 10 um -- detector IR
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Figura 5 -- CLAE de mel classificado como mel melato (amostra n°
13), l-frutose, 2-glicose, 4-sacarose, ó-maltose, 9-erlose, fase móvel
acetonitrila: água 80:20, fluxo 2 mUmin, coluna Waters carbohydrate
(NH, -- PN 84038) 30 em x 3,9 mm x 1O um -- detector IR
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Figura 6 -- CLAE de padrão de erlose, fase móvel acetonitrila: água
80:20, fluxo 2 rnL/min, coluna Waters carbohydrate (NH, -- PN
84038) 30 em x 3,9 mm x 10 um -- detector IR
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30

Figura 7 - CLAE de mistura de padrões de erlose (1) e melezitose
(2) - fase móvel acetonitrila: água: metanol 80: 15 :5, t1uxo
1 mLlmin, coluna Waters carbohydrate (NHo - PN 84038) 30 em x
3,9 mm x 10 um - detectar IR -

Figura 8 - CLAE de amostra de mel de melato (n° 5), fase móvel
acetonitrila: HoO: metanol, 80: 15:5, t1uxo 1 mLlmin, coluna Waters
carbohydrate (NHo - PN 84038) 30 cm x 3,9 mm x 10 um -
detector IR-pico n" 1 = erlose

Tabela 3. Teores de glicose em mel floral e mel de melato classificados de acordo com White para aplicação do teste
U de Mann-Whitney

Número da % Glicose Classe Número da % Glicose Classe
amostra mel amostra mel de
floral (B) melato (A)

1 36,06 19 4 22,16 3
2 39,84 23 5 23,3 4
3 45,63 24 6 36,95 21
9 33,51 12 7 27,69 5
10 35,18 15 8 38,79 22
12 35,65 118 11 35,36 16
14 30,96 9 13 34,52 14
16 30,15 8 15 28,09 7
18 33,45 11 22 17,36 8
19 34,34 13 23 20,20 2
20 31,94 10 24 36,58 20
21 35,56 17
25 28,08 6
Total 185 122

Cálculo pela Fórmula (Levin, 1987)
U = n 1 n2 + nl (n 1+n2) - PI = 98

2
U=nln2+nl(nl+n2)-P2= 35

2
UO = 35
Uc =40
Rejeitar HO sempre que Uo < Uc
Conclusão: os resultados são estatisticamente diferentes.

HO: Tratamento A = tratamento B
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Tabela 4. Teores de erlose, melezitose e rafinose em amostras de mel determinados por CLAE

Amostra Erlose Melezitose Rafinose
% % %

1 0,11 ND NE
2 0,17 ND NE
3 0,26 ND NE
4* 1,02 Presença NE
5* 0,48 ND NE
6* 3,07 ND NE
7* presença ND NE
8* 3,29 ND NE
9 0,21 ND NE
10* 0,34 ND NE
11* 1,72 ND ND
12* ND ND ND
13* 1,93 ND ND
14 0,11 ND ND
15* 2,67 Presença ND
16 ND ND ND
17 ND ND ND
18 0,50 ND ND
19 ND ND ND
20 0,10 ND 0,31
21 0,28 ND ND
22* 2,89 ND ND
23* 1,48 ND 1,13
24* 3,91 ND ND
25 0,13 ND presença

NE = Não Efetuado
ND = Não Detectado
* Mel de melato de acordo com Kirkwood e/ou White

CONCLUSÕES

A adição de metanol à fase móvel mostrou ser um
recurso eficiente na separação dos trissacarideos melezi-
tose e erlose.

Pelos resultados obtidos no presente trabalho pode-
se concluir que a presença ou ausência de erlose em
ambos os tipos de mel não é um fator de distinção entre
eles pois todas as amostras analisadas independentemente
de ser mel de melato ou floral, apresentaram este açúcar.

O mel de melato apresentou teor menor de glicose
em relação ao mel floral, estatísticamente confirmado
pelo teste U de Mann- Whitney.

Melezitose, contudo, mostrou ser apenas um possí-
vel indicador da presença do mel de melato já que, ape-
sar de presente em apenas duas amostras deste tipo de
mel, não foi detectada em nenhuma amostra de mel flo-
ral. Sua presença indica mel de melato mas sua ausência
não significa que não é mel de melato.

Frutose não é indicativo de mel de melato pois os
teores não variaram com o tipo do mel.

Rafinose não é indicativo de mel de melato porque
foi detectada em apenas três das quinze amostras anali-
sadas, sendo duas mel floral e uma mel de melato.

De acordo com os resultados obtidos, a metodolo-
gia de CLAE mostrou-se adequada para a determinação
do teor de glicose e da presença de melezitose que são
fatores determinantes na diferenciação entre mel floral e
de melato.
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CAMPOS, G. et al- Sugar determination in floral honey and honey dew from regions of Minas Gerais
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ABSTRACT : Honeydew honey differs of floral honey in sugar aspecto In order to check that,
eleven honeydew honey and fourteen floral honey were analysed for frutose, glucose, sucrose,
melezitose, erlose and rafinose by high performance liquid chromatography with refractive
index detector. Differents mobille phases were tested to separate melezitose from erlose, both
are trissacharides commonly found in honey. Honeydew honey presented less glucose content
than honey and erlose was present in ali honeydew honey. Melezítose was not detected in t10-
ral honey samples.

KEY WORDS: honey, honeydewhoney, sugars, carbohydrates

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

I. AOAC ASSOCIATION OF OFFICIALANALYTI-
CAL CHEMISTS. (1990). Official methods of
analysis of the Association of Official Analytical
Chemistis. 13. ed. Washington D.C.

2. BONVEHI, J. S. Características físico-químicas.
Composición de Ia miel de Eucalipto (Eucalyptus
sp.) producida en Espana. Anales de Bromatologia,
XLI-I, pAI-56, 1989.

3. BACON, J. S. D. & DICKSON, B. Biochem. J.
1957,66,289 apud DONNER, W. L. The sugars of
Honey - A review J. Sei. Food. Agric.v. 28, p. 443
- 456,1977.

4. BELLIARDO, F. & BUFFA, M. Identificacion of
melezitose and erlose in floral and honeydew
honeys. Carbohydrate Research, V. 71, p.335 -338,
1979.

5. CAMPOS, G. Melato no mel e sua determinação
através de diferentes metodologias: Belo
Horizonte, Escola de Veterinária-UFMG, 1998, 178
p. (Tese de Doutorado em Ciência Animal).

6. CHURMS, S. C. Recent progress in carbohydrate
separation by high-performance liquid chromato-
graphy based on hydrophilic interation. Review.
Journal of Chromatography, V. 720, p. 75-91,
1996.

7. DONER, W. L. The sugars of Honey - A review J.
Sei. Food. Agric.v. 28, p. 443 - 456, 1977.

70

8. KIRKWOOD, K. C., MITCHELL, T. J., SMITH,
D. An examination of the occurrence of honeydew
in honey. Analyst, v.85, p. 412-416, 1960.

9. LEVIN, J. Estatística Aplicada a Ciências
Humanas. Editora Harbra, 2 ed. 391pp, 1987.

10. SIDDIQUI, L R. The sugars of honey. Adv.
Carbohydr. Chem. n. 25, p. 285 - 288, 1970.

11. STEFANELLI, c., NIOLA, L, VALLETRISCO,
M. Possibilitá di Diferenziazone del miele de mela-
ta da quello florale mediante HPLC. Industrie
Alimeruari. V. 28, p. 138 - 140, Febbraio, 1989.

12. WHITE Jr., J.W. Detection of Honey Adulteration
By Carbohydrate Analysis. 1. Assoe. Off. Anal.
Chem., v. 63, n.l , 1980.

13. WHITE Jr., J. W "The Hive and the Honey Bee", R.
A. Grout, ed, Oadant and Sorns, Inc., Hamilton,
Illinois, 1963, p. 369. apud SIDDIQUI, 1. R. The
sugars of honey. Adv. Carbohydr. Chem. n. 25, p.
285 - 288, 1970.

14. WHITE Jr., 1. W. & MAHER, J. (1953).
Transglucosidation by honey invertase. Archs.
Biochem. Biophys. 48: 360-367 apud LOW, N. H.,
NELSON, D. L., SPORNS, P. Carbohydrate
Analysis of Western Canadian Honeys and their
Nectar Sources to Determine The Origin of honey
oligosaccharides. Journal of Apicultural Research,
v.27, nA, p. 245-251, 1988.

Recebido para publicação em 11.03.1999



Rev. Inst. Adolfo Luz,
58 (2): 71-79, /999.

AVALIAÇÃO DE MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE
FUMONISINAS B

1
E B

2
EM MILHO

Simone Magda CAMARGOS
Miguel MACHINSKI JUNIOR *
Lucia M.VALENTE SOARES**

I RIALA 06/868 I

CAMARGOS, S.M. et al.- Avaliação de métodos para determinação de fumonisinas B I e B2 em milho.
Rev. Inst. Adolfo Lutz 58(2): 71-79, 1999.

RESUMO: Sistemas de extração e limpeza foram avaliados para determinação de fumonisinas em
milho. O método descrito por Sydenham et alii (1992) apresentou a melhor limpeza. A recuperação
encontrada, no entanto, estava abaixo de 50% para fumonisinas B 1 e B2 (FB 1 e FB2). O método foi
modificado e a extração com metanol / água (3+ 1) foi mantida, os volumes de solvente no condiciona-
mento e lavagem da coluna de troca aniônica forte foram aumentados para 10 mL e o volume e compo-
sição do solvente de eluição alterado para 20 mL metanol / ácido acético (95+5). Após estas modifica-
ções a recuperação elevou-se para a faixa de 93 a 96% para FBI e 69 a 85% para FB2. O solvente de
eluição por CLAE com deteção por fluorescência foi modificado para acetonitrila / água / ácido acéti-
co glacial (50+50+0,5) durante os primeiros 15 minutos com troca para acetonitrila pura até o final da
corrida. As condições de derivação das FB I e FB2 com o o-ftaldialdeído (OPA) foram também otimi-
zadas empregando 100 L de extrato com 200 L do reagente OPA entre 5 - 150C por 60 segundos, As
novas condições melhoraram os limites de detecção para 20 e 40 ng/g para FB I e FB2, respectivamen-
te, e o desvio padrão relativo entre duplicatas para 0,6% para FB I e 2,2% para FB2.

DESCRITORES: Micotoxinas, fumonisinas, milho, cromatografia líquida de alta eficiência.

INTRODUÇÃO Esta família de toxinas é de descoberta recente e
sua existência foi primeiro relatada em 1988 11,12 por um
grupo de pesquisadores da África do Sul. São produzidas
por cepas de Fusarium moniliforme Sheldon 30, F. proli-
feratum Seção Liseola 15 e F. nygamai 7, O milho tem sido
o cereal mais implicado em contaminação por fumonisi-
nas, tanto em freqüência como em níveis. Realmente, o
F. moniliforme e o F. proliferatum são invasores freqüen-
tes do milho em todo o mundo 6.

Originalmente, BEZUIDENHOUT et alil 4 descre-
veram e caracterizaram quimicamente quatro metabóli-

As fumonisinas são toxinas capazes de causar leu-
coencefalomalácia eqüina (LEME) 18, edema pulmonar e
hidrotórax em suínos 9, câncer hepático em ratos 11 e leu-
coencefalomalácia e hemorragia cerebral em coelhos 5.

Os altos níveis de uma destas toxinas (fumonisina B1) em
milho, utilizado na dieta humana em algumas localida-
des da África do Sul e no norte da China, tem sido apon-
tado como a possível causa da alta incidência de câncer
de esôfago nas populações envolvidas ~,27,29.

* Universidade Estadual de Maringá. Departamento de Análises Clínicas. Toxicologia. Av. Colombo, 5790. 87020-900. Maringá.
Paraná.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos. CP 6121 13081-970- Campinas - São Paulo.**
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tos, as fumonsinas AI (FA), A2 (FA), BI (FB) e B2 (FB).
A FB I é a mais importante do grupo, constituindo fre-
qüentemente até 70% do total das fumonisinas, produzi-
das tanto em cultivos, quanto em milho naturalmente
contaminado.

O milho é o cereal mais produzido no Brasil 14 e o
nosso país é o terceiro produtor mundial. Apesar disto a
produção nacional não satisfaz as necessidades internas
e grandes volumes de importação são realizadas.
Algumas espécies de Fusarium já foram isoladas de
milho, trigo, arroz e rações, procedentes de vários
Estados brasileiros, em proporções variadas, com predo-
minância de F moniliforme e F. graminearum ]9.

Segundo WENTZ et alii>, 90% das amostras de milho e
de rações, para suínos e aves, por eles examinadas no
Estado de Santa Catarina, estavam contaminadas com
Fusarium spp. ASEVEDO 3 trabalhando com 90 amos-
tras de milho procedentes de várias regiões do Brasil,
encontrou Fusarium spp em 62,2% das amostras. COR-
REA et alii 10, verificaram uma freqüência de 85,1 % de
F. moniliforme em milho pós-colheita.

Informações sobre a incidência de fumonisinas em
milho e produtos à base de milho brasileiros são raras na
literatura científica. No entanto, as existentes mostram a
importância do problema para o nosso país. Em trabalho
realizado por SYDENHAM et ali i 23, foram analisadas
21 amostras de ração associadas a casos de micotoxico-
ses na região de Londrina, Paraná. Os resultados revela-
ram que 95,2% continham FBJ e 85,7% continham FB2•

Já HIROOKA et alii 11 investigaram 48 amostras de
milho provenientes do Paraná, Mato Grosso do Sul e
Goiás, das safras de 1990-1991. Das amostras analisa-
das, 97,4% apresentavam-se positivas para FB] e 94,8%
para FBo' Um total de 4 amostras excederam a 10 ug/g,
valor considerado crítico para o desencadeamento da
LEME.

Devido ao amplo potencial de contaminação do
milho e derivados com fumonisinas 162129.32.36, métodos
analíticos que monitorem os níveis de fumonisinas nos
produtos agrícolas são de grande interesse para analistas
ligados a órgãos de fiscalização ou de pesquisa. Este fato
é reforçado pelas necessidades de fiscalização do cereal
e seus produtos originados interna ou externamente. E
também possível que a escassez de informações sobre a
incidência de fumonisinas, no Brasil, advenha exatamen-
te das dificuldades encontradas no país com a metodolo-
gia analítica. Diante deste quadro os objetivos dopresen-
te trabalho foram: (1) avaliar um conjunto de técnicas já
existentes relatadas na literatura e julgadas promissoras
para determinação de fumonisinas BI e B2 em milho; (2)
uma vez escolhido o método analítico, proceder à sua
otimização e adequação para as condições de trabalho
encontradas em laboratórios brasileiros.
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MATERIAL E MÉTODOS

Amostras: amostras de milho foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais de Campinas, São Paulo.
As amostras foram trituradas em moinho até passarem
por uma peneira de 20 mesh e acondicionadas em sacos
plásticos impermeáveis à água. Foram mantidas a -18°C
até o momento da análise.

Padrões de fumonisinas B] e B2: soluções estoques
individuais de fumonisinas B] e B, (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO) foram preparadas pesando-se
1 mg e dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila-água
(l + l) segundo VISCONTI et alii 3\ obtendo-se uma con-
centração de 100 ug/ml.. Soluções de trabalho foram
preparadas em concentrações de 50 ug/ml. de FBI e de
FB" respectivamente. Todas as soluções padrões foram
armazenadas em frascos âmbar vedados, a -18°e.

Fase móvel: as fases móveis testadas foram filtra-
das através de uma membrana HVLP 01300 de 0,45 11m
de diâmetro (Millipore Corporation, Milford, MA) e
degaseificadas em banho de ultra-som. O fluxo da fase
móvel foi de 1 mL/min.

Reagente de derivação: dissolver 40 mg de o-ftal-
dialdeído em 1mL de metanol e diluir com 5 mL de tam-
pão borato de sódio 0,1 M (dissolver 3,8 g de tetrabora-
to de sódio em 100 ml, de água deionizada e corrigir o
pH para 10,4 com hidróxido de sódio 0,1 M), adicionar
50 IlL de 2-mercaptoetanol e misturar. Estocar em fras-
co âmbar vedado com papel alumínio sob temperatura de
5 a 15 "C. Estável por uma semana.

Cromatógrafo à líquido: bomba (Waters
Associates, Mi1ford, MA) com alça de injeção de 20 IlL
e um injetor tipo Rheodyne Jnc. M-7125 (Cotati, CA).
Detector de fluorescência HP 1046 A (Hewlett Packard,
Avondale, PA) com comprimentos de onda de excitação
e emissão de 335 e 440 nm e fenda espectral de 17 e 50
nm, respectivamente. Integrador HP 3393 A (Hewlett
Packard, Avondale, PA). Coluna de fase reversa (250
mm x 4,6 mm da Varian (Walnut Creek, CA) empacota-
da com Microsorb-MV 5 11mODS). Coluna de guarda da
Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com CISODS
(Alltech Associates Inc., Deerfie1d, IL). Pré-coluna da
Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com sílica Si1-
X-I (Perkin-Elmer, Norwalk, CT).

Otimização da separação cromatográfica das fumo-
nisinas BI e B2: fases móveis com diferentes composi-
ções foram avaliadas através da resolução das toxinas,
com padrões e posteriormente com amostras artificial-
mente contaminadas com 2 Ilg/g de FBI e FB2•

Otimização da derivação da fumonisina BI com 0-

ftaldialdeído: a formação do derivado FBJ-OPA foi estu-
dada: (1) variando-se o tempo ~ temperatura durante a
reação de derivação; (2) verificando a relação ótima
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entre a concentração dos padrões e o volume do reagen-
te de derivação. Foi realizada análise de variância dos
dados obtidos.

Avaliação de sistemas de extração e limpeza: qua-
tro sistemas de extração e limpeza foram avaliados quan-
to a sua eficiência usando-se amostras de milho artifi-
cialmente contaminadas. Foram avaliados os métodos de
SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA 22, PRADO et alii
17, ZOLLER et ali i 36 e SYDENHAM et alii 26. O primei-
ro sistema de extração e limpeza foi preconizado para
aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A e esterigmatocis-
tina e o segundo para aflatoxinas. Foram escolhidos para
avaliação devido a características de praticabilidade e
facilidade de emprego em laboratórios nacionais. A con-
centração de FBj e FB2 nas amostras enriquecidas de
milho foi de 2 ug/g.

Avaliação de colunas de extração em fase sólida: as
colunas de troca aniônica forte de 500 mg, Sep Pak
QMA (Waters Associates, Milford, MA) e SAX (Varian,
Harbor City, CA 90710) e a coluna de fase reversa Sep
Pak CIS (Millipore Corporation, Milford, MA) foram
avaliadas quanto à eficiência de limpeza e quanto à recu-
peração de FBI e FB2 em amostras de milho artificial-
mente contaminadas.

