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AVALIACAQ BACTERIOLOGICA DOS RECURSOS HIDRICOS DO MUNICICPIO D
ELDORADO — VALE DO RIBEIRA (SP)

José PS.VALENTE'
Carlos A.M. LOPES?
Ana M.T.CAMINHAS!
Antonta HORACI?

RIALA 06/859

VALENTE, J. PS.; LOPES, C. AM.; CAMINHAS, A, M.T. & HORACIO, A, — Avaliacio bacteriolé-
gica dos recursos hidricos do municipio de Eldorado — Vale Do Ribeira (8P) — Rev. Inst. Adolfo Lutz,
38{2): 9-13, 1999,

RESUMO: Foram coletadas 48 amostras de dgua provenientes de caixas d’4dgua comunitdrias, de
torneiras focalizadas em escolas ¢ residéncias e de fontes, 1ios e pogos, para a determinagio do ndmero
mais provavel de coliformes através do método dos tubos miltiplos. As amostras foram captadas em
diferentes Bairros Rurais do Municipio de Fldoradoe pertencenies ao Parque Estadual Jacupiranga e ape-
nas duas delas nio demonstraram contaminagfio por coliformes. A densidade de coliformes nas amos-
tras de dgua foi considerada elevada e associada & facilidade e rapidez com que a matéria de origem
fecal humana e animal atinge os recursos hidricos, bem como a priticas agricolas inadequadas, falta de
mata ciliar, monocuitura de banana nas montanhas e bordas dos rios, clima chuvoso, pobreza, baixa gua-

lidade de vida e nivel educacional da populagido.

DESCRITORES: Coliforimes, Contamninacio, Recursos Hidricos, Bacia do Rio Ribeira, Eidorado-SP

INTRODUCAO

0 Vale do Ribeira ¢ a regio mais pobre do Estado
de Sio Paulo (SAC PAULQ, 1990) com registro de alto
indice de mortalidade infantil. Area de protecio
ambiental e reserva da biosfera, conforme decreto da
UNESCO, localiza-se estrategicamente entre os grandes
centros metropolitanos e industriais de Sio Paulo e
Curitiba (Figura 1} e devido ao seu solo pobre, argiloso
e impermedvel, com caracteristicas geoldgicas de mon-
tanha nio obteve o desenvolvimento esperado. Por outro

1ado, constitui regidio augifera, rica em minérios, fato que
tem despertado interesse de grandes grupos econdmicoes.

A bacia do Rio Ribeira ( e do Iguape*) distribui-se
em drea de 8.350 dos 13.000 Km® de Mata Atlantica no
Histado de Sdo Paulo, sendo delimitada ao Norte e a
Leste pelas bacias dos Rios Tieté ¢ Paranapanema e ao
Sul pela bacia do Rio lguagd no Estado do Parand
Caracteriza-se ainda no mais rico recurso hidrico esta-
dual com disponibilidade de dgua que, mesmo em épo-
cas de grandes estiagens, conta com manancial 170
vezes maior do que a demanda regional. Além desses

L. Departamento de Quimica — Instituto de Biociéncias — UNESP — CEP 18618-0G00 — Botucatu -SP -~ C.P. 510

2. Departamento de Microbiologia e Imunologia
Instituto de Biociéncias — UNESP — Botucaty -
C.P 5310 — CEP 18618-00C - Botucatu — SP
E.mail .dept Microimuno @ laser com.br
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aspectos, abriga em seu interior dois parques estaduais e
conforme relatorios da CETESB®, apresenta contlaimina-
¢lio por coitformes e poluigiio por metals pesados em
seus recursos hidricos devido ac grande niimero de
mineradoras em ataacdo, principalmente nos Man;cipzos
de Registro, Pariquera-Acu e Eldorado™™.

Nesse sentido, a contaminacfio por coliformes no
Vale do Ribeira foi inicialmente conhecida a partir de
levantamento técnico realizado pela CETESBY, onde a
entidade analisando as condigdes de abastecimento e de
saneamento em 49 escolas rurais situadas nos
Municipios de Registro Pariquera-Agu e Eldorado,
observou que as amostras de dgua néo obedeciam aos
padroes de potabilidade estabelecidos pelas normas téc-
nicas da entidade. As escolas em referéncia, todas abas-
tecidas por pogos artezlanos, geralmente préximos a fos-
sas ¢ latrinas, tinham nessas condi¢des a explicacdo pra-
tica para a baixa qualidade higiénico-sanitdria da dgua
utilizada para o consumo piblico.