Recuperação, repetibilidade e limites de detecção:
vários aspectos com relação a técnica analítica foram
avaliados, incluindo a recuperação de cada fumonisina
individualmente, a linearidade da curva padrão, o limi-
te de detecção do método e a repetibilidade da técnica.
Para a recuperação, 50 g da amostra de milho, livre de
fumonisinas, foram contaminadas com 2 ug/g dos
padrões de FBI e FB2• A linearidade da curva padrão foi
determinada pela análise cromatográfica de padrões
diluídos em concentrações decrescentes e submetidos a
reação com o o-ftaldialdeído. O limite de detecção do
método foi definido para nossas condições de trabalho,
como a concentração das fumonisinas Bj e B2 presente
na amostra que originou um pico com uma área de 1 x
105 mV. Esta área foi escolhida por ser a menor que per-
mitia visualização inequívoca do pico. A repetibilidade
do método foi avaliada calculando-se o desvio padrão
relativo (RSD) do resultado da análise de 4 amostras de
milho contaminadas artificialmente com 2 /lg/g de FBI
e FBo'

-Descontaminação do material: todo o material
utilizado foi descontaminado com uma solução con-
centrada de hipoclorito de sódio comercial, por 24
horas. Após a descontaminação o material foi lavado
normalmente, enxaguado com água destilada e seco
em estufa.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Otimização das condições de eluição no cromató-
grafo à líquido: Várias fases móveis foram estudadas
para separar os derivados de fumonisinas-OPA das impu-
rezas resultantes da derivação ou de interferentes prove-
nientes do extrato da amostra em cromatógrafo à líquido.
A melhor resolução para o pico de FB I foi conseguida
com acetonitrilalágua/ácido acético glacial (50+50+0,5)
como fase mó vel. Com a fase móvel escolhida, o tempo
de retenção da FBI foi de 10,1 e o da FB2 de 42,6 minu-
tos. Após 15 minutos da injeção da amostra, o sistema
solvente foi mudado para acetonitrila pura. E assim o
tempo de retenção da FB, foi reduzido para 26 minutos.
Os cromatogramas das soluções padrão de 50 ug/ml, de
FB e FB e do extrato de milho naturalmente contamina-

j 2

do estão apresentados nas Figuras 1 e 2.

FB2

Figura I- Cromatograma das fumonisinas BI e B, (solução padrão
com 50 ug/ml, de cada).

FB1 (4,9 j.1g/g)

FB2 (1,8 j.1g/g)

Figura 2 - Cromatograma de amostra de milho naturalmente conta-
minada com FBI e FB,.
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Formação do derivado FB1-OPA: As fumonisinas
não apresentam fluorescência e absorvem pobremente
no ultravioleta/visível (UV/VIS). Assim sendo, uma rea-
ção de derivação é necessária para possibilitar a sua
determinação por CLAE com detetor de fluorescência ou
de absorvância no UV/VIS. A reação com marcador
fluorescente tem sido favorecida por permitir limites de
detecção (LD) mais baixos. Os reagentes propostos até
agora tem sido fluorescamina (LD < 10 mg/kg), o-ftal-
dialdeído (OPA, LD 50 ng/g), naftaleno - 2 - 3
dicarboxaldeído (NDA, LD 5 ng/mL, usado em leite), 4
- fluoro - 7 - nitrobenzofurazano (NBD-F, LD 100
ng/g) e fluorenilmetil cloroformato (FMOC, LD 200
ng/g) 24. O OPA oferece como vantagens um custo muito
inferior aos demais, exceto a fluorescamina, ser facil-
mente disponível e melhor limite de detecção. A reação
com o OPA dá-se com grupos funcionais do tipo amina.

O derivado fumonisina OPA não é estável. Assim o
efeito do tempo de reação na derivação das fumonisinas
foi estudado. Para verificar qual seria o melhor tempo de
reação, manteve-se o tempo de agitação inicial em 30
segundos e variou-se o tempo para injeção no cromató-
grafo à líqüido em 30, 45, 60, 90 e 120 segundos após o
início da reação. O tempo de reação de 60 segundos
antes da injeção da amostra apresentou intensidade
máxima de fluorescência, No mesmo tempo de reação, a
repetibilidade dos resultados foi a melhor (coeficiente de
variação - 23,6%). Nos outros tempos de reação anali-
sados houve maior variação e menor intensidade de fluo-
rescência,

Para conseguir maior rendimento na formação do
derivado fumonisinas-OPA, foram estudadas diferentes
temperaturas de reação (5 a 30°C). A faixa de tempera-
tura entre 5 - lSOCdá origem a picos com áreas maio-
res, possivelmente por melhorar a estabilidade do deriva-
do evitando que se degrade rapidamente. Este resultado
contraria os apresentados por THAKUR & SMITH 28

que verificaram não haver diferença significativa na
estabilidade da fluorescência do derivado em temperatu-
ras entre 4 a 25°C.

Para verificar a melhor relação entre a concentra-
ção e o volume da solução de fumonisinas, por um lado,
e o volume do reagente de derivação OPA, por outro, foi
utilizado um esquema fatorial com análise de variância.
Foram analisados: concentração do padrão - 25 e 50
ug/rnl.; volume do padrão - 50, 100, 150 e 200 ul.; e
volume do reagente de derivação - 150,200 e 250 ul.,
A condição ótima de trabalho foi obtida quando a con-
centração do padrão de fumonisinas foi a de 25 ug/ml.,
o volume do padrão 100 uL e o volume do reagente OPA
de 200 !lL.

Avaliação de sistemas de extração e limpeza:
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Os métodos descritos por SOARES E RODRI-
GUEZ-AMAYA 22 E POR PRADO ET ALI! 17.não produ-
ziram uma limpeza adequada, apresentando grande quan-
tidade de interferentes no cromatograma. O emprego de
sulfato de amônio, em ambos os métodos, dá origem a um
precipitado quando o extrato é re-suspendido em acetoni-
trila/água (l +1), para injeção em cromatógrafo à líquido.
O uso de acetato de chumbo, no método de PRADO et alii
17, pode, por sua vez, danificar a coluna analítica pela
introdução de um metal pesado no sistema. O desengordu-
ramento com isoctano foi acrescentado para remover os
compostos lipossolúveis. A partição para clorofórmio,
uma outra etapa do processo de limpeza, mostrou melhor
recuperação das fumonisinas quando empregada sozinha
e não quando precedida de desengorduramento com isoc-
tano. No entanto, a recuperação das fumonisinas foi ina-
dequada e inferior a 20% em todos estes casos e as etapas
de uma maneira geral mostraram-se trabalhosas.

Tanto o método de SYDENHAM et alii 26 , como o
de ZOLLER et alii 36, apresentaram recuperações inferio-
res a 50%. A limpeza do método de SYDENHAM et alii
26 , no entanto mostrou menor número de interferentes.
Por este motivo foi considerado mais promissor e modi-
ficações foram introduzidas no sentido de otimizá-lo.
Este método, por outro lado, foi objeto de estudos cola-
borativos internacionais 30,31e foi adotado pela AOAC
International 2.

Avaliação de colunas de extração em fase sólida:
Os extratos, obtidos através dos quatro métodos sendo
avaliados no presente trabalho, foram ainda submetidos
a uma etapa de limpeza com colunas de extração em fase
sólida. Foram testadas uma coluna de fase reversa tipo
octadecilsilil (C

l
) (Tabela 1) e duas colunas de troca

aniônica forte (Tabela 2).
A limpeza com coluna de fase reversa não foi efi-

ciente, apresentando ainda vários interferentes no cro-
matograma. Durante a eluição das fumonisinas da colu-
na de C1S'maiores recuperações foram obtidas quando o
solvente de extração utilizado foi metanol/água (3+1),
mas ainda assim insatisfatórias.

A limpeza com as colunas de troca aniônica forte
(Tabela 2) apresentou melhores resultados do que com as
colunas de octadecilsilil, mas ainda assim foi necessário
introduzir modificações nos solventes de condiciona-
mento e eluição com relação aos propostos no método de
SYDENHAM et alii 26 • A limpeza com coluna de troca
aniônica forte (500 mg) não produziu bons resultados
uma vez que retinha 60% de FB 1

O condicionamento das colunas foi otimizado alte-
rando-se os seguintes parâmetros: volume das soluções
de lavagem, força iônica, volume da solução e vazão de
eluição. O aumento da força iônica, ou seja, meta-
nol/ácido acético glacial (99+ 1) para (95+5) aumentou a
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Tabela 1. Solventes testados com coluna de fase reversa tipo octadecilsilil, para limpeza de extratos de milho na
determinação de fumonisinas.

Condicionamento da coluna Aplicação da amostra Lavagem da amostra Eluição das toxinas

5 mL metanol 1°mL em metanol/ 6 mL metanol/água Metanol/água (3+ 1)
água (3+1) 3 mLmetanol

5 mL metanol 10 mL em metanol/ 1°mL em metanol/ Metanol/ácido
água (3+ 1) água (3+1) acético (99,5 + 0,5)

Tabela2. Solventes testados com colunas de troca aniônica forte para limpeza de extratos de milho na determinação
de fumonisinas.

ReferênciasCondicionamento
da coluna

Aplicação da amostra Lavagem da coluna Eluição das toxinas

5 mL metanol 1 mL em metanol/ 6 mL metanol/ 10 mL metanol UENO et alii 32

água (3+ 1) água (3+ 1) ácido acético
3 mLmetanol (99,5 + 0,5)

10 mL em metanol/ 5 mL metanoll 1°mL metanol/ SYDENHAM
água (3+1) água (3+1) ácido acético (99+ 1) et alii 26

5 - 15 mLem 8 mL metanol/ 1°mL metanol/ ZOLLER et alii 36

metanol/ água (3+ 1) água (3+ 1) ácido acético
5 mLmetanol 1°mL metanol/

ácido acético (99+ 1)

5 mL metanol
5 mL metanol/
água (3+1)

3 mL metanol
8 mLmetanol
8 mL metanol/
água (3+1)

Em todas as misturas metanol/água recomenda-se manter o pH entre 5,8 e 6,5.

recuperação das fumonisinas. Além disso, o uso de sol-
vente com maior força iônica não resultou na co-eluição
de interfentes cromatográficos. Adicionalmente, com o
aumento da quantidade de eluente para 20 mL conse-
guiu-se recuperações de 72 a 87% de FBI e de 51 a 78%
de FB2 em coluna Sep Pak QMA e de 93 a 96% de FBI e
de 69 a 85% de FB2 em colunas SAX nas duas primeiras
utilizações (Tabela 3). Já foi relatado que a recuperação
das fumonisinas é substancialmente menor quando a
vazão de eluição nas colunas está entre 2,5 para 6,7
mL/minuto, recomendando-se 25 vazões iguais ou meno-
res que 1 mLlmin. A necessidade de manter estas condi-
ções de eluição foram constatadas no presente trabalho.

A regeneração das colunas de troca aniônica forte
foi realizada com 5 mL de HCl 0,1 M seguidos de 8 mL
de água destilada, segundo SYDENHAM et alá 26 •

Nenhuma diferença significativa foi observada na recu-
peração das fumonisinas após regeneração das colunas.
O mesmo foi constatado no prresente trabalho (Tabela
3). Estes resultados sugerem que, se necessário, as colu-
nas podem ser regeneradas e reutilizadas mais uma vez
sem queda significativa na recuperação das fumonisinas.

A limpeza com colunas de CIS é mais rápida, entre-
tanto, as colunas de troca aniônica forte produzem fra-
ções mais limpas e o limite de detecção é menor. Numa
intercomparação de métodos realizada entre 31 laborató-

75



CAMARGOS, S.M. et.al.- Avaliação de métodos para determinação de fumonisinas B I e B2 em milho. Rcv. Inst. Adolfo Lutz 58(2): 71-79, 1999.

Tabela 3, Recuperação das fumonisinas adicionadas a milho quando são usadas colunas de extração em fase sólida
de troca aniônica forte de diferentes marcas em mais de uma utilização por coluna.

Marca da
Coluna

Fumonisina Recuperação (%)
1° uso 3° uso

Sep Pak 3987
86
80
77

78
78

82
73
73
73
75

59
51
62
60

22

SAX 96
96
95
96

70
69
72

94
93

62
70

84
85

56
62

Nível de adição por fumonisina = 2 g/g
Demais condições analíticas conforme descrito nas Conclusões.

rios europeus, aqueles que usaram limpeza com colunas
de CjSrelataram também mais interferentes e limites de
detecção piores que aqueles que usaram colunas de troca
aniônica forte 33.

Recuperação, repetibilidade e limites de detecção:
A recuperação do método otimizado foi de 93 a 96%
para FBj e de 69 a 85% para FB2. No estudo colaborati-
vo do método de SYDENHAM et alii 26 conduzido por
AOAC-IUPAC, os 12 laboratórios envolvidos obtive-
ram recuperações de 81 a 84% para FBj e 76 a 82% para
FB2• Já os resultados com laboratórios europeus, em
estudo em que a metodologia era de livre escolha, as
recuperações médias foram 70% para FBj e 69% para
FB2 33. Segundo ALBERTS et alii j as recuperações mais
baixas obtidas para Fbpodem ser devido a diferença de
polaridade em relação -a FB j que resulta em uma perda
de aproximadamente 20% durante a etapa de limpeza,
em comparação com os 4% para FBj' As curvas padrão
para FBj e FB2 foram lineares de 20 a 10000 ng/g e de
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40 a 10000 ng/g, respectivamente, conforme apresenta-
do nas Figura 3.

45.000.000

40.000.000

35.000.000

30.000.000
o.5. 25.000.000

.g 20.000.000
!tie 15.000.000

"o:(
10.000.000

5.000.000

-5.000.000
2000 4000 6000 8000 10000

(ng/g)

Figura 3 - Curvas padrão de FB 1 e FB2.
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Os limites de detecção do método foram de 20 e 40
ng/g para FB, e FB2, respectivamente. SHEPHARD 20

revendo a literatura sobre o assunto dá como usual um
limite de detecção da ordem de 50 ng/g para FB, e FB2•

A repetibilidade do método mostrou-se adequada com
desvios padrão relativos (RSD) de 0,6 % para FB, e
2,2% para FBo para primeira ou segunda utilização das
colunas de SÁX. Resultados estes que comparam bem
com os encontrados no estudo colaborativo AOAC -
IUPAC onde os RSD internos dos laboratórios variaram
entre 5,8 a 13,2% para FB, e entre 7,2 e 17,5% para FB2

35. No estudo europeu 1" os valores médios de RSD
foram de 10% para FB, e 11% para FB2•

CONCLUSÕES

Método otimizado para determinação de fumonisi-
nas B, e B2 em milho: O método escolhido para determi-
nação de fumonisinas em milho na etapa de avaliação foi
o método de SYDENHAM et alá 35. Modificações foram
necessárias para aumentar a recuperação das toxinas e
melhorar o limite de detecção. O método modificado
está descrito a seguir:

Cinqüenta gramas da amostra foram homogeneiza-
das em liqüidificador com 100 mL de metanol/água
(3+ 1) durante 5 minutos. A mistura foi centrifugada
durante 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi fil-
trado em papel de filtro. O filtrado teve o pH corrigido,
quando necessário, para 5,8-6,5 com hidróxido de sódio
1 M (somente 2 a 3 gotas).

A limpeza do extrato filtrado foi conduzida em
colunas SAX com 500 mg de recheio. O condicionamen-
to da coluna foi feito através de lavagens com 10 mL de
metanol, seguidos de 10 mL de metanol/água (3+1).
Foram aplicados 10 mL do extrato filtrado na coluna e
lavados com 10 mL de metanol/água (3+ 1), seguidos por

6 mL de metanol. As fumonisinas foram então eluídas
com 20 mL de metanol-ácido acético glacial (95+5).
Todos os solventes foram passados pela coluna com uma
vazão máxima de I mUmin a qual pode ser controlado
com vácuo. O eluato foi evaporado a 60°C sob fluxo de
nitrogênio. O resíduo concentrado foi lavado com 1 mL
de metanol e novamente evaporado para garantir que
todo o ácido acético fosse evaporado. O resíduo seco foi
mantido em freezer a -18°C até o momento da análise.

Os extratos das amostras de milho foram re-dissol-
vidos em 500 I1L de acetonitrilalágua (l +1) e filtrados em
filtros com poros de 0,45 11m de diâmetro. Foram transfe-
ridos 100 I1L deste extrato para um frasco e adicionados
200 I1L do reagente OPA. Foi agitado em ultra-som, entre
5-15°C, durante 30 segundos e injetados 20 I1L no croma-
tógrafo após 60 segundos do início da reação.

As fumonisinas foram separadas e quantificadas
em um cromatógrafo a líquido de alta eficiência usando
uma fase móvel composta por acetonitrilalágualácido
acético glacial (50+50+0,5) durante 15 minutos e em
seguida por acetonitrila pura. O tempo total de análise
foi de 30 minutos. Após a corrida foram necessários 30
minutos para condicionar a coluna com a fase móvel
composta por acetonitrila/água/ácido acético glacial
(50+50+0,5), antes da próxima injeção.
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CAMARGOS, S.M. et aI. Evaluation of analytical methods and optimization of conditions for the deter-
mination of fumonisins B 1 and B2 in com.

ABSTRACT: Extraction and clean up systems were evaluated for the determination of fumonisins
in com. The best clean up was found in the method described by Sydenham et alii (1992). Recovery,
nonetheless, was found to be bellow 50% for fumonisins B I and B2 (FB 1 and FB2). The method was
modified and methanol/water (3+ I) was kept as the extraction solvent, the volumes of the anionic
exchange column conditioning and washing solvents were increased to 10 mL and both the volume and
the composition of the eluting solvent were altered to 20 mL methanol/acetic acid (95+5). After these
modifications were introduced the method recovery was 95 to 96% for FB 1 and 69 to 72% for FB2. The
eIution solvent for the HPLC with fIourescence detection step was also modified to acetonitri-
le/water/acetic acid (50+50+0,5) during the first 15 minutes followed by pure acetonitrile for the rest of
the run. The conditions employed during the derivatization reaction of fumonsins with o-phtaldialdehy-
de (OPA) were also optimized to utilize 100 L sample extract and 200 L OPA solution at 5 - 15 T
during 60 seconds. The new conditions improved the detection limits to 20 and 40 ng/g for FB 1 and FB2,
respectively, and to an average standard deviation between duplicates of 0,6% for FB I and for FB2.

KEY WORDS: Mycotoxins, fumonisins, com, high performance liquid chromatography.
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RESUMO: Foi determinado o teor de arsênio total em polpas e filés das seguintes espécies de pei-
xes de água doce: Pacu (Piaractus mesopotamicusi, Matrinxã (Blycon lundii, Carpa (Cyprinius carpio),
Tilápia (Oreochromis niloticusy, Curimbatá tProchilodus sp), Tambaqui (Colossoma macropomumi,
Bagre Africano (Clarias sp), procedentes do Centro de Pesquisa e Treinamento em Aquicultura,
Pirassununga - São Paulo. A determinação do elemento arsênio foi realizada por espectrometria de
emissão atômica com fonte de plasma de argônio induzido (ICP-AES) acoplado a um gerador de hidre-
tos, nas amostras previamente mineralizadas por via seca com nitrato de magnésio. Os teores obtidos de
arsênio (ug kg') para os filés e polpas foram, respectivamente: Pacu (49 e 8), Matrinxã (27 e 24), Carpa
(66 e 209), Tilápia (37 e 277), Curimbatá (30 e 93), Tambaqui (42 e 24) e Bagre (43). Em todas as amos-
tras foram encontrados níveis de arsênio inferiores ao recomendado pela legislação brasileira.

DESCRITORES: arsênio, ICP-AES, gerador de hidretos, peixes.