Por ouiro lado, MARTINS" em estudo realizado na
Fazenda Intervales, reserva {lorestal localizada em Sete
Barras, comunidade préxima de Eldorado, evidenciou
que 80% da populaciio representada por 150 habitantes
sofriam de diarréia cronica ou de enfermidades parasiti-
rias atribuidas ao consume de dgua proveniente de fon-
tes préximas a latrinas e de cursos d’4gua contaminados
por dejetos de origem humana e animal.

A situacido social do Vale do Ribeira € ainda com-
plexa e permeada por problemas fundidrios ¢ deficidn-
clas de infra-estrutara vidria, de satiide, hahitacdo, sanea-

mento bdsico e com restrito mercado de trabalho pelas
limitagBes ao uso da terra por ser drea de preservagio
ambiental’.

Diante desses aspectos, o presente trabalbo objeti-
va avatiar o nivel de contaminacdo por coliformes em
amosiras de dgna, provenientes de caixas d’agua e tor-
neiras de escolas, residéncias e estabelecimentos comer-
ciais, bem como de rios, fontes e pocos, localizados em
vérios bairros rurais do Municipio de Eldorado — S&o
Panio, principalmente aqueles abrangidos pelo Parque
Estadual Jacupiranga.

MATERIAL E METODOS
1. Amostras

Foram colhidas em frascos previamente esteriliza-
dos, conforme padrdes da American Public Health
Association — APHA' e pela CETESB®, 48 amostras de
dgua provenicntes de diferentes bairros rurais do
Municipio de Eldorado, com a seguinte origem: Anta
Gorda (N = 2), Batatal ( N = 1}, Arreadinho (N = 2),
Arreadoe (N = 1), Marrins (N = 3), Hildrio (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
iocalidades acima mencionadas corresponderam a dguas
dos rios: Rio Assentado, Rio Batatal, Rio Cuvuvu, Rio
da Caverna do Diabo, Rio Ribeira, Rio Bocd, Rio
Nhunguara, Rio Formoso e Rio Trevo (N= 14), caixa
d’dgua (N = 13), nascente (N= 7)., pogo { N= 2), bica (N
=23 e torneiras (N= 10). A origem das dguas contidas em
caixa e torneiras foi o de nascentes ¢ cursos d'agua loca-
lizadas em regides altas e montanhosas, sendo sua capta-
cfio procedidas através de mangueiras por agio da gravi-
dade. Estas dguas sfo captadas pela propria populacio e
ndo contam com qualquer processo de tratamento. As
amostras provenientes de rios foram coletadas direta-
mente do curso d'dgua durante o perfodo agosto a
novembro em condigdes climdticas favordveis sem inter-
feréncia de precipitacio plaviométrica.

As amostras ap6s a colheita foram enviadas ao
laboratério do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéneias de Botucalu —
UNESE, sob refrigeraciio, ndo excedendo o perfodo de 8
horas para o infcio das andlises.

(*) O ric Ribeira passa a ser denominado de Ribeira do Iguape apds receber contribuicdo do rio Tuquid, mantendo este nome até atingir o
Oceano Atlantico. No entanto esta discriminacio nem sempre € obedecida na literatura.

10




VALENTE. J, 5. LOPES, C. AM.; CAMINHAS, A. M.T. & HORACIO, A. — Avalingiio baclerioldgica dos rectrsos hidricos do ruunicipio de Eldorado -

Vale Do Ribeira (SP) — Rev. Inst. Adoifo Latz, 58(2% 9-13, 1999,

2. Determinagéo do nimero de coliformes

A determinacio do ndmere mais provavel (NMP)
de coliformes fol realizada segundo a técnica dos tubos
miiltiplos de acordo com as normas preconizadas pelo
APHA - Standard Methods for the Examination for
Water and Wastewater' ¢ pela CETESB®.

2.1, Determinagdo de coliformes totais

Para o teste presuntivo, a partir de cada amostra,
foram preparadas diluicdes seriadas de ordem 10 (107 —
0% e inoculado I mL de cada diluigio em séries de
tubos contendo caldo lactosado (CL — Merck), adicto-
nados de pipura de bromocresol. Apds incubaciio a 35 £
0.5 C durante 24 — 48 h, a acidificagio do CL com ou
sem producio de gds revelou prova presuntiva positiva
para a presenga de bactérias do grupo celiforme.