INTRODUÇÃO

O arsênio encontra-se amplamente distribuído na
natureza, sendo uma espécie de constante interesse ana-
lítico. A contaminação dos alimentos por arsênio pode
ter origem natural, podendo ser liberado no ambiente, a
partir de minérios, por ação do intemperismo, erosões e
vulcanismo-" . Também pode ter origem antropogênica,
devido à sua utilização na indústria (revestimento de
madeiras, secantes de algodão, etc.) e na agricultura
(herbicidas, fungicidas, pesticidas)",

O arsênio é um elemento químico altamente tóxico
ao organismo humano, sendo um conhecido agente car-

cinogênicc". Os peixes constituem uma das maiores fon-
tes de arsênio na dieta humana). No seu ciclo através do
ecossistema aquático, o arsênio se acumula especialmen-
te nos peixes, nos quais encontram-se concentrações
mais elevadas do que em organismos terrestres 10, 19.

A toxicidade do arsênio depende da forma química
na qual é ingerido. As espécies inorgânicas de arsênio
(TIl) são mais tóxicas que espécies de arsênio (V), segui-
das pelas formas orgânicas (arsenocolina e arsenobetaí-
na) que são as menos tóxicas. O arsênio inorgânico é
reconhecido como uma forma tóxica cumulativa com
sérios efeitos inclusive carcinogênico e facilmente

Departamento de Química Analítica - Instituto de Química - Unicamp -c. P.l 6154 - Campinas - SP - Brasil -Fone: (019)
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absorvido pelo organismo. Doses de arsênio entre 30 e
100 miligramas podem ser fatais".

A utilização da polpa de pescado, como matéria-
prima para produtos formulados, permite uma recupera-
ção maior das partes comestíveis do pescado comparati-
vamente à obtida por métodos convencionais de fileta-
gemo Uma grande variedade de produtos tem sido prepa-
rada a partir da polpa, incluindo salsichas, pastas, cro-
quetes, isolados protéicos e bolinhos salgados. Produtos
alimentícios desidratados também podem ser estimula-
dos pela utilização de polpa de pescado. Todavia, a polpa
de pescado obtida através da técnica de separação mecâ-
nica apresenta alguns problemas, tais como a presença
de sangue, pigmentos, partículas ósseas, e fragmentos de
pele e membranas que aceleram a deterioração dos pro-
dutos mesmo quando estocados a baixa temperatura".
Nenhum estudo para avaliar a contaminação por metais
tóxicos, como arsênio, tem sido relatado na literatura
para esta situação.

A determinação de elementos como arsênio, esta-
nho, selênio, antimônio e mercúrio é mais eficiente
quando se utiliza a técnica de geração de hidretos gaso-
sos instáveis a altas temperaturas. Esta técnica resulta em
determinações com alta seletividade e sensibilidade,
com baixos limites de detecção devido a possibilidade de
remover o analito da matriz e com baixa interferência
espectral. A eficiência da etapa de geração de hidreto
depende das condições experimentais e particularmente
do estado de oxidação do analito. Algumas espécies se
encontram em estado de oxidação não suscetíveis à for-
mação de hidretos (como As(V) e Sb(V)) e devem ser
convertidas a estados de oxidação adequados. O procedi-
mento para geração do hidreto de arsênio, a arsina
(AsH)), consiste na conversão de todo o arsênio presen-
te na amostra em arsênio trivalente. O arsênio(V) é redu-
zido a arsênio(III) através da adição de solução aquosa
de um redutor, o iodeto de potássio (solução a 45%
(m/v)). Em seguida, obtém-se a arsina (AsH)), através da
reação com borohidreto de sódio em meio ácido. A arsi-
na é um composto extremamente volátil que deixa o
meio reacional juntamente com a corrente de hidrogênio
gerada; ao atingir o plasma ocorre a atomização-". Outro
aspecto interessante desta técnica é de que ela pode ser
implementada em sistema de injeção em fluxo (FIA).

Muitos trabalhos recentes)' 6.20, tratam de espécies
de água salgada. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
níveis de arsênio em pescado de água doce "in natura"
através da técnica de geração de hidretos e quantificação
em espectrômetro de emissão atômica com fonte de plas-
ma indutivamente acoplado (ICP-AES). Os pescados
avaliados correspondem às espécies de grande consumo
pela população brasileira. Também foram avaliados os
níveis de arsênio na polpa e filé das espécies estudadas.
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MATERIAL E MÉTODOS

Amostras

As amostras de pescado "in natura" usadas para a
determinação do teor de arsênio foram procedentes do
Centro de Pesquisa e Treinamento em Aquicultura -
CEPTA, IBAMA de Pirassununga (SP). Os peixes foram
criados em tanques com idade entre 1 e 2 anos e alimen-
tados com rações cuja composição básica é de: 26% de
proteína bruta, 4,7% de lipídios, 6,5% de fibra bruta e
2600 kcal/kg de energia digestível estimada.

Para o estudo foram utilizados entre 50 a 100 kg de
peixe de cada espécie. Para a determinação do teor de
arsênio foi utilizada uma amostra composta (10 kg)
representativa da quantidade total dos peixes. Os peixes
inteiros foram filetados manualmente e a polpa foi obti-
da por separação mecânica do restante da carcaça dos
peixes em máquina separadora de carne e ossos, marca
Bibun, modelo SDX-13, na planta piloto de pescado do
Centro de Tecnologia de Carnes, no Guarujá. A polpa
refere-se à carne de pescado separada mecanicamente,
obtida a partir do produto eviscerado e descabeçado sub-
metido à ação da máquina de desossa mecânica e lava-
gem com água clorada. A separação mecânica basica-
mente envolve ações de dilaceração e compressão para
remover a polpa do pescado. O rendimento do processo
é de aproximadamente 60%.

Foram usadas as polpas e os filés das seguintres
espécies: Pacu tPiaractus mesopotamicusi, Matrinxã
(Brycon lundii, Carpa (Cyprinius carpioi, Tilápia
(Oreochromis niloticusi, Curimbatá (Prochilodus sp),
Tambaqui (Colossoma macropomumi; da espécie Bagre
Africano (Clarias sp) somente o filé foi avaliado.

Preparação das Amostras

Após a desossa dos pescados "in natura", as amos-
tras das polpas e filés foram pré-trituradas em um proces-
sador de alimentos de uso doméstico e secas em estufa a
100°C durante 15 horas. Em seguida foram homogeneiza-
das integralmente em moinho Waring-Blender com copo
de aço inoxidável até obter-se um pó fino do produto.

Método

Para a determinação do teor de arsênio total das
amostras, utilizou-se a técnica de mineralização por via
seca com nitrato de magnésio de acordo com LEBLAND
et alli", conforme descrito a seguir: pesaram-se 2,0000g
de amostra seca e pulverizada em um béquer de 150 mL,
adicionaram-se 8 mL de solução aquosa de nitrato de
magnésio a 50% (m/v) e 10 mL de ácido nítrico concen-
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trado p.a. Aqueceu-se em chapa elétrica, evaporando-se
o líquido até carbonização das amostras. Em seguida, o
resíduo foi levado à mufla, com aquecimento gradual de
temperatura até 450°C, permanecendo por 15 horas nesta
temperatura. As cinzas, assim obtidas, foram dissolvidas
com solução de HCI 6 mol LI em balão volumétrico de
25 mL e quinze minutos antes de proceder a quantifica-
ção do teor de arsênio das amostras, foram adicionados
500 ul. de solução 50% (m/v) de iodeto de potássio.

A quantificação do arsênio foi realizada pela técni-
ca de geração de hidretos usando-se um gerador de
hidretos (PS Analytical, Kent, UK), sob fluxo contínuo,
empregando-se solução 0,5% (m/v) de borohidreto de
sódio em hidróxido de sódio 0,1 mol LI como agente
redutor e solução 1 mol LI de ácido clorídrico como car-
regador.

Como detector foi usado o espectrôrnetro de emis-
são atômica com plasma de argônio acoplado indutiva-
mente, modelo ICP 2000 simultâneo (BAIRD, Bedford,
USA). As condições de operação do espectrômetro
foram: potência de radiofrequência aplicada, 1200W;
linha de emissão para o elemento As, 189,04 nm; pres-
são de gás na linha, 50 psi; ajuste de posição da tocha:
horizontal, 19 mm e vertical 19,5 mm. Foi utilizada uma
curva de calibração entre 0,001 a 0,100 mg kg' para a
quantificação do arsênio.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Validação da Metodologia

O limite de detecção (LD) de arsênio foi determi-
nado a partir da leitura da intensidade de emissão de 10
replicatas de branco, preparadas seguindo o mesmo pro-
cedimento de preparação de amostras. O limite de dete-
ção foi calculado segundo LONG et alli", a partir da
equação:

LD = 3. ais li)

onde: a
B
é o desvio padrão relativo dos valores de inten-

sidade de emissão e s é a sensibilidade do método (coe-
ficiente angular da curva de calibração). O limite de
deteção determinado foi de 6,5 f.!gkg'.

Para a validação do método foi analisado o material
de referência certificado, tecido de ostra SRM 1566a do
National Institute of Standards & Tecnology (NIST). O
resultado obtido para uma triplicata foi de 15,0 ± 1,1 ug
kg', concordando com o valor certificado de 14,0 ± 1,2
ug kg',

Os elementos alumínio, ferro, cobre e zinco, pre-
sentes na amostra certificada de tecido de ostra SRM

1566a (NIST), são considerados os interferentes mais
prováveis em amostras de peixes. Nenhuma interferên-
cia química foi observada no processo de geração de
hidreto na presença de alumínio, ferro, cobre e zinco nas
concentrações de 20 mg kg', 50 mg kg', 6 mg kg' e 80
mg kg' , respectivamente, cujos níveis são maiores do
que os encontrados nas amostra de peixes estudados.
TRACY et alli" e HERSHEY & 00STDYK9 estudaram
estes e outros interferentes metálicos em sistemas simi-
lares não verificando interferência destes metais na for-
mação da arsina.

Níveis de arsênio nas espécies de peixes estudados

O teor de arsênio foi avaliado tanto nos filés quan-
to nas polpas para verificar se o processo de desossa
mecânica pode contribuir com aumento ou redução do
teor deste elemento, pois as indústrias de produtos de
processamento à base de pescado tem utilizado as polpas
mecanicamente separadas com o objetivo de maior apro-
veitamento da matéria-prima.

Os teores de arsênio obtidos, na base úmida, em
todas as espécies estudadas estão apresentados na Tabe-
la 1. O teor de umidade das amostras variou de 69% a
78% para as polpas e de 66% a 79% para os filés. As
amostras foram analisadas em triplicata e os resultados
expressos correspondem às médias dos valores obtidos
com os respectivos desvios padrão (s).

EGAAS & BRAEKKAN7 determinaram o teor de
arsênio em 43 amostras de peixes in natura e processa-
dos (enlatados) cujas concentrações variaram de 0,15 a
18,7 mg kg'. LUNDEl2 analisou algumas espécies de
peixes marinhos e encontrou teores de arsênio que varia-
ram entre 1 e 20 mg kg'. BROOK & EVANS5 avaliaram
o teor de arsênio inorgânico total em diferentes espécies
marinhas e encontrou valores entre 1,1 a 26 mg kg'. Os
valores de arsênio encontrado neste estudo foram meno-
res do que aqueles citados nas literaturas. Isto pode ser
devido ao fato de tratar-se de peixes de água doce cria-
dos em cativeiro, enquanto os da literatura são espécies
marinhas. Para as espécies analisadas não se encontrou
literatura para comparação dos valores obtidos.

Através da tabela 1 foi verificado que, para as espé-
cies de Pacu e Tambaqui os níveis de arsênio encontrados
para os filés foram mais elevados do que para as polpas.
Já para as espécies de Carpa, Tilápia e Curimbatá ocorreu
o inverso, ou seja, os maiores níveis de arsênio foram
encontrados para a polpa. Para a espécie Matrinxã os
níveis de arsênio estão próximos tanto na polpa quanto no
filé. Os níveis de arsênio variaram de 27,27 a 66,03f.!gkg'
para os filés e de 8,34 a 277f.!g kg' para as polpas.

Segundo SEARCY e HAMMl8 os teores de mine-
rais podem diferir significativamente entre a carne meca-
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Tabela 1. Níveis de arsênio total, na base úmida, das espécies de peixes estudadas.

Concentração de arsênío ([tg kg')

Espécie Polpa Filé

Pacu
Matrinxã
Carpa
Tilápia
Curimbatá
Tambaqui
Bagre

8,34 ± 1,62
24,02 ± 0,00

209 ± 1
277 ± 1

92,82 ± 0,29
23,67 ± 2,13

49,19 ± 1,00
27,27 ± 0,46
66,03 ± 1,06
37,62 ± 2,46
29,52 ± 1,44
42,49 ± 1,67
43,15 ± 1,25

nicamente separada e o filé porque pequenas quantida-
des de ossos e outros tecidos (sangue, tecido nervoso e
conectivo) são incorporados à carne mecanicamente
separada. Eles afirmam que a grande variação de ele-
mentos presentes em pequenas quantidades (como
chumbo, cobre e manganês) nos produtos que usam
carne mecanicamente separada podem ser explicadas
pela contaminação durante a desossa, sugerindo que
existe a necessidade de um controle frequente de lotes de
produção.

Em muitos países, o teor de arsênio em alimentos é
regulamentado por lei. No Brasil, o Decreto Il"

55.871/651 (D.O.o. de 29/05/1965-Seção I/Parte 1) traz
na sua Tabela II a relação de aditivos incidentais tolerá-
veis em alimentos 13. A Portaria n- 685/984 da Secretaria
de Vigilância Sanitária - MS (D.O.o. de 28/08/1998-
Seção I) fixa valor máximo de arsênio para peixe e pro-
dutos de peixe em 1,0 mg kg'. Sendo assim, observa-se
que nenhuma das amostras analisadas está com o teor de
arsênio além do nível máximo permitido.
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CONCLUSÕES

O método de preparo de amostra para a determina-
ção de arsênio utilizando-se a técnica de mineralização
por via seca com nitrato de magnésio e ácido nítrico mos-
trou-se eficiente e evitou a perda por volatilização do arsê-
nio. A detecção de arsênio por espectrometria de emissão
atômica com fonte de plasma acoplado ao gerador de
hidretos apresentou boa reprodutibilidade dos dados e per-
mite sua quantificação em níveis de traços em pescados.

A avaliação das espécies de peixes coletadas no
CEPTA, IBAMA de Pirassununga, permite concluir que
os níveis de arsênio estão de acordo com os estabeleci-
dos pela legislação brasileira. Os níveis encontrados de
arsênio nas polpas e filés diferiram entre as espécies
estudadas. Nas espécies de Carpa, Tilápia e Curimbatá
os níveis de arsênio foram maiores na polpa, enquanto
que para as espécies Pacu e Tambaqui os níveis de arsê-
nio foram maiores no filé. Na espécie Matrinxã os níveis
de arsênio encontrados estão próximos tanto no filé
quanto na polpa.
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ABSTRACTS: The level of arsenic was determined in pulps and steak of the following freshwater
fish species: Pacu (Piaractus mesopotamicusi, Matrinxã (Brycon lundii, Carp (Cyprinius carpio],
Tilápia tOreochromis niloticusi, Curimbatá tProchilodus sp), Tambaqui (Colossoma macropomumi,
Bagre Africano (Clarias sp). The samples were obtained from the Center of Research and Training in
Agriculture, Pirassununga, São Paulo. The determination of the arsenic element was perforrned by
hydride generator-inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES), after minera-
lizing by drying with magnesium nitrate of the samples. The quantity obtained of arsenic in ug kg' from
the fishes for steak and pulps respectively were: Pacu (49 e 8), Matrinxã (27 e 24), Carp (66 e 209),
Tilápia (37 e 277), Curimbatá (30 e 93), Tambaqui (42 e 24) e Baqre (43). Arsenic levels below the
recommended Brazilian legislation were found in ali samples.

KEY WORDS: arsenic; ICP-AES; hydride generator, fish.
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RESUMO: Diferentes solventes de extração, assim como técnicas para limpeza de extratos para
determinação de rnicotoxinas, tanto clássicas (clarificação, partição) como aquelas envolvendo colunas
para extração em fase sólida (sílica, octadecilsilil e imunoafinidade) foram avaliadas para determinação
de ocratoxina A em café verde e torrado. Apenas as colunas de imunoafinidade foram capazes de remo-
ver os interferentes existentes nos extratos de café permitindo a determinação de ocratoxina A por cro-
matografia líquida de alta eficiência com detecção por fluorescência em níveis de 0,7 ng/g. Colunas de
imunoafinidade de duas marcas diferentes foram testadas com relação à recuperação da toxina e à reu-
tilização em outras análises. Colunas de uma marca apresentaram recuperação média de 97% no primei-
ro uso e acima de 70% até a quarta utilização. Colunas de uma segunda marca apresentaram recupera-
ção média de 73% no primeiro uso e abaixo de 30% no segundo.

DESCRITORES: Ocratoxina A, café, micotoxinas.

INTRODUÇÃO

A ocratoxina A é um metabólito tóxico produzido
por determinadas cepas de Penicillium e Aspergillus. A
principal espécie conhecida como produtora de ocratoxi-
na é A. ochraceus 15. A ocratoxina A é nefrotóxica e tem
ação teratogênica. O fígado é um alvo secundário da
toxina 4.7. A nefropatia endêmica dos Balcãs, doença
degenerativa dos rins em humanos que muitas vezes leva
à morte, tem sido correlacionada com os altos níveis de
contaminação por ocratoxina A constatada nos alimentos
daquela região 20.

A ocratoxina A tem sido encontrada em cereais
diversos 21,24,26 , alimentos de origem animal 11,20.21, cerve-

ja20.21, vinho e suco de uva", grãos de café verde e torra-
do 14.27,30.31 e em café solúvel 17.

Os limites máximos permitidos para ocratoxina A
já existentes ou em fase de proposta em diversos países,
variam de 1 a 5 ng/g para alimentos infantis, 2 a 50 ng/g
para cereais e 5 a 300 ng/g para rações 33. Na União
Européia existem sugestões de limites máximos de 5
ng/g para cereais e 1 ng/g para alimentos infantis 34. A
Itália, em 1996, propôs um limite de 4 ng/g para café
verde em grãos 6. No Brasil não existem limites para
ocratoxina A em alimentos e, por outro lado, desconhe-
ce-se a situação do café produzido no país com relação a
essa toxina. O café verde corresponde a 4,6% das expor-
tações brasileiras, ocupando portanto um lugar de desta-

* Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos, CP 6121, 13081-970, Campinas. São Paulo.
** Companhia Cacique de Café Solúvel, Rua Horácio Sabino Coimbra, 100,86072-900, Londrina, Paraná.
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que. O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de
café. A bebida, por sua vez, é largamente consumi da no
país e em 1997 absorveu internamente 11,4 milhões de
sacas da produção total de 18,9 milhões de sacas produ-
zidos no país 13. No entanto, qualquer trabalho de inves-
tigação da incidência desta toxina em café nacional
passa necessariamente por uma avaliação da metodolo-
gia analítica disponível e sua aplicabilidade às condições
existentes nos laboratórios nacionais.

Vários procedimentos para determinação de ocra-
toxina A em café têm sido propostos. A metodologia da
AOAC International 2 utiliza cromatografia em camada
delgada para determinar ocratoxina A em café verde. O
limite de detecção desse método é de 20 ng/g de ocrato-
xina A. Com os limites que estão atualmente sendo pro-
postos para café, este tipo de metodologia torna-se inefi-
caz. Por outro lado, o café é uma matriz especialmente
complexa e uma limpeza adequada do extrato para remo-
ção de interferentes faz-se necessário para que limites
mais baixos sejam alcançados.

CANTÀFORA et al 5 introduziram a cromatogra-
fia líquida de alta eficiência com detecção por t1uores-
cência para separar e detectar a ocratoxina A em café
verde e alcançaram um limite de detecção 100 vezes
menor que o do método da AOAC 2. TERADA et al 29,

também utilizando cromatografia líquida de alta eficiên-
cia com fluorescência, aplicaram colunas de extração
em fase sólida de octadecilsilil para limpeza de extratos
de grãos de café (verde e torrado), café instantâneo e
café coado. O limite de detecção alcançado estava entre
0,2 e 5 ng/g e a recuperação citada foi de 80,7% ou
melhor.

NAKAJIMA et al16desenvolveram uma metodolo-
gia que utilizava colunas de imunoafinidade para a lim-
peza do extrato de amostras de café em grãos, café ins-
tantâneo em pó e bebida de café enlatada. Estes autores
relataram limites de detecção de 0,5 ng/g para cafés em
grão e cafés solúveis e recuperações acima de 98%. PIT-
TET et al 19 propuseram um procedimento para analisar
a ocratoxina A em amostras de café verde em grãos, café
torrado em grãos e café solúvel que também envolve
limpeza em colunas de imunoafinidade. Os cromatogra-
mas, apresentados pelos autores, mostraram-se sem
interferentes na região da ocratoxina A. O limite de
detecção descrito foi de 0,2 ng/g e a recuperação de 80%
ou mais.

Com base nestas considerações, o objetivo do pre-
sente trabalho foi avaliar a aplicabilidade para café das
técnicas analíticas existentes para determinação de ocra-
toxina A e, através desta avaliação, escolher uma meto-
dologia dotada dos necessários requisitos de sensibilida-
de, precisão e exatidão para que possa ser usada em labo-
ratórios nacionais.
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MATERIAIS E MÉTODOS

Reagentes, solventes e materiais diversos: padrão
de ocratoxina A, marca Sigma; filtros para amostra,
marca Millipore, poro de 0,45m, 13mm de diâmetro; fil-
tro de microfibra de vidro GF/B, marca Whatman; tam-
pão fosfato (PBS), marca Sigma; placas para cromato-
grafia em camada delgada de sílica gel, marca Merck;
reagentes de uso comum em laboratório, grau analítico;
solventes para cromatografia, grau cromatográfico; colu-
nas de extração em fase sólida com fase estacionária de
sílica, octadecilsilil, cianopropil e de imunoafinidade
específicas para ocratoxina A.

Equipamentos: espectrofotômetro ultravioleta I visí-
vel, modelo Lambda 6, marca Perkin Elmer; pré coluna
Varian, com fase estacionária de sílica; cromatógrafo
líquido de alta eficiência: bomba marca Waters, modelo
510; injetor Rheodine com alça de 20 L ou de 100L;
detector de fluorescência programável, marca HP, modelo
1046A e integrador marca HP, modelo 3393A; coluna de
guarda Varian, com fase estacionária de Octadecilsilil;
coluna analítica Spherisorb ODS-2, 5~tm, Sigma Aldrich,
250mm X 4,6mm; liqüidificador comum de uso domésti-
co, marca Amo; lâmpada ultravioleta de alta intensidade,
modelo UVGL58, multibanda 254/366nm, marca Mineral
Light; banho ultra-som, modelo SX-20, marca
Microssonic; ultrapurificador de água, marca "MilliQ";
dispositivo para filtração à vácuo para colunas de extração
em fase sólida, modelo "Visiprep DL", marca Supelco.

Preparo do padrão de ocratoxina A: foi preparada
uma solução estoque do padrão de ocratoxina A com 100
g/mL em benzeno. Foi verificada a pureza dessa solução
em camada delgada, nas condições descritas no item
seguinte e visualizando-se o padrão sob luz ultravioleta.
Considerou-se a presença de uma única mancha como
indicativo do padrão não estar contaminado ou decom-
posto. A partir da solução estoque, foi preparada uma
solução intermediária de aproximadamente 20 ug/ml,
em ácido acéticol benzeno (1+99) e a sua concentração
exata foi determinada espectrofotometricamente segun-
do o procedimento da AOAC 2. A partir desta solução
intermediária foi realizada uma nova diluição (1:20) em
metanol I ácido acético 9% (65+35) sempre que necessá-
rio e esta solução foi empregada para a quantificação da
ocratoxina A por cromatografia líquida de alta eficiência.
Antes de empregar o padrão, este foi agitado no ultra-
som por 30 segundos.

Cromatografia em camada delgada: a fase estacio-
nária utilizada foi sílica gel e a fase móvel foi tolue-
no/acetato de etila/ácido fórmico (5+4+ 1). Os extratos
secos foram dissolvidos em 200 uL de benzeno, agitados
em ultra-som por 30 minutos e aplicados na camada. As
placas foram visualizadas sob luz ultravioleta de compri-
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mento de onda 366nm. A quantificação da ocratoxina A
foi conseguida por comparação visual com padrão.

Cromatografia líquida de alta eficiência: As condi-
ções utilizadas no cromatógrafo líquido de alta eficiência
foram as descritas por STUDER-ROHR et al", A fase
móvel foi metanol/ácido acético 9% (65+35) e a vazão
de 1,0 mLlmin. Os comprimentos de onda utilizados
foram: excitação = 330 nm e emissão = 470 nm. A quan-
tificação da ocratoxina A foi realizada por padronização
externa a partir de injeções realizadas com o padrão. A
faixa de concentração foi de 0,2 a 2,5 ng para um volume
de injeção de 100 !ALe 2 ng para 20 !AL.Todos os extratos
secos foram redissolvidos em 1mL da fase móvel e filtra-
do através de filtro 0,45 um. Foi testada a repetibilidade
do detetor injetando-se 5 vezes o padrão de 1 ug/rnl. em
um volume de injeção de 20 !ALdo injetor, nas condições
cromatográficas descritas acima.

Testes de recuperação do padrão de ocratoxina A
adicionado em colunas de extração em fase sólida: para
avaliar a recuperação da toxina nas colunas de extração
em fase sólida (sílica, octadecilsilil, cianopropil e imu-
noafinidade) foram testados vários procedimentos des-
critos na literatura para condicionamento, transferência,
lavagem e eluição da toxina, utilizando-se o padrão de
ocratoxina A. Cem ng de ocratoxina A foram transferidos
para a coluna com ajuda do eluente da primeira fração.
Todas as frações foram recolhidas separadamente e eva-
poradas até a secura e redis solvidas em 200 !ALde ben-
zeno quando utilizando cromatografia em camada delga-
da ou em 1mL de metanol/ácido acético 9% (65+35)
quando utilizando cromatografia líquida de alta eficiên-
cia. Os sistemas de solventes empregados estão descritos
nas Tabelas 1 a 6.

Tabela 1. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo octadecilsilil.

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Referência

(Fração 1)

10 mL metanol e 10 mL metanol 10 mL metanol 10 mL tolueno /
10 mL água com 0,1% ácido com 0,1% acetato de etila /

acético ácido acético ácido fórmico
(60+40+0,5)

10 mL metanol e 10 mL tolueno /
10 mL água 10 mL metanol 10 mL metanol acetato de etila /

ácido fórmico
(60+40+0,5)

10 mL metanol e 15 mL40% 15 mL40%
10 mL água 4 mL água acetona em água 5 mL água acetonitrila

em água

20 mL metanol e 15 mL40% 15 mL40%
20 mL água e 10 mL água cetona em água 5 mL água acetonitrila em
2mL CTA 0,005M água

8,5 mL metanol,
8,5 mL água e 10 mL tampão 15 mL40% 15 mL40%
2mL Brometo de fosfato pH=5,6 acetona em 5 mL água acetonitrila em TERADA et al29
cetiltrimetilamonia em2,5mMCTA água água
0,005M

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por crornatografia em camada delgada.
CTA- Brometo de cetilmetilamonia.

89



FURLANI, R,P.Z.; SOARES, L.M.V; OLIVEIRA, P.L.e. - Avaliação de métodos para determinação de ocratoxina A em cafés verdes e torrados. Rev. Inst.
ADolfo Lutz, 58(2): 87-98, J 999.

Tabela 2. Sistemas testados para eluição de ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo octadecilsilil

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3

Fração 1

10 mL água 20 mL água 20 mL metanol
com 0,1%

ácido acético

5 mL metanol e 6 mL água 3mLem
5 mL água gradiente 10%

metanol até
100% metanol

5 mL hexano,
5mL acetato etila 5 mL metanol 5 mL clorofórmio
e 5 mL metanol

Fração 4 Referência

JW Scientific
Products 12

3mL
acetona

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

Tabela 3. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo cianopropil.

Condicionamento da coluna Aplicação da Toxina
(Fração 1) Fração 2 Fração 3

10 mL tolueno 30 mL Tolueno 20 mL tolueno /
acetato de etila /
ácido fórmico
(5+4+1)

20 mL metanol
com 0,1%
ácido acético

10 mL clorofórmio 10 mL clorofórmio 10 mL metanol /
clorofórmio (l +19)

20 mL tolueno/
acetato de etila /
ácido acético
(50+49+1)

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.
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Tabela 4, Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo sílica,

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Referência

Fração I

lOmL 15 m clorofórmio/ VALENTA&
clorofórmio 4 mL clorofórmio 10 rnL ácido fórmico GOLU2,

clorofórmio (100+2) BREITHOLTZ
et ali! 3,

lOmL 10 mL clorofórmio lOrnL 20mL 20mL
clorofórmio clorofórmio clorofórmio / clorofórmio /

acetona ácido fórmico
(9+1) (100+2)

lOmL 15 mL 10m
clorofórmio 10 mL clorofórmio clorofórmio/ clorofórmio/

ácido fórmico acetona (9+ 1)
100+2)

10 mL hexano 10 mL hexano 10mL lOmL lOrnL
hexano / metanol/ tolueno / HÁGGBLOM

clorofórmio cllorofórmio ácido acético & GHOSH 8,

(9+1) (3+97) (9+1)

10mL 10 mL clorofórmio 10mL 10mL lOmL
clorofórmio clorofórmio/ metanol/ tolueno /

acetona clorofórmio ácido fórmico
(9+1) (3+97) (100+2)

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng), Quantificação em camada delgada.

Limpeza dos extratos: três enfoques foram testa-
dos, tanto em separado quanto combinados para o café
verde e para o café torrado: clarificação, partição e extra-
ção em fase sólida com fases estacionárias diversas (de
sílica, de octadecilsilil e de imunoafinidade),

Clarificação: foram testados individualmente os
seguintes clarificantes para amostras de café verde e tor-
rado, todos já de uso tradicional em determinações de
micotoxinas: sulfato de amônio (30%), acetato de chum-
bo (20%), sulfato de cobre (10%), mistura de ferrociane-
to de potássio (0,25M) e acetato de zinco (1M) e mistu-
ra de acetato de chumbo (20%) e sulfato de amônio
(30%). Após a clarificação procedeu-se a uma etapa de
partição para clorofórmio. O procedimento empregado
está apresentado na Figura 1. Os extratos obtidos foram
aplicados em cromatografia de camada delgada (café
torrado) e em cromatografia líquida de alta eficiência

(café verde e torrado) conforme descrito em Material e
Métodos.

Também foi testado, em amostras de café verde e tor-
rado utilizando-se os clarificantes citados acima, o método
proposto por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYN2• O
procedimento aplicado está apresentado na Figura 2. Os
extratos obtidos a partir desse procedimento foram injeta-
dos em cromatógrafo líquido de alta eficiência.

Partição: foi testado um desengorduramento com
ciclohexano antes da partição para clorofórmio.

Extração em fase sólida:
- Sílica e Octadecilsilil: foi testada a limpeza de

extratos em colunas para extração em fase sólida com
fases estacionárias de sílica e de octadecilsilil. As colu-
nas foram avaliadas com extratos de café verde e torra-
do fortificados artificialmente com ocratoxina A ao nível
de 10 ng/g. (Tabelas 7 e 8). As amostras artificialmente
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Tabela 5. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo sílica.

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Referência

(Fração 1)

10 mL tolueno I 20 mL tolueno I 20 mL tolueno I 10mL tolueno I
acetato de etila acetato de etila acetato de etila I acetato de etila I
(6+4) (6+4) ácido acético ácido acético

(50+49+1) (50+47+3)

10 mL clorofórmio 10mL 20mL 20mL 20 mL metanol
clorofórmico clorofórmio clorofórmio I com

metanol (19+ 1) ácido fórmico 0,1 % ácido
(19+ 1) acético

lO mL clorofórmio 10mL 20 mL I metanol 20 mL tolueno I
clorofórmio clorofórmio acetato de etila I

metanol (19+ 1) ácido fórmico
(5+4+1)

lO mL tolueno I 10 mL tolueno I 10 mL tolueno I 10 mL tolueno I 10 mL tolueno I
acetato de etila acetato de etila acetato de etila I acetato de etila I acetato de etila I
(8+2) (8+2) ácido acético ácido acético ácido acético

(50+49+ 1) (50+49+1) (50+49+ 1)

30 mL tolueno 20 mL tolueno I
acetato de etila /
ácido fórmico

(5+4+1)

7 mL metanol e 7mL 5 mL
7 mL clorofórmio clorofórmio metanol

7 mL metanol e 2+5 mL 5 mL 5 mL
7 mL clorofórmio clorofórmio metanol acetona

10mL lOmL 10 mL
diclorometano diclorometano diclorometano / SCOTT et alo 23

ácido fórmico
(98+2)

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

Tabela 6. Sistemas testados para eluição de ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo imunoafinidade

Transferência da Ocratoxina A Fração 1 Fração 2 Fração 3

10 mL bicarbonato de sódio 1% /
tampão fosfato, pH7,4 (1 + 1) 20 mL água

1,5 mL metanol /
ácido acético

(98:2) e 1,5 mL água
Rhône- Diagnostics 22

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.
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l 10 g café + 100 mL 0,4%KCI 90°C I

ultrasom lY,

I + 150 mL MeOH + lOg celite
I

agitar e filtrar

I
150 mL alíquota + 150 m clarificante

I

I 150 mL alíquota + 150 mL H20 I

I Desengorduramento com ciclohexano I

I
Partição para CHCr

I3

evaporar
r

l Extrato final I

Figura 1 - Procedimento empregado para verificação da eficiência da
limpeza de extratos de café verde e torrado com os clarificantes: sul-
fato de amônio (30%), acetato de chumbo (20%), sulfato de cobre
(10%), mistura de ferrocianeto de potássio (0,25M) e acetato de zinco
(1M) e mistura de acetato de chumbo (20%) e sulfato de amônio
(30%).

I 25 g café + 270 mL MeOH + 30 mL 4%Cr I
liquidificador
5' e filtrar

I + 50 em' celite I
agitar e filtrar

I
150 mL alíquota + 150 m clarificante J

agitar e filtrar

I 150 mL alíquota + 150 mL H
2
0 I

I Desengorduramento com ciclohexano I

I Partição para CHCr I3

evaporar

I Extrato final I

Figura 2 - Procedimento empregado para verificação da eficiência da
limpeza de extratos de café verde e torrado com os clarificantes: sul-
fato de amônio (30%) e sulfato de cobre (10%).
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Tabela 7. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo sílica.

Condiciona- Transferência
mento da da toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Fração 5 Referência
coluna (Fração 1)

5 mL tolueno 5 mL tolueno 5 mL tolueno/ 5 mL dietileter/ 5mL 5 mL
acetona hexano clorofórmio / tolueno/ Patel et alii IX;

(95+5) (75+25) / metanol ácido acético Howel&Taylor9
97+3) (9+ 1)

Testes realizados com extratos de café torrado contaminados artificialmente com padrão de ocratoxina A (l0 ng/g).
Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

Tabela 8. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo octadecilsilil.

Condicionamento
da coluna

Transferência da Toxina
(Fração 1) Fração 2 Fração 3

10 mL água 10 rnL água 20 mL água Transferir a ocratoxina A
da fase aquosa para

clorofórmio

5 mL hexano,
5 mL acetato etila e
5 rnL metanol

7 mL metanol 5 mL clorofórmio

Testes realizados com extratos de café torrado contaminados artificialmente com padrão de ocratoxina A (10 ng/g).
Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

contaminadas foram extraídas conforme o procedimento
apresentado na Figura 1, utilizando-se sulfato de cobre
como clarificante.

- Imunoafinidade: foram também avaliadas colu-
nas de imunoafinidade de duas marcas comerciais. Os
testes foram realizados com amostras de café verde e tor-
rado contaminadas com padrão de ocratoxina A ao nível
de 10 ng/g. A metodologia utilizada foi a recomendada
pelo fabricante de uma das marcas das colunas e apre-
sentada na Figura 3. A metodologia preconizada pelo
outro fabricante de colunas de imunoafinidade foi consi-
derada não apropriada por desativar a coluna desnaturan-
do-a, impedindo a reutilização. O extrato obtido foi inje-
tado em cromatógrafo líquido de alta eficiência, com
volume de injeção de 100 [!L, conforme descrito em
Material e Métodos.
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Testes de reutilização das colunas de imunoafini-
dade: a reutilização de duas marcas de colunas de imu-
noafinidade foi verificada. O teste foi realizado em tri-
plicata para a marca B e quadruplicata para a marca A.
A metodologia aplicada está apresentada na Figura 3.
Após a eluição da ocratoxina A, a coluna foi lavada
com 20 mL de tampão PBS, pH 7,4 contendo azida de
sódio (0,5g/L) e colocada sob refrigeração (3-8°C) em
geladeira comum por no mínimo 48 horas 35. Foi utili-
zada uma amostra não contaminada de café verde, à
qual foi adicionado padrão de ocratoxina A dissolvido
em metanol/ácido acético até obter 10 ng/g. Cem [!L do
extrato obtido foram injetados em cromatógrafo líquido
de alta eficiência conforme descrito em Material e
Métodos.
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10 g café + 200 mL 1% NaHCO
3

liquidificador 2' e
filtrar em Glass
filter

20mL alíquota + 20 mL PBS pH7.4

Aplicar na coluna de imunoafinidade

2-3mUmin.

Lavar a coluna com 20 mL de água

5mUmin.
1

Elluir a Ocratoxina A com 1.5m de
MeOH/CHC300H(98:2) e 1.5 mL de água

0,5mL/min.

• Evaporar

Extrato final I
Figura 3. Procedimento empregado para a verificação da eficiência
da limpeza de extratos de café verde e torrado em colunas de imunoa-
finidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Sensibilidade e repetibilidade do detetor: a área
média obtida de 5 injeções do padrão de ocratoxina A (l
ug/ml.) foi de 214201±3794 e o coeficiente de variação
de 1,8%. A sensibilidade foi calculada como preconiza-
do pela IUPAClo. A sensibilidade obtida foi 24869 x 107

mY. em'. mg'.
Recuperação do padrão de ocratoxina A adicionado

em colunas de extração em fase sólida: para os sistemas
de solventes testados em colunas de fase sólida de octa-
decilsilil e cromatografia em camada delgada (Tabela 1),
a recuperação da ocratoxina A foi inferior a 30% e geral-
mente a eluição do padrão ocorreu em mais de uma fra-
ção. No sistema que utiliza água para condicionar a colu-
na, apresentado na Tabela 2, foi obtida uma recuperação
de 95% da toxina na fraçãol (água). Quando a coluna foi
condicionada com hexano, acetato de etila e metanol a
recuperação foi de 84% na fração 1 (metanol).