No teste confirmativo, procurou-se transferir cres-
cimenio de cada cultura com resultado positivo para
tubos contendo caldo lactosado adicionado de Verde
Brilhante ¢ Bile a 2% (CLVBB- Merck), os quais foram
incubados a 35 + 0,5C, por 24 — 48 h. A turvagdo e a
produgao de gds caracterizaram a prova confirmaliva
positiva para as bactérias do grupo coliforme. O célculo
da densidade de coliformes foi expressa etn NMP/ 100
mb, conforme estabelecido em tabelas especificas onde
sfio fixados os limites de confianga 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
Agar Eosina Azol de Metileno (EAM- Difco). Os
microrganismos oriundos de coldnias com caracteristi-
cas morfolégicas tipicas de coliformes foram submetidos
ao teste de oxidase e corados pelo método de Gram. O
resuitado do teste completo fol considerado positivo,
quando o microrganismo revelou tratar-se de bastonete
Gram negativo ndo produtor de oxidase. O controle dos
resultados da presenca de coliformes totais foi realizado
através de linhagem de Kiebsiella prneumoniae ATCC n.
35657.

2.2, Determinagio de coliformes fecais

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

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos resultados indicam elevada contaminagéo
de coliformes (1{®» — 10¢) na maioria das amostras
{Tabela 1), sendo possivel a caracterizacdo de coliformes
fecais em nove das quatorze localidades estudadas. A
densidade mixima de coliformes fecais foi observada no
bairro de Arreadinho (1,5.x 10¢ col/ 100 ml.), verifican-
do-se contudo, que apenas as amostras do bairro rural
Hildrio nédo revelaram esse (ipo de coniaminagdo no
morento da pesquisa.

Contudo, considerando-se os diferentes tipos
amostrais (Tabela 2), observa-se que a dgua proveniente
dos rios e de pogos artesianos da regifio, apresenta malor
frequéncia de contaminagio por coliformes fecais em
relagéo aos demais grupos amostrais, fato possivelmente
resultante do tipo solo da regifio, auséncla de saneamen-
to bdsico e de hdbitos pessoais que concorrem para eli-
minacio direta de matéria fecal a esse tipo de recurso
hidrico.

A andlise das amostras provenientes de torneiras,
nio obstante todo sistema domiciliar do Municipie de
Eldorado seja abastecido por dgua de rio e de pogos arte-
sianos, ndo houve a constatacio da presenca de colifor-
mes fecais dessas amostras, fato de dificil explicagio,
uma vez que as informagdes obtidas no local ndo indica-
ram qualquer tratamento prévio, que pudesse estabelecer
controle sobre a contaminagio desses microrganismos.

De um modo geral, ¢ baixo nivel sdcio-econdmico-
educacional e higiénico-sanitdrio da populacio®, associa-
dos as caracteristicas geoldgicas da regifio e a fatores
como o tipo de solo, auséncia de mata ciliar, monocultu-
ra de banana nas encostas e margens dos rios"™ t8m con-
duzido a uma renovacio rapida e constante da contami-
nagfio por matéria fecal, a qual € ainda frequentemente
agravada pelo alto fndice pluviométrico, que provoca
erosdo e maior nivel de carreamento de particulas sélidas
para os recursos hidricos do fundo do vale’.

Em conclusiio, através dos resuliados alcangados
na presente investigagdo ¢ de dados bibliograticos espe-
cificos sobre os riscos da contaminaciio ambiental por
coliformes™™*, sugere-s¢ investigacfio mais ampla no
sentido de serem caracterizados microrganismos patogé-
nicos, tendo em vista a elevada probabilidade epidemio-
ldgica de ocorréneia de surtos de febres entéricas, diar-
réias infecciosas e de hepatite virdtica nos habitantes do
Municipio de Eldorado — Vale do Ribeira.
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Tabela 1. Densidade de coliformes em 48 amostras de dgua provenientes de bairros rurais de Eldorade-SP

Ne DE COLIFORMES/ 100 mL

LOCAL (n de amostras) COL. TOTAIS COL FECAIS

N= min. N® max. N® min. N® max.
Anta Gorda (2) 4x 1¥¢ 93x 10° 4 x 10 93 x ¥
Batatai (1) S§x 10 - 9,3 x 10? - 93x 100 %
Arreadinho (2) 2x P L3 x 10¢ 1.5 x 1¢¢ 1,5 x I¥¥
Arreado (1) Ix10° 1.1 x 1t¥ - 1.1 x 10°%
Martins (3) Ix 1P Ix IW¥ - -
Hildrio (1) 0 0 - -
Andre Lopes (8) I x 10 Ix10° - 4 x 1O
Ivaporunduva({7) - I x 107* 1o Px Lo
Abobral (3) 1 x 10° [ x 108 - -
Sapatu {4) 4 x 1Oy 1 x 17 - -
Nhunguara (7) 9x 10 I x 10° - G x [0F ¥
Caverna do Diabo (4) 10! 1 x 1% - 1O
Quadro Verguciro (3) - Ix 102 # - Ix 109
Rodovia Eldoradeo-
Iporanga (2) - I x 102 * - -

* Determinacio tnica
~** Resultado dnico

Tabela 2. Nimero de amostras de dgua contaminadas por coliformes fecais, conforme a origem de captacio em
bairros rurais do Municipio de Eldorado — SP

ORIGEM DAS AMOSTRAS (n°) N de amostras +/ n de amostras testadas (%)
RIO ) 7714

CAIXA D AGUA 2713

NASCENTE , 177

POCO 272

BICA 0/2

TORNEIRA 0710

TOTAL 12/ 48 (25 %)
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ABSTRACT: 48 water samples from community water boxes of schoels, houses, shops and {au-
cets, forest springs, rivers and wells, were taken for the coliform most probable number determination
by using the multipie tubes method. The samples were obfained from several rural districts of the
Jacupiranga State Park (Eldorado Municipality-SP}, only two of them did not show coliform contami-
nation. The density of coliforms in the water samples was considered high and assoctated with the faci-
lity and speed of the human and animal fecal matters to reach the hydrous resources, as well as, the agri-
cultural maipractices, lack of ciliar forest, banana monocuiiure on the hills and edges of rivers, mainy
weather, poverty, poor quality of tife and low educational level of the population.
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Drosophila melanogaster MEIGEN: 1. SENSIBILIDADE AOG ENDOSULFAN E BIOMO-
NITORAMENTO DE SEUS RESIDUOS EM COUVE-MANTEIGA
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ALMEIDA G R.de & .REYES, EG. R — Diosophila melanogaster Meigen: 1. Sensibilidade ao endo-
sulfan ¢ biomonitoramento de seus residuos em couve-manteiga — Rev. Inst. Adolfo Lutz, 58(2): 15-
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RESUMO: A sensibilidade das moscas Drosophila melanogaster ao endosulfan e o seu uso no bio-
moniteramento dos residuos do inseticida em couve. foram avaliados. Nas condicdes do bioensaio,
método do filme seco em placa de Petri, o endosulfan se degrada em funciio da temperatura, sendo mais
rapida para o isdmero alfa do que para o beta. Os bioensaios com D). melanogaster indicaram que a toxi-
cidade do endosulfan aumenta com a temperatura (25 & 35 °C) e que as fBmeas $&o mais sensiveis ao
inseticida. Os valores da CL_, calculados em fungfio da temperatura, variaram entre 4,2 € 11,7 ug/g pc
para machos e 2,8 ¢ 8,1 ug/g pe para fémeas. Os residuos de endosuifan em couve-manteiga foram
determinados pelo método de bivensaio, que apresentou wm limite de quantificacfio da ordem de .1
mg/kg e reprodutibilidade com coeficiente de vartagio de 10 %. A validacfo do bioensaio por cromato-
grafia a gds corrobora a viabilidade do emprego da D. melanogaster no monitoramento de residuos de

endosulfan em couve.

DESCRITORES: Bioensaio com Drosophila melanogaster, CL., residuos de endosulfan em couve,

validagdo de bioensaio.

INTRODUCAO

Endosulfan (6,7.8.9,10,10-hexacioro-1,5,54,6,9,%a-
hexaidro-6,9-metano-2.4,3-benzodioxatiepin-3-6xido) é
um inseticida fitossanitario, formado pelos esterenisd-
meros alfa- e beta- endosulfan em proporcio aproxima-
da de 7:3, respectivamente. Pertence ao grupo éster do
dcido sulfuroso de um diol ciclico clorado'®™*. Os pro-
dutos de degradacio s8o seus andlogos endosuifan sulfa-
to, diol, éter, hidroxiéter e lactona™ ", formados através
de reagtes de oxidacdo e hidrdlise™ =, fotdlise®* ¢ bio-
degradacao' =,

No solo™ ™ e em vegetais” " ** ¢ isdbmero beta e o
endosulfan sulfato tém-se mostrado mais estaveis do que
o isdmere alfa™, o que parece estar relacionado com as
condicdes de umidade do solo e com a quantidade de
inseticida aplicado™.

No Brasil, o endosulfan tem uso permitido apenas em
culturas de algodio, cacau, café, soja ¢ cana-de-acicaz
Entretanto, a presenca dos seus residuos por uso indevi-
do, reportada em produtos agricolas como batata®,
cenoura®, couve®, couve-flor”, pepino®, tomate™* e
morango™, justifica o desenvolvimento de metodologia

t. Centro Universitario Adventista de Sdo Pavle - Faculdade Adventista de Ciéncias Exatas ¢ Natorais —- Caixa Postal 12630 — Sio Paulo,

SP CEP 05838-001 — Tel €113 582]-5000.
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simples para monitoramento do endosulfan em culturas
onde © scu emprego n&o & autorizado.