Os resultados dos testes de recuperação em colunas
de cianopropil com os sistemas de solventes apresenta-
dos na Tabela 3 foram ineficientes, não ocorrendo recu-
peração da toxina em nenhuma fração.

Os sistemas de solventes para eluição da ocratoxi-
na A em colunas de sílica (Tabela 4), com detecção em
cromatografia em camada delgada, também foram inefi-
cientes. As recuperações obtidas ficaram entre 30 e 40%
e a toxina eluiu em mais de uma fração.

A maior recuperação obtida na eluição da ocratoxi-
na A em colunas de sílica com detecção em cromatogra-
fia líquida de alta eficiência (Tabela 5), foi de 56% no
sistema que utilizou clorofórmio para condicionar, cloro-
fórmio e metanol para lavar e tolueno/acetato de
etila/ácido fórmico (5+4+ 1) para eluir a toxina. O siste-
ma que utilizou tolueno/acetato de etila (6+4) para con-
dicionar e tolueno/acetato de etila/ácido fórmico
(50+49+ 1) para lavar a coluna, obteve uma recuperação
de 53% na fração 1. Nos demais sistemas a recuperação
foi abaixo de 30% ou nenhuma.

Para colunas de imunoafinidade, o procedimento
preconizado pelo fabricante das colunas A, mostrou-se
adequado para a recuperação do padrão de ocratoxina A.
O valor médio obtido de recuperação foi de 87,5 ±
14,8% e o desvio padrão relativo médio foi de 10%.

Limpeza dos extratos de café verde e torrado:
- Clarificação: Os extratos de café torrado, após

clarificação, apresentaram cor marrom escuro. Após a
partição para clorofórmio, uma emulsão foi formada e
quebrada com banho em ultra-som e as fases clorofórmi-
cas apresentaram-se turvas e de cor marrom. A camada
delgada, após revelação sob luz ultravioleta, mostrou
grande quantidade de co-extrativos sobre toda a região
de desenvolvimento inclusive sobre a região da ocratoxi-
na A. O clarificante sulfato de cobre apresentou-se ligei-
ramente mais eficaz que os demais, mas ainda sem pro-
piciar uma visualização adequada. Os mesmos extratos,
quando injetados em cromatografia líquida de alta efi-
ciência, apresentaram cromatogramas em que havia co-
extrativos fluorescentes, o que ocasionou a elevação da
linha de base até o final da escala. Quando utilizamos a
mesma metodologia para café verde e submetemos os
extratos em cromatografia líquida de alta eficiência,
houve um grande número de interferentes com o mesmo
tempo de retenção da ocratoxina A, não sendo possível
quantificá -la.

- Partição: O desengorduramento com ciclohexa-
no, antes da partição para clorofórmio, não apresentou
mudanças significativas na limpeza dos extratos, tanto
para café verde, quanto para café torrado.

- Limpeza em fase sólida: Os extratos de café
verde e torrado obtidos da extração que foram aplicados
em colunas de sílica e octadecilsilil (Tabelas 7 e 8) e sub-
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IOcratoxína A

li
ti

Figura 4. Perfil cromatográfico de uma amostra de café verde conta-
minado artificialmente com ocratoxina A .

metidos a cromatografia líquida de alta eficiência apresen-
taram limpeza ineficiente, com muitos interferentes apare-
cendo no mesmo tempo de retenção da ocratoxina A.

Os extratos de café, tanto verde como o torrado,
obtidos após limpeza em colunas de imunoafinidade,
apresentaram cromatogramas limpos (Figura 4), sem
interferentes no tempo de retenção da ocratoxina A,
garantindo uma quantificação adequada. O valor médio
de recuperação para 4 determinações de ocratoxina A em
amostras de café verde artificialmente contaminados ao

nível de 10 ng/g foi de 97,3 2,5% com coeficiente de
variação de 2,6%. Testes com café torrado mostraram
recuperações da mesma ordem de grandeza que com
café verde. Testes com café torrado mostraram recupera-
ções da mesma ordem de grandeza que com café verde.

Reutilização das colunas de imunoafinidade com
extratos de café verde: A Tabela 9 mostra os resultados
obtidos para a recuperação da ocratoxina A adicionada a
café verde em colunas de imunoafinidade de duas mar-
cas comerciais quando reutilizadas sucessivamente. A
marca A apresentou recuperações aceitáveis quando uti-
lizada até por 4 vezes. A marca B apresentou recupera-
ção mais baixa (73%) que a marca A (97%) já na primei-
ra utilização, e recuperação muito baixa na segunda uti-
lização, não podendo ser empregada mais de uma vez.

Embora o valor de compra das colunas de imunoa-
finidade seja alto, o estudo de reutilização das mesmas
demonstrou que as colunas de uma das marcas testadas
podem ser empregadas diversas vezes, o que reduziria o
custo das análises. Uma outra vantagem, que não deve
ser desprezada, está na pequena quantidade de solventes
orgânicos utilizados no procedimento, não expondo
assim o analista a vapores tóxicos.

O limite de detecção em amostras de cafés verdes e
torrados, após limpeza em coluna de imunoafinidade
quantificação em cromatografia líquida de alta eficiência
com fluorescência, foi determinado como preconizado
pela ACS1. Nas condições empregadas e já descritas para
cromatografia líquida, o limite de detecção foi de 0,7
ng/g. Este limite de detecção está na mesma ordem de
grandeza do relatado por autores que usam colunas de
imunoafinidade para limpeza dos extratos e cromatogra-
fia líquida de alta eficiência com fluorescência para quan-
tificação da toxina 16.17,19,28,29.Pequenas variações nos limi-
tes de detecção relatados nos diversos trabalhos podem
ser atribuídos à diferentes níveis de sensibilidade dos
detetores de fluorescência utilizados por cada laboratório.

Tabela 9. Teste de reutilização de colunas de imunoafinidade específicas para ocratoxina A de marcas diferentes.

Coluna Recuperação (%) ± desvio padrão

1a utilização 3a utilização 4a utilização

Marca A 97,3±2,5

2a utilização

74,3±32,386,3±12,3 73,8±19,9

Marca B 73±1,7 29,6±4,7

Recuperação em amostras de café verde artificialmente contaminadas com ocratoxina A ao nível de 10 ng/g. Resultados indi-
cam média e desvio padrão de 4 repetições por experimento no caso da marca A e 3 repetições por experimento no caso da marca
B.
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CONCLUSÕES

As técnicas de bancada que utilizam clarificantes e
partição para a limpeza em amostras de alimentos não
produziram resultados satisfatórios com relação a amos-
tras de café verde ou torrado. Da mesma maneira, as
colunas de extração em fase sólida de sílica, cianopropil
e octadecilsilil não apresentaram limpeza ou recuperação

adequadas para as amostras estudadas. Já as colunas de
imunoafinidade mostraram-se eficientes quanto à limpe-
za e à recuperação, tanto quando só o padrão foi adicio-
nado como com amostras artificialmente contaminadas.
A diferença exibida pelas colunas de marcas diferentes
na recuperação da ocratoxina A (97% e 73%) já durante
o primeiro uso, indicam a necessidade de testar as colu-
nas durante sua utilização

I RIALA 06/870 I
FURLANI, R.P.Z.; SOARES, L.M.V; OLIVEIRA, P.L.C. - Evaluation of methods for ochratoxin A
determination in green and roasted coffees. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 58(2) 87-98, 1999.

ABSTRACT: Different extraction solvents and cIeanup techniques for mycotoxins determination
were evaluated for green and roasted coffee. Classical techniques such as partition and cIarification as
well as solid phase extraction (silica, octadecylsilyl, cianopropyl and immunoaffinity columns) were
tested. Only immunoaffinity columns were capable to effectively remove interferents frorn coffee
extracts allowing ochratoxin A to be determined by HPLC and fluorescence detection at levels of 0,7
ng/g. Two commercial brands of immunoaffinity columns were evaluated for ochratoxin A recovery and
repeated use. Average recovery for one brand was 97% and was above 70% on the fourth use. Average
recovery for a second brand was 73% on the first use and below 30% on the second use.
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PRADO, G & OLIVEIRA, M.S - Comparação entre Elisa e cromatografia em camada delgada na
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RESUMO: Um método imunoenzimático (ELISA) e a cromatografia em camada delgada (CCD)
com comparação visual, foram comparados na determinação de aflatoxinas em amostras de amendoim
cru naturalmente contaminado. Para níveis de aflatoxina total até 50 ug/Kg não houve diferença signi-
ficativa (p < 0,001) entre os resultados obtidos pelos dois métodos. Para valores de afIatoxinas total
superiores a 50 ug/Kg, a técnica de ELISA foi estatisticamente equivalente à cromatografia em camada
delgada (p < 0,001) somente quando as amostras foram diluídas para obter níveis de aflatoxina total até
o máximo de 50 ug/Kg. Não foram observados falsos positivos ou negativos por ELISA quando com-
parado com cromatografia em camada delgada.

DESCRITORES:amendoim;atlatoxinas;cromatografiaem camada delgada;ELISA.

INTRODUÇÃO

Aflatoxinas são produtos do metabolismo secundá-
rio de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, que
contaminam as culturas no campo, os grãos durante o
armazenamento e também os produtos alimentícios des-
tinados ao consumo humano, apresentando atividade
carcinogênica, teratogênica e mutagênica."

No Brasil, têm-se estudado a presença de aflatoxi-
nas em vários alimentos de consumo humano, como
amendoim, arroz, feijão, trigo, milho, mandioca, sendo
que a maior contaminação com aflatoxinas ocorre em
amendoim e milho.7•19,2o.25,27

Para um controle e monitoramento eficientes, as
indústrias e os laboratórios oficiais dos Ministérios da
Saúde e Agricultura devem dispor de métodos analíticos
de boa sensibilidade, especificidade, rapidez e facilidade
de uso, além de boa exatidão e precisão.">

A quantificação de aflatoxinas pode ser realizada
por uma grande variedade de técnicas, sendo a crornato-
grafia em camada delgada (CCD) e a cromatografia
líquida de alta eficiência (CLAE) as mais utilizadas. A .
mais significativa vantagem da CCD é que é relativa-
mente barata, fornecendo adequada resolução para um
número considerável de amostras. A principal desvanta-
gem é a falta de potencial para a automação e a natureza
subjetiva da etapa de quantificação (para aqueles labora-
tórios que não possuem densitômetro), A metodologia
para CLAE apresenta alta sensibilidade e um grande
potencial para automação. Entretanto, requer equipa-
mentos caros e pessoal altamente especializado para
operação.v":"

Dificuldades associadas com CCD e CLAE na aná-
lise de micotoxinas têm levado ao desenvolvimento de
métodos imunológicos rápidos, como o teste enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). As vantagens

* Fundação Ezequiel Dias - Divisão de Bromatologia e Toxicologia - Núcleo de Micologia e Micotoxinas - Rua Conde Pereira Carneiro,
80 - Gameleira - Belo Horizonte / MG - 30510-010. Fone: (031) 3719462 Fax: (031) 3719463- E-mail: iommicol@funed.mg.gov.br
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oferecidas envolvem redução do tempo de análise, pro-
cedimentos simples de extração e capacidade de proces-
sar um grande número de amostras em um tempo redu-
zido.4.11.14.16O teste ELISA detecta e amplifica a reação
antígeno-anticorpo pela ligação covalente entre enzima-
anticorpo ou enzima-analito, cuja presença é posterior-
mente determinada pela adição de enzima no substrato.
A quantidade de substrato convertido a um dado tempo é
indicativo da concentração original do composto a ser
analisado+" No Brasil, apesar de alguns laboratórios de
análise de micotoxinas, executarem a técnica de ELISA
em seus procedimentos de rotina, seja como método de
triagem ou de quantificação, existe uma deficiência de
estudos comparativos com métodos oficiais ou com
aqueles já tradicionalmente utilizados e recomendados.

O objetivo deste trabalho foi comparar técnicas de
quantificação de aflatoxinas em amendoim em grão
naturalmente contaminado: a cromatografia em camada
delgada com quantificação visual, a mais utilizada no
Brasil" e a técnica de ELISA.

MATERIAL E MÉTODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Substrato
As amostras de amendoim em grão (1Kg) foram

previamente moídas, homogeneizadas e passadas em
tamiz 20 mesh. Posteriormente, fez-se o quarteamento
até aproximadamente 300 g e acondicionadas em frascos
plásticos e guardadas em freezer até o momento da aná-
lise (- lSOC).

2.1.2 Kit de ELISA
Foi utilizado o Kit Veratox para determinação quan-

titativa de aflatoxinas total (B
I
+ B

2
+G

I
+ G) da Neogen

Corporation. Esse material foi armazenado a uma tempe-
ratura de 2-8°C, conforme instrução do fabricante, e utili-
zado dentro do tempo de validade (06 meses).

2.2 MÉTODOS

2.2.1 Determinação de aflatoxinas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
A técnica utilizada foi basicamente a descrita por

VALENTE SOARES & RODRIGUES AMAYNs utili-
zada por um grande número de laboratórios no Brasil, e
recomendado pelo Programa Nacional de Micotoxinas.
A extração das aflatoxinas foi executada com amostras
em duplicata, de acordo com o item 2.1.1, que foram
colocadas em um copo de liquidificador com 270 mL de
metanol e 30 mL de KCl a 4%. Após a mistura por 3
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minutos em velocidade alta, filtrou-se em papel
Whatman n° 4. Para purificação, adicionou-se 150 mL de
sulfato de cobre a 10% e 50 mL de celite à 150 mL deste
filtrado. Após homogeneizar, a mistura foi filtrada em
papel de filtro Whatman n° 4. Esse segundo filtrado foi
submetido a uma partição líquido-líquido, empregando-
se alíquota de 150 mL do filtrado, 150 mL de água des-
tilada e 10 mL de clorofórmio (duas extrações). A partir
dos extratos clorofórmicos reunidos, transferiu-se 6 mL
para um frasco âmbar, Seguiu-se a evaporação em
atmosfera de nitrogênio até secura. Para a identificação e
quantificação das aflatoxinas, o resíduo foi diluído em
benzeno.acetonitrila (98:2), agitado por 1 minuto em
ultrasom e aplicado em cromatoplaca de sílicagel G-60,
de 250 mm de espessura e sem indicador fluorescente. O
desenvolvimento da cromatografia foi feito em tolueno :
acetato de etila : clorofórmio : ácido fórmico 90%
(70:50:50:20) segundo GIMENOlo. Após a corrida, a
placa foi seca a 105°C por lO minutos e examinada sob
luz ultravioleta à 360 nm. A quantificação foi feita após
comparação da intensidade das fluorescências das alí-
quotas da amostra, com a intensidade das fluorescências
dos padrões de concentração conhecida. Os teores das
aflatoxinas BI ' B2 ,GI e G2 foram somados, obtendo-se
valores de aflatoxina total.

2.2.2 Determinação de aflatoxina por ELISA
A técnica utilizada foi um ensaio competitivo dire-

to de ELISA que apresenta uma menor variabilidade na
análise". A extração das aflatoxinas foi feita em amostras
de 50 g, em duplicata, preparadas como descrito no item
2.1.1, que foram colocadas em um copo de liquidificador
com 250 mL de metanol a 70%, em água deionizada.
Após a mistura por 2 minutos em alta rotação, foram fil-
tradas em papel de filtro Whatman n° 1, recolhendo-se
pelo menos 150 mL do filtrado.

Para aquelas amostras, cujos níveis de aflatoxinas,
determinados pela técnica de cromatografia em camada
delgada (item 2.1.1), foram superiores a 50 f..tg/Kg,que é o
valor máximo da curva padrão de aflatoxina utilizado pelo
kit de ELISA da Neogen, foram feitas diluições dos filtra-
dos com Metanol 70%, a fim de se obter níveis de aflatoxi-
na dentro da curva padrão (até 50 ug/Kg)", Desta forma
foram obtidos para essas amostras dois resultados de aflato-
xina por ELISA: um sem e outro com diluição do extrato.

Para amostras com valores de aflatoxinas inferiores
a 50 ug/Kg, foram seguidos diretamente as instruções do
fabricante a partir do filtrado, obtendo-se portanto um
único resultado pela técnica de ELISA.

2.2.3 Análise estatística
Os valores de aflatoxinas obtidos pelas técnicas

descritas, por apresentarem uma proporcionalidade entre
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as médias e seus respectivos desvios padrões nos níveis
acima de 50 ug/Kg e violação dos limites naturais entre
as médias e desvios nos valores abaixo de 50 ug/Kg,
sofreram uma transformação logarítmica para serem
submetidos à análise de variância, sendo as médias com-
paradas pelo Teste t de Student a um nível de significân-
cia de 0,1%26.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados de aflatoxina total (Bj + B2 +G, + G)
das amostras de amendoim com valores inferiores a 50
ug/Kg estão apresentados na Tabela I. Em 27 amostras,
8 mostraram-se negativas, tanto pelo método ELISA
como pelo método CCD. Observa-se que não foram
registrados falsos negativos e falsos positivos quando se
compara as técnicas de CCD e ELISA.

Na Tabela 2 são mostradas as médias totais e os
respectivos desvios padrões das duas metodologias
empregadas, sendo que por ELISA a média geral foi
menor quando comparada à CCD. Resultados idênticos
foram obtidos por CRU et a19• Verificou-se também que
não houve diferença significativa ( p < 0,001 ) entre os
níveis de aflatoxina total obtidos por ELISA e CCD,
após análise de variância efetuada com os dados trans-
formados (item 2.2.3). AZER & COOPER3 compararam
os resultados de aflatoxinas totais obtidos em amendoim
e pasta de amendoim por ELISA e CLAE. Foi observa-
do um coeficiente de correlaçâo de 0,963 entre as duas
técnicas, e o Test t de Student mostrou que não havia
diferença significativa entre os resultados dos dois siste-
mas (p < 0,001). Entretanto, falsos negativos foram
observados na faixa de 2-4 ug/Kg. CRU et a19 observa-
ram também uma excelente correlação (0,91) entre
níveis de aflatoxina B quando foi quantificada em.,
diversos produtos agrícolas (milho, amendoim) por
ELISAe CCD.

No Brasil, a presença de aflatoxinas em alimentos
é regulada pela Resolução No. 34/76 do Ministério da
Saúde", que estabelece 30 ug/kg para a soma das aflato-
xinas Bj e G, ' e pela Portaria No. 183 do Ministério da
Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agrária',
que estabelece o limite máximo de 20 ug/kg, para a
somatória das aflatoxinas B" G" B2 e G2 acompanhando
o estabelecido pelos países do MERCOSUU3. Se seguir-
mos a legislação do Ministério da Agricultura e MER-
COSUL teríamos uma correspondência de 92,6% entre
os resultados apresentados por ELISA e CCD. Somente
as amostras 6 e 7 da Tabela 1 estariam fora dos padrões
legais se a metodologia utilizada fosse CCD. Pela técni-
ca de ELISA essas amostras estariam aprovadas (menor
que 20 ug/kg),

Tabela l. Níveis de aflatoxina total (B, + B2 + G, + G)
em amendoim em grão quantificados por cromatografia
em camada delgada e enzyme linked immunosorbent
assay (CCD e ELISA).

AMOSTRA
AFLATOXI NA TOTAL (fl9/Kg)*

CCO ELlSA
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

14
2
2

5,5
5,5
30,5
24
39,5
4,5
8
1,6
9,5
8,5
1,6
8

19,5
6,5
3,3
4,7
6,3
11,5
10,5
53,5
3

2,6
3
6

5,5
4,7

6,6
5
6
2

49,6

5
3

2,5
50

* Média de duplicata

Tabela 2. Média geral de aflatoxina total ( B, + B2 + G1

+ G2 ) em amendoim em grão quantificados por croma-
tografia em camada delgada e enzyme linked immuno-

sorbent assay (CCD e ELISA).

AFLATOXINA TOTAL (~tg/Kg)*

Método
CCD
ELISA

Média Total
8,64 a
7,77 a

Desvio padrão Total
13,9
13,4

* Médias seguidas da mesma letra na vertical não diferem entre
si pelo Teste t Student ao nível de 0,1% de probabilidade.
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Os resultados de aflatoxina total (B1 + B2 +G1 + G)
e as médias e desvios totais das amostras de amendoim
com valores superiores a 50 ug/Kg estão apresentados
nas Tabelas 3 e 4. Observando-se os valores médios de
aflatoxina total entre os diversos tratamentos verifica-se
que não há diferença significativa ao nível de 0,1%,
entre as técnicas de CCD e ELISA com diluição.
Entretanto, valores de aflatoxina obtidos por essas técni-
cas diferem significativamente com os níveis determina-
dos por ELISA sem diluição (p < 0,001). O fato da faixa
de concentração da curva padrão da técnica de ELISA
ser efetivamente de 5 a 50 ug/Kg, quantificações fora
deste intervalo possivelmente comprometem a exatidão
das respostas obtidas. Esses resultados sugerem que em
amostras com níveis elevados de contaminação, há uma
maior competição entre o analito livre e o analito ligado
a enzima com o anticorpo sensibilizado na cavidade de
ELISA, podendo resultar em indicações de níveis falsa-
mente menores de aflatoxina. Resultados idênticos
foram obtidos por OLIVEIRN1 quando aflatoxinas
foram quantificadas em milho por ELISA e CCD.

Tabela 3. Níveis de aflatoxina total (BJ + B2 + G1 + G2 )

em amendoim em grão quantificados por cromatografia
em camada delgada e enzyme linked immunosorbent
assay (CCD e ELISA com e sem diluição).

AFLATOXINA TOTAL ( g/Kg)*
Amostra CCO ELlSA c/dil. ELlSA s/dil.

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

440 512 283
161 93 27
727 436,5 170,5
602,5 777,5 272
53 45 10,5

573,5 244,5 157
821,5 810 352
192,5 85 52
1~ ~ 4

458,5 572,5 281
119,5 92 31
613,5 800 229,5
1000,5 1135 268,5
1938 1010 510
1145,5 1545 374
260 222,5 123
653 795 294,5
232,5 337,5 173,5
89 96,5 28,5
65 95,5 61,5
834 587,5 485
229 322,5 232
275,5 279 283,5
118 77 73,5
2587 1465 807

* Média de duplicata
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Tabela 4. Média geral de aflatoxina total ( BJ + B2 + G1

+ Go ) em amendoim em grão quantificados por croma-
tografia em camada delgada e enzyme linked immuno-
sorbent assay (CCD e ELISA).

AFLATOXINA TOTAL (ug/Kg)"

Método
CCD
ELISA c/dil.
ELISA S/dil.

Média Total
573,7a
442,5a
223,4b

Desvio padrão total
602,5
442,5
188,8

* Médias seguidas da mesma letra na vertical não diferem entre
si pelo Teste t Student ao nível de 0,1% de probabilidade.

Os coeficientes de variação (CV) dos ensaios
foram 28% e 7,9% para valores de aflatoxina total infe-
rior e superior a 50 ug/Kg, respectivamente. Os valores
de CV encontrados estão próximos aos observados nos
ensaios congêneres.v=">'

CONCLUSÃO

Os resultados obtidos sugerem a utilização do teste
de ELISA para quantificação de aflatoxinas em amostras
de amendoim com níveis inferiores a 50 ug/Kg . Para
valores superiores a 50 ug/Kg , os extratos devem ser
diluídos para a quantificação ou ELISA pode ser utiliza-
do apenas como método de triagem. Entretanto, novos
estudos devem ser executados com outros kits comer-
ciais e testes de recuperação devem ser realizados com
padrões em qualquer kit a ser utilizado, como uma roti-
na de controle de qualidade.
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ABSTRACT:Amethod of enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and a thin layer chroma-
tography were compared to determine the aflatoxins in naturally contaminated peanut samples. For val-
ues of total aflatoxin concentration until 50 ug/Kg , a significant difference was not observed at the Ievel
of p < 0,001 , when compared to the results obtained by the two methods. For values of total aflatoxin
concentration higher than 50 ug/Kg , the ELISA method was onIy statiscally equivalent to thin layer
chromatography ( p < 0,001 ) when the samples were diluted at maximum leveI of 50 ug/Kg. No false
positives and negatives were obtained by ELISA when it was compared with thin layer chromatography.
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RESUMO: Foi realizado um levantamento de ocorrência de aflatoxinas B" B2' G" G" ocratoxina
A e zearalenona em produtos alimentícios comercializados nas cidades de Rio Grande e Pelotas, RS.As
amostras, produtos de arroz (47), milho (39) e trigo (79), foram coletadas em supermercados nos anos
de 1996 e 1997. Foi empregado o multimetodo de camada delgada descrito por Soares (1987). A per-
formance deste para cada tipo de produto estudado foi avaliada e os indicadores foram semelhantes aos
da literatura para este tipo de método. Os resultados mostraram que 6,7% das amostras estavam conta-
minadas por micotoxinas. Os produtos de milho foram os que apresentaram níveis de aflatoxina B, (32
ug.Kg' ) acima dos limites permitidos pela legislação brasileira. OcratoxinaA foi encontrada em amos-
tras de arroz (48 e 19 ug.Kg') e trigo (18 e 26 ug.Kg'). Zearalenona esteve presente em amostras de
milho (163 ug.Kg' ) e farinhas de trigo (105 e 97 ug.Kg').

DESCRlTORES:aflatoxinas.ocratoxinaA e zearalenona,arroz, trigo e milho

INTRODUÇÃO

A motivação para as pesquisas em micotoxicolo-
gia, no Sul do Brasil como em outras regiões do mundo,
decorrem do fato de que contaminação fúngica e a pro-
dução de substâncias tóxicas (micotoxinas) são, direta
ou indiretamente, responsáveis por grandes prejuízos na
agropecuária regional. Diretamente por alterarem a qua-
lidade dos grãos, do ponto de vista agronômico e tecno-
lógico, e indiretamente, por provocarem a diminuição do

crescimento, da capacidade reprodutiva e até a morte de
animais que consomem os grãos contaminados. 5.6.14

A literatura menciona que para os humanos o
maior problema decorre da ação crônica das toxinas fún-
gicas, pois além da alteração do crescimento em jovens
e crianças, ocasionam distúrbios neurológicos, imunoló-
gicos e aparecimento de câncer em alguns casos.v":"

Muitos levantamentos sobre a ocorrência de mico-
toxinas vem sendo realizados no país, mas ainda há
necessidade de informações sobre produtos parcialmen-
te processados e muito empregados em preparos indús-
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triais e domésticos, tais como farinhas de trigo, deriva-
dos arroz e de milho. Isto porque a contaminação destes
é aleatória e dependente de uma série de fatores bióticos
e abióticos, nem sempre previsíveis. 1.2.9.11.12

A informação sobre a qualidade dos alimentos con-
sumidos pela população poderia vir a colaborar com a
ação preventiva, que vem sendo desencadeada pelo
Ministério da Agricultura e do Abastecimento, no senti-
do de oferecer alimentos seguros à população. Esta tam-
bém poderia indicar a necessidade de possíveis corre-
ções no sistema de produção dos estabelecimentos rurais
e industriais de transformação dos alimentos.

Dentre as dificuldades existentes para que estejam
disponíveis dados sobre a situação dos produtos comer-
cializados pode-se destacar a metodologia analítica, os
laboratórios com pessoal treinado e o custo das determi-
nações e a amostragem".

Assim, pensando em otimizar os recursos financei-
ros disponíveis e visando contribuir para a tomada de
medidas efetivas, no sentido de prevenir danos à saude
pública, o objetivo deste trabalho foi realizar sistemáti-
camente levantamento de ocorrência de aflatoxinas BI'
B2' G1, G2, ocratoxina A e zearalenona em derivados de
trigo, arroz e milho, destinados ao consumo humano,
comercializados na região sul do Rio Grande do Sul, nos
anos de 1996 e 1997.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Amostragem

A coleta de amostras realizou-se no ano de 1996 e
1997 nas lojas de três grandes redes de supermercados
existentes nas cidades de Rio Grande e Pelotas, região
sul do Rio Grande do Sul. Antes do início da coleta
foram identificadas as três marcas mais consumidas de
arroz branco, parboilizado e integral; de milho para pipo-
ca, para canjica, fubá e farinhas de trigo especial, inte-
gral e farei o de trigo. Os farelos de arroz, por não esta-
rem disponíveis no comércio, foram tomados em dife-
rentes engenhos da região.

Em cada estabelecimento foram coletados um
número de pacotes de um quilograma de cada produto de
cada marca que representassem aproximadamente 0,5%
do total disponível nas prateleiras do estabelecimento no
momento da coleta.

Após cada amostragem os produtos de mesmo tipo
e marca, provenientes de diferentes pontos de coleta,
foram misturados para formar um lote, que posterior-
mente era quarteado para a tomada da amostra analítica.

Foram formados 79 lotes de derivados de trigo
constituidos por farelo (9), farinha integral (21) e farinha
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especial (49). Os derivados de milho formaram 39 lotes
constituidos por milho de pipoca (9), fubá (21) e milho
para canjica (9). Derivados de arroz coletados compuse-
ram 47 lotes formados por arroz integral (12), arroz par-
boilizado (12), arroz branco (15) e farei o (8).

2. Avaliação da eficiência do método analítico

O multimétodo de camada delgada, proposto por
Soares", foi avaliado quanto a sua eficiência para o labo-
ratório em que se realizou este trabalho.

Foram testadas a recuperação em três níveis, a
repetibilidade e o limite de detecção para aflatoxina B 1

(10,20,50 flg.Kgl), ocratoxina A (15, 25,50 flg.Kgl) e
zearalenona (50, 100, 150 ug.Kg') em um representante
de cada tipo de matriz estudada. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

Para representar os produtos derivados do arroz, do
trigo e do milho foram utilizados respectivamente o
arroz branco, a farinha de trigo especial e o fubá.

3. Triagem e quantificação

Foram utilizadas placas prontas de silica gel G 60
com 0,25 mm de espessura (Wathman) como fase esta-
cionária. Para eluição das toxinas foi empregado o siste-
ma solvente tolueno : acetato de etila : ácido fórmico

(5 : 3 : 0,5) para triagem e para a quantificação o
mesmo com o ácido fórmico na proporção de 1.A visua-
lização da presença de toxinas padrão e nos extratos de
amostras foi sob luz ultravioleta de ondas longas e curtas.

Para confirmação foram empregadas co-cromato-
grafia e derivação química".

RESULTADOS E DISCUSSÁO

Amostragem

Em vista da disponibilidade de recursos financeiros
a amostragem enfatizou aqueles produtos que são consu-
midos em maior quantidade e frequência, sempre com o
cuidado de garantir a representatividade das amostras.
Os farelos de trigo e arroz, pouco consumidos em ali-
mentação humanas, foram analisados pelo risco de con-
taminação direta e indireta que oferecem.

Os lotes formados foram compostos por produtos
de mesmo tipo e marca, e, sempre que possível com a
mesma data de fabricação. A grande dificuldade com
este procedimento foi encontrar todos os produtos e
marcas em todas as ocasiões em que se realizavam as
coletas.
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Eficiência do Método Empregado

A eficiência do multimétodo de Soares", que vem
sendo largamente empregado pelos laboratórios nacio-
nais por sua sensibilidade, precisão, exatidão, simplicida-
de e custo acessível; foi avaliada, pois para cada tipo de
produto a presença de interferentes e de falsos positivos
em função de sua matriz, Os reagentes e os procedimen-
tos do analista também influenciam os resultados e preci-
sam estar considerados quando se pretende implantar
uma rotina de avaliação de ocorrência de micotoxinas.

Na Tabela 1 estão os resultados médios de três
repetições do estudo da recuperação; os coeficientes de
variação e os limites de detecção para aflatoxina B I'

ocratoxina A e zearalenona em arroz branco, farinha de
trigo especial e fubá que não se apresentaram contamina-
dos durante a triagem.

A micotoxina de mais altos limites de detecção foi
a zearalenona, em termos de repetibilidade a aflatoxina
B 1 foi a de menor variabilidade, como vem sendo relata-
do por outros autores que tem utilizado esta metodologia
no país. 2,9,11,14

Tabela 1. Recuperação, coeficiente de variação e limite de detecção de aflatoxina B
"
ocratoxina A e zearalenona

em diferentes produtos *

Arroz branco Farinha de trigo Fubá

Recuperação (%) Média 3 níveis (CV) Média 3 níveis (CV) Média 3 níveis (CV)
Aflatoxina B j 84 (5,1%) 91,5 (4,3%) 83 (5,8%)
Ocratoxina A 78 (6,3%) 82,7 (5,6%) 77 (3,8%)
Zearalenona 75 (6,4%) 88 (4,3%) 85 (6,0%)
Coef.Variação(% )
Aflatoxina B j 18 12 17
Ocratoxina A 19 16 23
Zearalenona 20 21 18
Lim.Detecção ug.Kg'
Aflatoxina Bj 2,5 1,9 4,0
Ocratoxina A 6,0 6,0 8,5
Zearalenona 45 40 32

CV: coeficiente de variação entre os níveis de contaminação
*média de três repetições

O método apresentou melhor eficiência quando
aplicado a farinhas de trigo. No caso do arroz os resulta-
dos dos indicadores de eficiência do método foram atri-
buídos a maior dificuldade em se uniformizar a granulo-
metria da amostra. Na etapa de triagem, o fubá apresen-
tava muitos interferentes que dificultaram a determina-
ção das micotoxinas. No aspecto geral todos os indicado-
res de eficiência testados não diferiram dos mencionados
em literatura.

Resultados

O arroz e seus derivados estão entre produtos agro-
pecuários de maior volume de produção e comercializa-
ção na região sul do Rio Grande do Sul. Os grãos de

arroz são beneficiados para obtenção de arroz integral,
branco e parboilizado. O fareI o resultante destes proces-
sos é utilizado para extração de óleo. Pode-se estimar a
partir da diversidade de produtos e dos hábitos de consu-
mo a grande exposição da população a substâncias tóxi-
cas, no caso destes produtos estarem contaminados.

A agroindústria, que processa grãos de trigo, está
também, entre as que mais fornecem produtos destina-
dos ao consumo humano. Diariamente são consumidos
diversos produtos preparados em ambiente doméstico ou
comercial com farinhas comum, especial e integral. Os
tratamentos efetuados nos grãos, para dar origem a estes
insumos, removem parcialmente a contaminação porém
manuseios posteriores ao beneficiarnento, tais como
embalagem, armazenamento e comercialização podem
propiciar a recontaminação.
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o milho, dentre os cereais estudados, é consumido
na forma de grão principalmente na alimentação animal.
Beneficiado é consumido na forma de farinhas de várias
granulometrias. Milho para pipoca e canjica são princi-
palmente consumidos na alimentação infantil, sem mui-

tos tratamentos que propiciem grande diminuição nos
níveis de micotoxinas, quando presentes no grão.

Na Tabela 2 aparecem os resultados da triagem e
quantificação das micotoxinas aflatoxina BI, B2, GI,G2,

ocratoxina A e zearalenona.

Tabela 2. Amostras suspeitas e contaminadas dos produtos estudados

Tipo de Produto Micotoxina Amostras Níveis Detectados
Suspeita Confirmadas f..lg.Kg'l

Farelo de arroz Aflatoxinas (4) 1 48
Ocratoxina A (2) 1 35

Arroz Integral Aflatoxina BI (3) nd
Ocratoxina A (2)

Arroz Parboilizado AflatoxinaB 1(2) nd
Ocratoxina A (2) 19

Arroz Branco Zearalenona (2)
Ocratoxina A (2) nd

Total 19 3

Farelo de trigo Ocratoxina A (4) 1 18
Zearalenona (3) 1 105

Farinha integral Aflatoxina BI (3) nd
Zearalenona (1) 1 97

Farinha especial Zeralenona (2) nd
Ocratoxina A (2) 1 26

Total 15 4

Milho pipoca Aflatoxinafs, (3) 1 32
AflatoxinaG 1 (3) nd
OcratoxinaA(2) nd

Fubá AflatoxinaB P) 1 30
Aflatoxinals.t l )

Canjica Aflatoxinas (3) 1 BI 163
Zearalenona(2 )

Total 17 4

- nd: não detectado
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A tabela acima mostra farelos de arroz e de trigo
contaminados. Os fareIo são constituidos principalmente
pelas porções mais externas dos grãos, a mais exposta a
contaminação fúngica, além disso por se tratar de um
subproduto os cuidados no seu manuseio não seguem
condições rígidas de higiene 1.

A contaminação do arroz parboilizado poderia ser
justificada pelo fato que este foi submetido a um proces-
so de encharcamento prévio ao descascamento que pode-
ria propiciar a migração de micotoxinas de porções mais
externas para o interior do grão 4.

Em derivados de grãos de milho a micotoxina mais
frequentemente detectada foi a aflatoxina B1' inclusive
em níveis superiores aos permitidos pela Resolução
34/76, do Ministério da Saúdes e Portaria 183 do
Ministério da Agricultura', o que vem sendo frequente-
mente relatado na literatura 2.9.11.

É interessante observar que o número de produtos
falsos positivos foi alto (30, 9%) no conjunto de amos-
tras analisadas, porém considerando cada tipo de produ-
to estudado o milho se destacou com 28,2% de amostras
suspeitas de contaminação. Os derivados de trigo foram
os que apresentaram o menor número de falsos positivos,

o que já era esperado pelos resultados dos testes de ava-
liação da metodologia.

Os produtos analisados neste trabalho não são
muito frequentes nos levantamentos de outros países,
pois trata-se de uma amostragem regional, porém os
níveis e a frequência da ocorrência podem ser considera-
dos baixos". Cabe salientar que na maioria dos relatos
são analisados produtos pouco processados, diferente
deste caso em que foram coletados alimentos prontos
para preparo doméstico ou industrial.

Em qualquer caso a presença de micotoxinas em
produtos destinados ao consumo humano coloca em
risco a segurança da saúde da população e deveriam ser
tomadas providências no sentido de minimizar ou alertar
sobre o problema, sempre salientando o aspecto crônico
do efeito da contaminação.

Os resultados demonstram também a necessidade
de um controle mais rígido da qualidade dos produtos
alimentícios, no sentido da contaminação por micotoxi-
nas e suas transformações ao longo de toda a cadeia pro-
dutiva.

A Figura 1 ilustra a distribuição percentual de ocor-
rência de micotoxinas nos produtos estudados.

8
7
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3
2
1
O

ARROZ MILHO

Figura 1 - Distribuição percentual de micotoxinas nos diferentes produtos

A figura acima mostra que não houve ocorrência
simultânea de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona
em todas as amostras estudadas e que no conjunto de
produtos avaliados a ocorrência é inferior a 3%.