Bioensaio com a mosca Drosophila melanogaster tem
sido usado por alguns pesquisadores como indicador de
residuos de agrotdxicos em alimentos™®* ¢ da presencga,
no ambiente, de substdncias quimicas com potencial
mutagénico. Cabe destacar que as drosofias, além da
sua elevada sensibilidade para detectar a presenga de
substincias téxicas, sfo insetos de facit criacdo, manu-
tengio e manipulacio em condigdes de laboratério, faci-
litando a realizagfo dc biocnsaios * 7.

Com o propésito de detectar residuos de inseticidas
em quantidades que possam apresentar perigo a saude
humana torna-se necessdrio pesquisar ¢ avaliar métodos
alternativos de triagem gue sejam satisfatdrios, praticos
e que reduzam significativamente os custos para o con-
trole de qualidade de produtos alimenticios, especial-
reente os hortifrutigranjeiros, guanto & presenga de agro-
toxicos em geral e de inseticidas em particular’ .

0 obietivo do presente estudo foi avaliar a sensibili-
dade das moscas D, melanogaster ao endosulfas e a via-
bilidade da sua viilizagio no biomonitoramento dos resi-
duos desse inseticida em hortigrameiros.

MATERIAL E METODOS
Aparethos

Cromatografo a gds Varian 34400, equipado com detec-
tor de captura de elétrons, fonte de “Ni; coluna megabo-
re DB-1 (30 m de comprimento x 0,54 mm de difmetro
interno}, acoplado a um integrador processador CG 300.

Fvaporador rotaiivo a vacuo Tecpal 120

Homogeneizador de tecidos Teenal 102

Pulverizador costal Jato (20 L) provido com bico tipo
jato cOnico para aplicagiio em alto volume.

Solventes ¢ reagentes

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de
grau para andlise de residuocs, Merck. Sulfato de sodio
anidro e florisil foram aguecidos a 400 "C, durante 8 h;
antes do uso a resina foi ativada em estuta a 120 °C.
Cloreto de sodio foi luvado, previamente, com acetona.
Como padric analitico foi uitlizado endosuifan (isbme-
ros alfa-, beta- e endosulfan sulfato) Hoechst (99,0 %) e,
para os experimentos, o produto comercial Thiodan CE.

Criagio das moscas D, melanogaster

As moscas £). melanogaster, usadas para a realizagiio
dos bioensaios, foram criadas em ambiente com tempe-
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ratura de 25 = 2 °C, a partir de cepas cedidas pelo
Laboratério de Toxicologia do Instituto Bioldgico de Séo
Paule.

0O meio de cultura foi preparade conforme descrite por
JOSEPH e KNOBELY, com madificagio no procedi-
mento de esterilizacio, feito em microondas ao invés de
autoclave. (O meio, recém-preparado, fol distribuido em
frascos de vidro transparente de boca larga (50 mL/fras-
co) e conservado em refrigerador até o momento do uso.

Drosdfilas maches (153) e fémeas (15) forarm transter:-
das para os frascos de cultura e mantidas & temperatura de
25 + 2 °C. No oitavo dia, foram removidas dos frascos,
remancscendo as larvas. Apds 48 k do infcio da emergén-
cia. as novas moscas foram transferidas para um outro
frasco de cultura, procedimento este que fol repetido a
cada 48 b, para obtencfio de novos lotes de moscas.

Bloensaio

No bioensaio utilizow-se o métode do filme seco®™ em
placa de Petri (50 x 20 mun). O filme foi preparado pipe-
tando-se, por placa, 0,1 mL de solugio inseticida. Placas
controle foram preparadas com 0,1 mL de acetona, sol-
vente utilizado na preparagdo da soluglo inseticida. O
solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio. Para a
alimentacio das moscas durante o teste colocou-se, nas
placas, cerca de 0.5 g do meto de cultura, Moscas com
idade de 3 a 5 dias, contidas em um frasco de vidro,
foram mmobilizadas por resfriamento em ambiente a
10 °C, durante 5 min®, e, em seguida, distribuidas em um
vidro de relégio revestide com papel-filtro mantide a
uma temperatura de 5 "C. Nessas condicdes, as moscas,
uma vez separadas por sexo pela observagio do tamanho
¢ das caracteristicas do abddmen's"™*, foram contadas e
transferidas para as placas teste. Estas, cada uvma com 20
moscas, machos ou fémeas, foram colocadas em reci-
piente de vidro, contendo no fundo wma placa de Petri
com agug para manter 2 umidade do ambiente. O conjun-
to fol tampado e mantido em estufa a 20; 25, 30 e 35 °C.

Para avaliagio da concentragao letal mediana (CL. )
foi utilizada a formulacdo Thiodan CE, sendo que as
concentragbes de principio ativo, alfa- e beta-endosul-
fan, nas solugSes utilizadas variaram entre 1,00 e 2,07;
0,83 e 1,73; e, 042 e 0,73 ug/ml., para as temperaturas
20; 25; e, 30 e 35 °C, respectivamente. Aliquotas de 0,1
ml. dessas solugdes foram pipetadas nas placas de Petrl.

Fstabilidade do endosulfan no bioensaio

A estabilidade do endosulfan foi avaliada nas condi-
¢Bes do bicensaio aplicando-se na placa de Petri 0,1 mL
de solucdio inseticida de concentragdo [,2 pg/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. Ap6s 6. 12 e 24 h da aplicac@o, o inseticida foi extrai-
do das placas com n-hexano, transferido para om tubo
concentrador e levado para volume finai de 1,0 mL. O
endeosulfan foi determinado por cromatografia a gds, nas
seguintes condigdes de trabalho: temperatura da coluna,
200 °C; do injetor, 220 "C e do detector, 300 "C: fluxo de
N, 20 mL/min.

Fnsato de campo

Couve-manteiga {Brassica oleracea, var. acephala)
foi cultivada, segundo a boa prética agricola, no campo
experimental do Instituto Adventista Sfo Paulo, em
Hortolandia, Sao Paulo.

As mudas foram plantadas em outubre, com espaca-
mento de 1,0 x 0,5 m, num canteiro com aproximada-
mente 100 m* ¢ pulverizadas com Thiodan CE apds 50
dias do plantio. O produto diluide em agua (1 : 2000) fol
apticado, com pulverizador costal, na dosagem de cerca
de 440 g do ingrediente ativo por hectare de drea cultiva-
da. Amostras testemunha foran colhidas da mesma plan-
tacdo, antes da aplicagio do inseticida.

Amostras de couve foram analisadas apés 3, 10 e 17
dias da pulverizaco. A amostragem foi aleatéria,
colhendo-se uma folha de cada planta selecionada, em
diferentes pontos da area cultivada, no periodo entre
9:00 e 10:00 h (sempre depois da perda da umidade
supertficial das folhas), As amostras foram transportadas
para o laboratdrio, imediatamentie apds a colheifa, e ana-
lisadas.

Validagio do bioensaio

Para a validagio do método de bioensato, extratos de
amostras de couve pulverizada com Thiodan CE foram
também analisados por cromatografia a gas conforme o
fluxograma apresentado na Figura 1.

Na quantificagdo por cromatografia a gds os residuos
de endosulfan foram determinados conforme a metodolo-
gia proposta por LUKE et alii*, com as seguintes modifi-
cagBes: de uma amostra de couve homogeneizada, foram
transferidos 20 g para um erlenmeyer (250 ml.). Apos a
adicdo de 150 mL da mistura acetona — dgua bidestila-
da (2:1), a amostra foi writorada em homogeneizador de
tecido ¢ filtrada a vacuo em funil de Biichner, com papel-
filtro Whatman n* 1. Ao filtrado, transferido para nm funil
de separagdo (500 ml.), acrescentou-se 100 mlL do siste-
ma solvente n-hexano — diclorometano (1:1) e agitou-se
vigorosamente por 2 min. Separou-se a fase orginica ¢, a
fase aquosa, transterida para outro funil de separagio
(250 mL) contendo 5,0 g de NaCl, fot agitada vigorosa-
mente até a completa disselucio do NaCl, adicionando-se

a seguir, 50 ml. de diclorometano. Apés agitar por 2
minutos, a tase orgnica foi separada ¢ juntada a da pri-
meira extracio. Esse procedimento foi repetido por mais
duas vezes. A fase orglnica total foi colocada em um
haldo de fundo redonde (300 mL), concentrada em eva-
porador rotatério a 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-
matografica (200 x 10 mm) contendo 8 cm’ de florisil ¢,
no topo, cerca de 1 em’ de Na,50, previamente condi-
cionado com 10 ml. de n-hexano. Apds a adi¢lo de 5.0
mk do extrato, a coluna foi lavada com 20 mL de n-hexa-
no e o residuo eluido com 40 mL da mistura n-bexano —
diclorometano (1:1) e mais 60 mL do sistema solvente n-
hexano -— diclorometano — acetonitrila (49,5 © 50 :
0.5). O eluato recelhido foi concentrado em evaporador
rotatério a temperatura de 40 °C até quase a secura e
transferido com 10 mL de n-hexano para umn tubo con-
centrador graduado. O extrato foi seco com nitrogénio, ©
tubo lavado com n-hexano, seco novamenfe com nitro-
génio, diluido & 1 mk. com n-hexano e injetado no cro-
matégrato a gis, nas condigdes de trabalho anteriormen-
te estabelecidas.