CONCLUSÕES

O multimétodo de camada delgada para detecção
das micotoxinas analisadas apresentou eficiência adequa-

AFLA
.OTA
OZEA

TRIGO TOTAL

da para todas as matrizes deste levantamento, pois os
valores de recuperação foram superiores a 75%, coeficien-
tes de variação entre 12 e 23% e limites de detecção entre
1,9 ug.Kg' (aflatoxina B1) e 45 ug.Kg' (zearalenona) .

Os resultados do levantamento levam a concluir
que, no ano de 1996 e 1997 no comércio da região sul do
Rio Grande do Sul:

- o maior número de falsos positivos ocorreu em
amostras de milho (56%);
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- um total de 6,7% das amostras avaliadas esta-
vam contaminadas pelas micotoxinas objeto deste
estudo;

- os insumos derivados de milho (15,4%) são os
mais contaminados, seguidos pelos de arroz (5%) e de
trigo (5%);

a única micotoxina, detectada em níveis acima do
permitido pela legislação do Ministério da Saúde e da

Agricultura, foi a aflatoxina B I em farelo de arroz (48
ug.Kg') e milho para pipoca (32 ug.Kg'),
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ABSTRACT: A survey about occurrence of aflatoxins B 1, B2, G 1, G2 ochratoxin A and zearale-
none in food products comercialized in the cities Rio Grande (RS) and Pelotas (RS) was conducted. The
samples - products of rice (47), com (39) and wheat (79) - were purchased on the supermerkets
during 1996 and 1997. Simultaneous method of thin layer chromatograph described by Soares (1987)
was used. The performance for each studied matrix was evaluated and it was in conform to literature.
The results showed that 6,7% 01' samples was contamined with analysed mycotoxins. Com products had
aflatoxin B llevels that exceeded Brazilian legislation «32 ug.Kg-I ). Ochratoxin A was founded in rice
products (48 e 19 ug.Kg-I ) and wheat (8 e 26 flg.Kg-l). Zearalenone was present in com samples (163
flg.Kg-l ) and wheat meals (105 e 97 flg.Kg-l).

KEY WORDS: aflatoxins, ochratoxin A and zearalenone, rice, com, wheat.
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ESTUDO DA VARIAÇÃO DO TEOR DE NITRITOS E NITRATOS EM EMBUTIDOS
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TURRA, M. & AYUB, M.A.Z. - Estudo da variação do teor de nitritos e nitratos em embutidos colo-
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RESUMO: Nitratos e nitritos são aditivos largamente utilizados em produtos cárneos, por contri-
buírem para a fixação da cor róseo-avermelhada da carne curada, um fator altamente desejável do ponto
de vista sensorial, além de possuírem comprovada ação bacteriostática. Estes conservantes apresentam,
entretanto, efeitos tóxicos à saúde humana, sendo seu uso e controle objeto de pesquisa no mundo intei-
ro. No Brasil, são abundantes os pequenos fabricantes de embutidos "coloniais" (uma designação regio-
nal), que se caracterizam por métodos artesanais de fabricação, quase sempre sem um controle técnico
quanto às especificações dos produtos. Neste trabalho, foi investigada a variação quantitativa destes
conservantes praticada por estes produtores. A cidade de Blumenau foi escolhida para a realização do
levantamento quantitativo destes compostos, porque constitui-se em uma localidade com forte tradição
na fabricação de embutidos cárneos. Foram escolhidos 9 produtores selecionados aleatoriamente dentre
os 18 cadastrados pelo Serviço Municipal de Inspeção daquela cidade. Obteve-se a média semanal das
amostras de lingüiças defumadas de cada produtor individualmente. O experimento estendeu-se por três
semanas e foi possível observar uma significativa heterogeneidade, sem um critério técnico na utiliza-
ção destes aditivos, por parte dos produtores. Tanto para nitritos, como para nitratos, observou-se ainda
que a quantidade utilizada ficou muito abaixo dos valores recomendados pela legislação, implicando em
possíveis riscos à saúde pública e redução da vida-de-prateleira dos produtos.

DESCRITORES: Nitritos; Nitratos; Aditivos Alimentares; Saúde Pública; Embutidos Artesanais

INTRODUÇÃO das carnes curadas', e retardam a oxidação de lipídeos,
fatores sensoriais essenciais para a aceitação destes pro-
duros.'>" Além disso, estes aditivos possuem comprova-
da atividade bacteriostática, notadamente sobre bactérias
do gênero Clostridium, especialmente em alimentos de
baixo pH, o que contribui para a preservação destes ali-
mentos, evitando riscos de envenenamentos alimenta-
res.v" Seus usos como aditivos para estes fins estão bem

Nitritos e nitratos são aditivos tradicionalmente uti-
lizados na fabricação de diversos alimentos e, em espe-
cial, em embutidos e carnes curadas devido às suas pro-
priedades de conservação. Os nitritos combinam-se com
a mioglobina da carne, dando origem ao pigmento oxi-
donitrosomioglobina, responsável pela cor avermelhada

1 Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI), SC- Médica Veterinária (UFPEL) -Especialista em Vigilância Sanitária (Fund. Osvaldo Cruz)
E-mail: marilenaturra@zip.com.br

2 Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos (ICTA), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gonçalves, 9500,
Caixa Postal 15090, CEP 91501-970, Porto Alegre, RS, Brasil; E-mail: mazayub@vortex.ufrgs.br
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documentados.v":" Apesar disto, inúmeros estudos
demonstram que nitritos e nitratos sofrem reações de
nitrosação e decompõem-se gerando nitrosaminas, com-
postos cuja toxicidade é bem documentada, estando seu
consumo excessivo possivelmente associado ao surgi-
mento de câncer gástrico e outras formas de cân-
cer.,,2.5,8.1O.11.14,19 Portanto, a utilização destes aditivos em
alimentos é rigorosamente controlada por legislação em
todo o mundo. No Brasil, os limites do uso de aditivos
são regulamentados pela Resolução n." 4 de 24 de
novembro de 1988 do Ministério da Saúde", sendo esta-
belecido o limite de 200 ppm de nitrito em produtos cár-
neos curados (exceto o charque) e o limite de 500 ppm
de nitrato. Desta forma, um controle rigoroso da utiliza-
ção de nitritos e nitratos em carnes curadas e embutidos
é necessário do ponto de vista de saúde pública. Em
nosso país, existe um grande número de pequenos produ-
tores rurais de embutidos que, muito embora, na maioria
dos casos, estejam regularmente registrados junto aos
órgãos de inspeção locais, regionais ou federais, carecem
de condições técnicas e/ou informações que os permitam
utilizar corretamente aditivos e outros elementos de for-
mulação. Esta prática implica em potencial risco à saúde
pública, uma vez que seus produtos - com o forte apelo
mercadológico de "produtos coloniais" - são bastante
consumidos pela população em geral.

Neste trabalho objetivou-se avaliar quantitativa-
mente a prática da adição de nitritos e de nitratos em
embutidos coloniais defumados produzidos artesanal-
mente. Como modelo de estudo, foi escolhida a cidade
de Blumenau, SC, para a realização do levantamento
quantitativo destes compostos, porque constitui-se em
uma localidade tradicionalmente produtora de embutidos
cárneos. Com os resultados obtidos, pode-se inferir
sobre a necessidade de futuros estudos em outras locali-
dades do país e, mais importante, estabelecer uma rede
de informações que auxilie os produtores sobre o uso
correto - quantitativa e qualitativamente - de aditivos
permitidos por lei.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostragem. A experimentação prática foi efetua-
da com produtores da região de Blumenau, SC, por tra-
tar-se de uma região com forte tradição na confecção de
embutidos cárneos e defumados. Os produtores foram
escolhidos aleatoriamente, perfazendo um total de 9
fabricantes (n=50%) dentre os cadastrados pelo Serviço
Municipal de Inspeção daquela cidade. O produto esco-
lhido para a investigação foi a lingüiça defumada porque
esta apresenta uma vida-de-prateleira estimada empirica-
mente em 15 dias pelos produtores, quando mantida à
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temperatura ambiente. Tal fato estimularia o produtor a
utilizar concentrações maiores de nitritos e de nitratos.

Cada produtor contribuiu com três amostras por
lote, produzido semanalmente. As amostragens foram
feitas aleatoriamente pelos autores, na própria indústria.

As peças individuais de lingüiças suínas defuma-
das possuíam peso médio de 200g. As condições de cole-
ta e transporte sofreram poucas oscilações nos períodos
compreendidos entre cada análise, ou seja, durante as
três semanas do experimento o procedimento rotineiro
de coleta de amostras para análise físico-química foi o
mesmo. Imediatamente após à amostragem, as lingüiças
eram levadas ao laboratório onde as análises eram inicia-
das no mesmo dia.

Para que não houvesse comprometimento entre as
marcas de cada produto, sua identificação junto ao labo-
ratório do Ministério da Agricultura (São José, SC), foi
feita por números compreendidos entre 1 e 9.

Foram efetuadas três coletas, em 3 semanas conse-
cuti vaso O total de produtos analisados foi de 81 (oitenta
e um).

Preparo das amostras. Foram moídas e homogenei-
zadas 200 g da amostra, operando com suficiente rapi-
dez, para evitar que o produto desidratasse, sendo anali-
sadas imediatamente.

Método de Determinação de Nitratos e Nitritos. A
metodologia empregada seguiu rigorosamente os méto-
dos analíticos do Ministério da Agricultura' e os descri-
tos por SENZEL & REYNOLDS15 e por TRUGO &
LASZL020 com detalhes sobre os procedimentos e o pre-
paro das soluções de trabalho. Todos os reagentes utili-
zados foram de grau analítico. Os nitritos e nitratos
foram extraídos em meio aquoso, e identificados por
espectrofotometria, utilizando-se o Reativo de
Zambelli.>" Os nitratos foram reduzidos a nitritos atra-
vés da passagem do filtrado por uma coluna de cádmio.
Para quantificar os nitratos, obteve-se uma diferença
entre nitritos totais e iniciais. Para cada determinação,
uma curva padrão foi construída utilizando-se soluções
padrão de NaN03• Os resultados finais foram apresenta-
dos como ppm de nitritos ou nitratos em relação ao pro-
duto integral. Os gráficos representam a média de três
determinações.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Análise da variação do conteúdo de nitritos.

Os gráficos apresentados nas Figuras 1, 2 e 3 repre-
sentam os resultados obtidos para a análise do teor de
nitritos dos nove produtores (n=50%) ~e lingüiça defu-
mada para um período de três semanas. E possível obser-
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var uma grande variabilidade no critério de utilização de
nitritos entre os produtores, com os níveis variando em
mais de 22 vezes entre si (produtores 5 e 7) e em até 4
vezes para o mesmo produtor em semanas diferentes
(produtor 7). Este fato demonstra uma falta de metodo-
logia empregada na fabricação de produtos embutidos
coloniais, com conseqüentes prejuízos à qualidade do
produto e levantando uma preocupação quanto aos riscos
à saúde pública advindos desta prática. Pode-se observar
claramente que, mesmo o produtor 5, que apresentou os
níveis mais altos de nitrito em todas as amostragens
(ppm NOo = 32,92±1O,65) está muito aquém do limite
permi tido -pela Iegi slação brasileira, que é de 200 ppm.
Embora níveis reduzidos de nitritos possa representar
uma melhoria quanto à questão dos efeitos tóxicos e car-
cinogênicos associados a estes aditivos,':":" sua baixa
concentração pode representar um sério risco de não for-
necer as características de conservação esperadas, com
uma possível diminuição da vida-de-prateleira destes
produtos. Além disso, também pode aumentar os riscos
de envenenamento alimentar causado pelo desenvolvi-
mento de bactérias potencialmente perigosas, especial-
mente C. botulinum. Este fato é particularmente impor-
tante no Brasil devido às condições de higiene praticadas
por pequenos produtores, associados às temperaturas de
estocagem, transporte e comercialização, nem sempre
adequadas. Nos Estados Unidos, o teor de nitritos em
embutidos reduziu em cerca de 80% nos últimos anos,
sendo hoje de cerca de 15 ppm para produtos similares
aos do escopo deste trabalho." Comparado com este
valor, oito dos nove produtores (excetuando o de núme-
ro 5), apresentaram teores médios de nitrito bem inferio-
res (ppm NO = Ia sem.: 5,74; 2" sem.: 7,25; 3" sem.:
4,07). É importante notar ainda, que a redução de nitri-

tos nos produtos americanos foi acompanhada paralela-
mente pelo aumento do teor de ascorbatos e pela melho-
ria dos processos produtivos, nenhuma destas práticas
sendo observadas para o universos amostrado.

Análise da variação do conteúdo de nitratos.

Na análise do teor de nitratos a variabilidade de cri-
térios adotados pelos produtores também ficou evidencia-
da, como demonstram os resultados grafados nas Figuras
4,5 e 6, embora o perfil de variabilidade tenha sido bas-
tante diferente daquele observado para o caso de nitritos.

Observou-se uma variabilidade de até trinta vezes a
diferença entre o maior e o menor valor medido (produtor
1, 2a sem. e produtor 9, 1"sem., respectivamente). Os resul-
tados também acusaram grandes variações para um mesmo
produtor, entre semanas diferentes. Assim, por exemplo, os
produtores 1 e 7 apresentaram as maiores variações, com
níveis de nitratos oscilando em cerca de 24 e 15 vezes res-
pectivamente, comparando-se os menores e maiores teo-
res. Não obstante à grande variação do teor de nitratos,
seus valores sempre ficaram aquém do limite máximo per-
mitido pela Resolução Normativa na 4 de 24 de Novembro
de 1988 do Ministério da Saúde, que fixa o valor máximo
de 500 ppm para este conservante. Os resultados obtidos
neste trabalho contrastam com os publicados por SOUZA
et al" e TAVARES et al" para amostras de embutidos do
Estado de São Paulo pois os níveis de nitrito e nitratos
encontrados naqueles estudos foram sempre superiores aos
observados por nós e, em alguns casos, estavam acima do
permitido pela legislação brasileira. Os resultados obtidos
para os níveis de nitratos reforçam as observações feitas
anteriormente quanto à qualidade das práticas produtivas
deste tipo de industrialização.
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Figura 1 - Análise de variação do conteúdo de nitritos em lingüiça defumada - Ia semana. Resultados representam a média de 3 amostras
por produtor, numerados de 1 a 9. Valores dados em ppm NO,.

115



TURRA, M, & AYUB, M.A.Z. - Estudo da variação do teor de nitritos e nitratos em embutidos coloniais: Possíveis implicações para a Saúde Pública. Rev.
Inst, Adolfo Lutz, 58(2): 113-120, 1999.

25
20

N
O 15z
E 10c.c.

5

O
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Produtores
Figura 2 - Análise da variação do conteúdo de nitritos em lingüiça defumada - 2a semana. Resultados representam a média de 3 amostras
por produtor, numerados de 1 a 9. Valores dados em ppm NO,.
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Figura 3 - Análise de variação do conteúdo de nitritos em lingüiça defumada - 3a semana. Resultados representam a média de 3 amostras
por produtor, numerados de I a 9. Valores dados em ppm NO,.
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Figura 4 - Análise de variação do conteúdo de nitratos em lingüiça defumada - I a semana. Resultados representam a média de 3 amostras
por produtor, numerados de 1 a 9. Valores dados em ppm N0
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Figura 5 - Análise de variação do conteúdo de nitratos em lingüiça defumada - 2a semana. Resultados representam a média de 3 amostras
por produtor, numerados de 1 a 9. Valores dados em ppm N0
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Figura 6 - Análise de variação do conteúdo de nitratos em lingüiça defumada - 3a semana. Resultados representam a média de 3 amostras
por produtor, numerados de 1 a 9. Valores dados em ppm NO,.

CONCLUSÕES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que os
produtores não obedeceram a um padrão técnico pré-
determinado. Possivelmente por esta razão, desconhe-
cem a respectiva legislação referente à utilização destes
compostos e consequentemente as prováveis implica-
ções da manipulação sem critérios de nitratos e nitritos.

As sub-doses registradas através das médias sema-
nais, não promovem proteção antibacteriana adequada.
Como conseqüência o produto teve sua vida-de-pratelei-
ra reduzida (resultados não mostrados) dispersando a
qualidade e, consequentemente, o valor de mercado.

Os valores encontrados estavam aquém do limite
legal permitido, com valores muito heterogêneos durante
as três semanas. Considera-se aconselhável que órgãos
responsáveis pelo assessoramento de produtores rurais,
realize programas de esclarecimento e treinamento permi-
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tindo assim que os mesmos conheçam o critério técnico de
manipulação dos nitratos e nitritos. Recomenda-se tam-
bém um acompanhamento técnico permanente e a realiza-
ção de coletas e análises periódicas por laboratório oficial.

Através dos resultados obtidos seria possível esta-
belecer um programa propondo a utilização somente de
nitratos e de inibidores da reação de nitrosação, especial-
mente ascorbatos, diminuindo assim os riscos da forma-
ção de nitrosaminas, sem que com isso a qualidade final
do produto fosse comprometida.
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TURRA, M. & AYUB, M. A. Z. - Studies of the Content Variability ofNitrites and Nitrates in Cottage
Sausage: Possible PubIic Health ImpIications. Rev, Inst. Adolfo Lutz 58(2):1999.

ABSTRACT: Nitrites and nitrates are food additives used in Iarge amounts in meat products
since they contribute to the red colour fixation of cured meat, which is a highly desirable characteristic
in sensory evaluation, and also because these components present bacteriostatic action. They possess,
however, possible toxic effects to health, being their use and controI the subject of world wide
concern and research. ln Brazil, there are many smaIl producers of cottage sausage whose methods of
production do not follow any technical guidance. ln this work it was investigated the quantitative
variation of nitrites and nitrates added to these products. Producers from the city of Blurnenau, state
of Santa Catarina, south of Brazil, were chosen to run this study because the region represents a
traditional centre of these kind of small industries. Nine out of eighteen producers (n==50%) were
randomIy chosen among those registered by the Municipal Health lnspection Service. Calculations
were based on a three week sampling program, with results representing the average value of every
week. It was possible to identify a significant heterogeneity among producers and sarnples, showing
a c1ear lack of technical cri teria in the use of these additives. For both nitrites and nitrates observed
amounts utilised were always well below of those recommended by Brazilian legislation, indicating
possible risks to public health through bacteria contamination.

Key words: Nitrites; Nitrates; Food Additives; Public HeaIth; Cottage Sausage producers.
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BARBOSA, M. L. et al, - Detecção de vírus Dengue sorotipos 1 e 2 pela técnica de immunoblotting
utilizando proteínas recombinantes. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 58(2): 121-127, 1999

RESUMO: Os vírus dengue são patógenos que vêm afetando milhões de pessoas durante os dois
últimos séculos. No presente trabalho, comparou-se a técnica tradicional de MAC-ELISA e o teste de
Immunoblotting, utilizando-se proteínas recombinantes, para pesquisa de anticorpos da classe M, con-
tra os vírus Dengue sorotipos 1 e 2. Foram testadas 100 amostras de soro de pacientes, com suspeita clí-
nica de dengue, por MAC-ELISA e Immunoblotting. Estes soros quando submetidos ao MAC-ELISA
resultaram 56 positivos para dengue e 44 negativos. Estas mesmas amostras avaliadas por
Immunoblotting revelaram 56 soros negativos, 36 soros positivos para DEN-l, 6 para DEN-2 e 2 para
DEN-l e 2.