Para avaliacdo da metodelogia quanto a recuperagao ¢
sensibilidade, amostras de couve (20 g) livre do insetici-
da, foram adicionadas de 1 ml. da solugfio padrio do
inseticida nas concentracSes de 0,5 e I ug/mkL de alfa- ¢
de beta- endosulfan, caracterizando fortificagdes de
0,025 e 0,05 mg/kg de amostra, respectivamente. A faixa
de linearidade da resposta do detector do cromatdgrafo
foi estabelecida usande diluigdes de 0,005 a 0,20 ng/mL
para o alfa- ¢ beta- endosulfan ¢ de 0,01 a 1.0 pg/mL
para o endosuifan sulfato. De cada uma dessas solugbes
foram injetados, no cromatdgrafo, 2 ul..

Para a quantificaciio dos residuos de endosulfan por
bivensaio, placa testemunha e as preparadas com dife-
rentes aliquotas do extrato purificado na coluna de flori-
sil (nimero de repeticdes para as diferentes aliquotas do
extrato, n=3), foram mantidas a 30 °C, durante 24 h para
que pudesse ser estimado o volume de exirato necessirio
para matar 50 % da populacio teste.

Céleuto da CL_|

Na avaliagdo da CL_ levou-se em consideragiio as
moscas morfas ¢ as moribundas, observadas no momen-
to da contagem®. Os calculos dos valores da CL foram
efetuados por andlise de probito’.

Anilise estatistica

Os dados obtidos no bioensaio foram avaliados por
andlise de varifincia {ANOVA). O teste de TUKEY (P <
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0.03) foi utilizado para verificar se havia diferenca entre
os resultados obtidos para as moscas machos e f8meas,
como, também, para as temperaturas consideradas no
bioensaio. Os cdlculos foram feitos utilizando-se um
software estatistico S.A.S,

RESULTADOS E DISCUSSAC

A toxicidade dos inseticidas depende da temperatura
de exposiciio e de outros fatores como sua formulagio,
concentragio, método de administragio, espécie ¢ perio-
do de desenvolvimento do inseto ¥,

Os valores de CL. para as moscas D. melanogaster,
machos e fémeas. em fungiio da variagio da temperatu-
ra, s&0 apresentados na Tabela 1. Os dados mostram que
as drosofilas fEmeas sfo mais sensiveis ao inseticida,
sendo que o valor da CL difere significativamente (P <
(,05) entre machos e {Bmeas para & mesma temperatura
e, entre as diferentes temperaturas para um mesimo sexo.
Verifica-se, ainda, que a 35 “C a sensibilidade ao endosul-
fan foi, aproximadamente, 3 vezes major do gue a 23 °C,
0 que pode ser devido a uma absor¢io mais rdpida do
inseticida com o aumento da temperatura. Esse compor-
tamento € semelhante ao relatado por outros pesquisado-
res, utilizando diferentes inseticidas e sistemas bioldgi-
cos'™ " Ainda, essa diferenca na resposta fot sugerida
como um artificio para aumentar a sensibilidade do
bioensaio™,

Entretanto, para machos e fémeas, o endosulfan apre-
sentou toxicidade a 20 °C ligeiramente superior aqueia
apresentada a 25 "C, o gue pode ser devido a maior
tempo de residéncia das drosdfilas no filme de endosul-
fan, como consegiiéncia de sua menor mobilidade na
temperatura mais baixa. Comportamento semelhante, em
relacdo 2 exposicde ao DDT, foi observado para M.
domestica * na faixa de 18 436 "C e nade 21 2 33 °C
para larvas de grilo'™.