Proteínas recombinantes (DEN-l e DEN-2) utilizadas como antígeno em Immunoblotting possibi-
litam um diagnóstico diferencial dos sorotipos de dengue circulantes em determinada área, enquanto o
teste de MAC-ELISA apesar de sensível e rápido não tipifica o sorotipo de dengue, dado importante
durante os períodos de epidemias.

DESCRITORES: Dengue, MAC-ELISA, Immunoblotting, proteínas recombinantes

1. INTRODUÇÃO mais da metade da população humana está exposta à
picada destes artrópodos. Na maioria dos casos de infec-
ção, ocorre a febre do dengue clássico ou a febre indife-
renciada, porém a febre hemorrágica do dengue pode
acontecer evoluindo para choque (síndrome de choque),
ocasionando morte do paciente-".

Os vírus Dengue são arbovírus que pertencem ao
gênero Flavivirus, família Flaviviridae. Até o momento

Os vírus Dengue vêm infectando milhões de pes-
soas durante os dois últimos séculos. A historia natural
da doença está ligada ao meio ambiente e a hábitos
domésticos da população. São transmitidos principal-
mente pelo mosquito Aedes aegypti, porém outros Aedes
ssp, encontrados nos trópicos, são vetores potenciais e

1 Pesquisador Cientifico do Instituto Adolfo Luz, Laboratório Central
2 Professor da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, USP
3 Yale University School of Medicine, Yale Arbovirus Research Unit, Department of Epidemiology and Public Health, New Haven, CT, USA
4 Professor da Faculdade de Medicina Veterinária, USP
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são conhecidos quatro sorotipos distintos do vírus
Dengue: sorotipo 1 (DEN-l), sorotipo 2 (DEN-2), soro-
tipo 3 (DEN-3) e sorotipo 4 (DEN-4). A exemplo de
outros flavivírus apresentam envelope, nucleocapsídeio
e genoma formado por um RNA de fita simples, senso
positivo e aproximadamente 11 kb4.21.z9.3o.Um aspecto
importante do genoma destes vírus é a presença de uma
estrutura conhecida como Open Reading Frame (ORF).
Este ORF é responsável pela codificação de uma poli-
proteina, a qual é processada em 3 proteínas estruturais e
7 não estruturais". Entre as três proteínas estruturais
(core [C], membrana [M] e envelope [E]) a proteína E
tem um papel importante na biologia do vírus uma vez
que é responsável por varias atividades biológicas
incluindo montagem do vírus (maturação), fusão celular
e imunogenicidade induzindo anticorpos neutralizantes e
de anticorpos inibidores da hemaglutinação'<"

O mapa topológico da proteína E revelou vários
domínios antigênicos, entretanto três (domínio I, II e IlI)
foram definidos como principais, sendo cada um com-
posto de vários epitopos que exibem diferentes ativida-
des funcionais e sorológicasI3.14,1J,19.22,23.

O domínio II da proteína E contém um fragmento
de aproximadamente 100 aminoácidos, com vários resí-
duos de cisteina, os quais são importantes na preservação
da ponte dissulfídica N-terminal, responsável pela estru-
tura conformacional dos sítios antigênicos. A partir dessa
seqüência de aminoácidos foram produzidas proteínas
recombinantes dos vírus da encefalite japonesa (Japanese
encephalitis virus - JEV) e DEN-l que podem ser empre-
gadas como antigenos em reações sorológicas":"

Proteínas E recombinantes para a região do domí-
nio II dos sorotipos DEN-l, DEN-2, DEN-3 e DEN-4
foram produzidas e testadas em suas reatividades com
fluido ascítico de camundongos imunizados, utilizando-
se os ensaios imunoenzimáticos tipo ELISA '.

No presente trabalho, a partir de soros de pacientes
com suspeita clínica de dengue, estudou-se a resposta
imune humoral de anticorpos da classe M pela técnica
tradicional de MAC-ELlSA e comparou-se os resultados
com o teste de immunoblotting realizado com proteínas
E recombinantes dos sorotipos DEN-l e DEN-2.

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Amostras de Soro

Amostras de soro foram obtidas de 100 pacientes,
após 5 dias ou mais do início dos sintomas da doença. Os
soros eram de pacientes procedentes de diferentes
regiões geográficas do Brasil: São Paulo, Alagoas e Mato
Grosso do Sul e foram enviadas para a Seção de Vírus
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Transmitidos por Artrópodos para diagnóstico sorológi-
co de infecção pelo vírus Dengue. Amostras do Estado de
São Paulo foram enviadas por Centros de Saúde,
Laboratórios Regionais do Instituto Adolfo Lutz e
Serviços de Vigilância Epidemiológica. Os soros proce-
dentes de Alagoas e Mato Grosso do Sul foram enviados
pelo Laboratório Central de Saúde (LACEN) de cada
Estado. As amostras de sangue foram coletadas em tubos
sem anticoagulante e os soros foram separados por cen-
trifugação (10 mino a 2000 rpm), acondicionados em fla-
conetes , identificados e armazenados a -20°C. As amos-
tras, de Alagoas e Mato Grosso do Sul, foram enviadas,
após separação dos soros, em caixas de isopor com gelo
comum ou gelo seco e também mantidas a -20°C até
serem analisadas pelas técnicas propostas neste estudo.

2.2. Antígenos

Os antígenos foram preparados pela Seção de Vírus
Transmitidos por Artrópodos (Instituto Adolfo Lutz) , a
partir de cérebro de camundongos albinos swiss, de dois
ou três dias de idade, por extração com sacarose - aceto-
na e titulação por hemaglutinação, com hemácias de
ganso'. A diluição que corresponde a 16 unidades hema-
glutinantes foi utilizada para a realização da técnica de
MAC-ELISA.

2.3. Proteínas E recombinantes

E. coli transformadas, contendo parte do genoma
da proteína E, inserido em plasmídio pATH 3DNA,
foram gentilmente cedidas pelos Drs. Benedito
A.L.Fonseca e Peter Mason (Yale University School of
Medicine, Yale Arbovirus Research Unit, department of
Epidemiology and Public Health, New Haven, CT,
USA). Os recombinantes utilizados foram DIEI' D,E2,
D2EIe D2EzA diferença entre EI e E2 esta na presença do
aminoácido cisteína em E responsável pela formação da

I.

ponte dissulfidica do segmento II da proteína E.
As bactérias E. coli transformadas foram crescidas em

meio M9 formulado segundo Sambrook et al", na presença
ou ausência de triptofano, para produção das proteínas
recombinantes. Após tratamento com lisozima e NaCI a 5M
foi obtido um sedimento amarelado contendo as proteínas
recombinantes que foram ressuspensas em 1mL de tampão
TRIS/SBU (lOmM TRIS, 1% SDS (Sodium Dodecil
Sulphatei, 1% ~ -mercaptoethanol, 6M úrea, pH 7,2)
(MASON et al 1989) e então estocadas a -20°C até o uso.

2.4. MAC-ELISA

O MAC-ELISA foi realizado, segundo a técnica
desenvolvida por KUNO et ali]. A sensibilização das
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microplacas (Coming, NY, USA) foi feita utilizando-se
100 ul, por orifício, de anti -IgM humano (Sigma,
Chemical, St Louis, USA), específico para a cadeia, produ-
zido em cabra, diluído a I:240 em solução tampão carbo-
nato O.IM pH 9,6. As microplacas foram incubadas a 4°C
em câmara úmida por 18 horas e então lavadas 5 vezes
com phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4. Uma etapa
de bloqueio foi efetuada com 150 ul por orifício de PBS,
contendo albumina bovina, (Sigma, Chemical, St Louis,
USA), a 4%, e incubação de 30 min a temperatura ambien-
te. Após este período foram lavadas novamente 5 vezes
com PBS e usadas imediatamente ou estocadas a -20°C até
o uso.

Após lavagem, de 5 vezes com PBS, foram adicio-
nados, por orifício, 50 ul de cada soro em teste em uma
diluição de 1140 em PBS com 0,5% de albumina bovina.
A seguir as microplacas foram incubadas por 1 hora a
37°C. Em cada placa foram testadas 43 amostras de soro
em duplicata, controles positivo e negativo. Outra etapa de
5 lavagens com PBS e 50 ul de um pool de antígenos
DEN-l e DEN-2, com 16 unidades hemaglutinantes de
cada antígeno, diluído em PBS com 20% de soro de cava-
lo normal, foi adicionada em cada orifício. As placas
foram incubadas por 18 horas a 4°C, em câmara úmida.
Após incubação e lavagens o anticorpo monoclonal, anti-
í1avivírus, preparado em camundongos, marcado com
peroxidase (Jackson Immuno Research Laboratories), uti-
lizado na diluição de 1/2500 em PBS com 20% de soro de
cavalo normal, foi adicionado (25fll em cada orifício) e as
placas foram incubadas por lh a 37°C em câmara úmida.
As microplacas foram lavadas 7 vezes com PBS e seguiu-
se a adição de IOüul de substrato ABTS (2,2-azino-di-(3-
ethyl-benzothiazoline sulfonic acid) diammonium salt -
marca Kirkegaard & Perry Laboratirie), composto por
duas soluções: Sol. A = ABTS e Sol. B = HoOopreparada
em partes iguais, no momento de uso. Após incubação à
37°C/30 minutos a leitura foi realizada em leitor de
ELISA Titertek Multiscan MCC a 414 nm. Não foi neces-
sário interromper a reação para leitura.

As amostras de soro foram testadas em duplicata.
O primeiro orifício denominado TESTE continha todas
as etapas do MAC-ELISA tradicional como descrito
acima, o segundo orifício denominado controle não con-
tinha o antígeno, apenas o diluente do mesmo. Este tipo
de controle foi importante na redução de falsos positivos.
Resultado positivo nos dois orifícios são considerados
inespecífico. Soros positivos foram aqueles com leitura
de densidade óptica (DO) maior que 0.200.

2.5. immunoblotting

O método usado foi o descrito por TOWBIN et al" Ef=
e BURNETTE3 com algumas modificações. O extrato de

proteína E recombinante obtido foi submetido à separa-
ção em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) e
transferido para membranas de nitrocelulose", As mem-
branas foram cortadas em tiras contendo os quatro tipos
de antígenos: DE, DE, D E e DE. Procedeu-se ini-

1 1 1 2 2 1 2 2

cialmente o bloqueados com BSA 3%, durante 18 horas,
em temperatura ambiente. Posteriormente cada tira foi
lavada três vezes em PBS pH 7,4 e a seguir foi adiciona-
do o soro do paciente diluído 1:40 em BSA 1% por 2h a
temperatura ambiente e constante agitação. Decorrido
este período de tempo foram feitas 3 lavagens, de 10
minutos cada, em BSA 1 %. As membranas foram incu-
badas com conjugado anti-gamaglobulina humano
(IgM), produzido em cabra, ligado à peroxidase (Sigma,
Chemical, St Louis, USA) e diluído 1:800 em BSA 1%.
A incubação foi realizada à temperatura ambiente por 2
horas e constante agitação. As tiras foram lavadas como
acima e coradas com solução de 0,5 mg/mL de 3.3.dia-
minobenzidina (DAB - Sigma, Chemical, St Louis,
USA) com 0,1% H,Oo em PBS.

A sensibilidade, especificidade e eficiência, para
IgM, foram calculados segundo a tabela 1 e formulas
apresentadas a seguir.

Tabela 1. Formulas para os cálculos da sensibilidade,
especificidade e eficiência,

MAC-ELISA positivo negativo Total
Immunobl.

Positivo a b a+b
Negativo c d c+d

Total a+c b+d a+b+c+d

1) Sensibilidade

A
S= 100xa+c

2) Especificidade

D
E= 100

b+d
x

3) Eficiência

a+d
x 100

At-b-i-c-i-d
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3, RESULTADOS

Os soros de pacientes com suspeita clínica de den-
gue testados por MAC-ELISA resultaram em 56 positi-
vos para dengue e 44 negativos, Estas mesmas amostras
quando avaliadas por immunoblotting apresentando dife-
rentes antígenos para a detecção de DEN-l e DEN-2,
revelaram 56 soros negativos, 36 positivos para DEN -1,
6 para DEN-2 e 2 produziram reação visível para DEN-
1 e DEN-2, Entre os soros positivos pelas duas técni-
cas(n=40) verificou-se que 33 eram DEN-l positivo, 5
DEN-2 positivos e 2 DEN-l e DEN-2 positivos pela téc-
nica de immunoblotting; 16 amostras foram positivas só
em MAC-ELISA, não sendo possível determinar qual o
sorotipo, quatro foram positivas apenas em immunoblot-
ting ; sendo 3 DEN-l e 1 DEN-2 e 40 negativos para as
duas provas (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado comparativo dos testes de MAC-
ELISA e immunoblotting em amostras de soro de pacien-
tes com suspeita clínica de dengue, colhidas de pacientes
a partir do 5° dia pós manifestações clínicas.
São Paulo, 1995.

~A
I Positivos Negativos Total

DEN-1 33 3 36
DEN-2 5 I 6
DEN-I e DEN-2 2 2
Negativos 16 40 56

Total 56 44 100

Tomando os resultados de MAC-ELISA como
padrão, a sensibilidade do immunoblotting com antige-
nos recombinantes para D1EI e D2E1 foi de 71%,
enquanto a especificidade e eficiência foram de 90% e
80% respectivamente.

4. DISCUSSÃO

Immunoblotting é uma técnica relativamente rápida
e sensível de caracterização de antígenos proteicos pois
combina a separação de proteínas de diferentes pesos
moleculares por eletroforese, com a identificação imu-
nológica dessas proteínas', sendo portanto uma técnica
valiosa para propósitos experimentais e informações
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moleculares-". A técnica de immunoblotting no diagnós-
tico de dengue pode identificar o sorotipo específico cir-
culante em determinada região. CHURDBOONCHART
et al' usaram esta combinação para detectar imunoglobu-
linas M e G produzidas contra o vírus dengue, em soro
de pacientes com Febre Hemorrágica e Síndrome do
Choque, confirmando o diagnóstico sorológico; uma vez
que MAC-ELISA, como único teste diagnóstico de roti-
na, para a detecção de IgM contra o vírus dengue, pode
resultar em possíveis reações cruzadas intraespecífica e
interespecífica, levando a resultados falsos positivos.

Várias evidências sugerem que muitos dos epíto-
pos neutralizantes em flavivírus estão na glicoproteína
E. O domínio TI (aminoácidos 300 a 400) parece fazer
parte dos sítios de ligação de receptores dos flavivírus".
Analisamos os antígenos recombinantes de DEN-I e 2,

. desta região, a fim de explorar as possibilidades de um
diagnóstico diferencial destes dois sorotipos de dengue.
Os soros dos pacientes, utilizados nas análises, foram
obtidos de três diferentes regiões brasileiras: Estado de
São Paulo, Estado de Alagoas e Estado de Mato Grosso
do Sul, onde estes vírus são epidêmicos. Em infecções
primárias por vírus Dengue, altos títulos de IgM podem
ser detectados por MAC-ELISA; todavia, IgM para os
polipeptídeos dos vírus DEN são ainda pouco detectá-
veis em immunoblotting. Partindo da estrutura integra
do vírus, CHURDBOONCHART et al' analisaram, por
immunoblotting, soros de pacientes após infecção primá-
ria com dengue e mostraram que IgM para este vírus
foram raramente e inconsistentemente detectados por
SDS-PAGE/ immunoblouing. Nossas observações estão
de acordo com estes dados, pois do total de positivos
para MAC-ELISA (56) apenas 78,5% (44 de 56) foram
positivos para IgM quando testados por immunoblotting,

Entre os casos de dengue negativos por MAC-
ELISA quatro (7%) foram positivos para IgM em immu-
noblotting. Este resultado pode ser devido a falsos nega-
tivos, dentro dos 10% esperados em MAC-ELISA,
segundo dados da PAH020• Já 16 casos foram MAC-
ELISA positivos e "immunoblotting" negativos para
IgM. Estes achados podem ser decorrentes de uma pos-
sível perda de reconhecimento do antígeno-anticorpo. A
maioria dos epítopos das proteínas E e NS 1 dos vírus
MVE e TBE são sensíveis a agentes redutores":", efeito
também observado sobre algumas proteínas de vírus
dengue, após tratamento com 2 j3-mercaptoetanol, utili-
zado como agente redutor'.

Estes resultados podem ainda ser decorrentes de
título da imunoglobulina M insuficiente para uma res-
posta positiva assim como da perda de intensidade de
ligação da proteína E em immunoblouing, por prováveis
alterações conformacionais dos epítopos DIEl/DIE2 e
D2El/D2E2, toruando menos acessíveis para os anticor-
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pos IgM. É importante também salientar a competição
entre as imunoglobulinas IgG e IgM na técnica de immu-
noblotting, o que fica reduzido no MAC-ELISA por se
tratar de um método de Captura.

Ressaltamos que até o momento não foram isola-
dos casos positivos autóctones para os sorotipos 3 e 4,
nos Estados de origem das amostras de sangue analisa-
das. Sendo assim, futuras investigações da presença de
anticorpos, para estes sorotipos do vírus da dengue,
serão necessárias naquelas 16 amostras positivas só no
MAC-ELISA, antes de descartarmos a possibilidade de
falsos positivos e/ou a ocorrência real de alterações nos
epitopos dos sorotipos estudados neste trabalho.

Estudos realizados com outros vírus descrevem que
immunoblotting é mais eficiente que ELISA para detec-

ção de anticorpos específicos tanto para o vírus da Peste
Suína Africana' como para o reovírus sorotipo 325•

Entretanto, o uso de immunoblotting no diagnóstico
laboratorial tem consistido apenas na confirmação dos
casos positivos em ELISA Nos casos da Peste Suína
Africana muitos laboratórios de diagnóstico tem substi-
tuído a imunofluorescência por immunoblotting',

Apesar de MAC-ELISA ser um método sensível e
rápido, no diagnóstico de dengue, não tipifica os sorotipos
de dengue circulantes e ainda podem ocorrer reações cru-
zadas entre os diferentes flavivírus. Nossos estudos mos-
traram que os ensaios de immunoblotting, com proteínas
recombinantes (DEN-l e DEN-2), são qualitativas e
importantes na definição do sorotipo circulante, pois resul-
tam em respostas rápidas durante períodos epidêmicos.

I RIALA 06/874 I
BARBOSA, M.L. et al. - Deteetion of dengue virus serotypes 1 and 2 by immunoblotting teehniques
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ABSTRACT: Dengue viruses (DEN-1 to 4) are human pathogens affeeting millions of people in
the last two eenturies. Results of a eomparative study between the traditional MAC-ELISA method and
the Immunoblotting teehniques using reeombinant proteins of DEN-l and DEN-2 to deteet virus speei-
fie class M Immunoglobulins, are reported in this paper. One hundred sera samples were studied. Fifty
six samples were positive to dengue by MAC-ELISA and 44 were positive by Immunoblotting teehni-
que: 36 to DEN-1, 6 to DEN-2 and 2 to DEN-1 and 2 sorotypes. So, the serotype identifieation of the
dengue virus eireulantig in a determined area is possible by using these reeombinant proteins in
Immunoblotting teehniques. These data are important for epidemiologieal surveillanee mainly during
the oeeurrenee of an epidemie
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