O estudo da degradacio do endosulfan em funcio do
tempo de exposicio e da variagdo de temperatura fol
conduzido para avaliar a guantidade do inseticida que,
durante os bigensaios estaria disponivel, como isdmero
alfa e beta, i4 que estes ¢ o metabdlito endosulfan sulfa-
to. sfio mais {Oxicos para insetos do que os outros produ-
tos de sua degradacgiio®®. Os valores da percentagem
residual do alfa- e beta- endosulfan remanescente na
placa de Petri, apos 6; 12 e 24 h nas temperaturas de 20;
25, 30 e 35 °C, sfo apresentados na Figura 2. Verifica-se
que a degradacio dos isdmeros é proporcional ao tempo
de exposigiio e & variacio da temperatura e que o aifa-
endosulfan se degrada mais rapidamente do que o beta.
Apods 24 h, a concentragio do isdmero alfa cai para valo-

i8

res 2 a 3 vezes menores que a do beta. Resullados seme-
Thantes foram relatados por BEARD & WARE',

Os hioensaios com D. melanogaster para deteccio
dos residuos do endosulfan em couve foram conduzidos
em temperatura de 30 “C, durante 24 h de exposicio.
Assim, diferentes volumes do extrato obtido, apds puri-
ficagdo em coluna de florisil, foram usados para determi-
nar o voiume necessario para provocar a morle de 50 %
da populagio teste. A massa de endosulfan contida nesse
volume (Tabela 2), relacionada aguela correspondente 4
CL,, 2 30°C (Tabela 1) permitiu estimar o nivel de resi-
due de endosulfan na couve (Figura 3).

A sensibilidade dos métodos quimicos de analise de
residuos, assim como os valores do lLimite midximo de
residuo {L.LMR) estabelecidos pela legislaciio de agrotd-
XIco$. exigem que 0§ organismos usados nos biocnsaios
sejam suficientemente sensiveis para detectar niveis rest-
duais menores do que 1,0 mg/kg> ™. O limite de quanti-
ficaciio encontrado, para 0 método de bioensaio, foi da
ordem de 0,1 mg de endosulfan/kg de amostra, para as
drosofilas machos e fémeas. Esse valor foi obtido consi-
derando-se que, de 2 mL de um extrato purificado de
couve (20 g). uma aliquota de 0,1 ml. provocou a morte
de 50 % da popuilacio teste. Ainda, trs repeticdes na
andalise de uma mesma amostra de couve mostraram para
o método de bioensaio um coeficiente de variacio de 10
%, indicando uma boa reprodutibilidade, quando compa-
rado aos de até 20 %, constderados aceitiaveis na deter-
minacfo de contaminantes traco'®. Esses resultados con-
firmam a elevada sensibilidade das moscas D. melano-
gaster ao endosulfan ¢ fortalecem a confiabilidade de
sua utiliza¢do nos bioensaios com 4 finalidade de quan-
tificar residuos de inseticida em produtos agricolas.

Para detectar a possivel presenca. na couve®, de subs-
tAncias naturais com acfio inseticida que poderiam inter-
ferir nos resultados do bioensaio, amostras de extratos
isentos de agrotdxicos foram avaliados pelo bioensaio.
Todas as moscas sobreviveram ao fesle, resultado que
indica auséncia ou a presenca em niveis ndo-letais de
substiincias toxicas para esse mnseto teste.

Com o intuito de validar o método bioldgico, os mes-
mos extratos utilizados no bioensaio foram analisados,
guanto ao teor de endosulfan, por cromatogratia a gds.
Na Tabela 3 sdo apresentados os niveis de residuo de
alfa- e beta-endosulfan ¢ endosulfan sulfato determina-
dos na couve apos periodos de 3, 10 e 17 dias da aplica-
¢io do inseticida e na Figura 3 o endosulfan total, assim
determinado, € comparado aqueles valores obtidos pelo
método de bioensato. Verifica-se que nfo existe diferen-
ca significativa entre os dois métodos, & um nivel de con-
fianga de 0,05,

Cabe ressaltar, como pode ser observado na Figuara 3,
que mesmo apos 17 dias da aplicaciio, residuos de endo-
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Tabela 1. Concentragdo letal mediana (CL.,) do endosulfan {produto comercial Thiodan CE) para . melanogaster,
em funcio da temperatura.

Machos Fémeas
Temp.
O CL, %8 CL, 8"

(Lg/g pe) (ng/e pe)

20 102 £ 0.7 (A, a)™ 60,5058, a)
25 11,7 = LO{(A, b 79 +£06{B,b)
30 87203 (A, ) 6,0 20,1 (B, a)
35 43+ 0,1 (A, d) 28x02(B,c)

® g = estimativa do desvio padrdo absoluto,

= Comparacio entre médias. As letras A ¢ B” indicam comparacio de médias entre machos e f&meas para uma mesma tempe-
ratura e as letras “a, b, ¢, d” indicamn comparacdo de médias entre femperaturas para o mesmo sexo. Médias com mesma letra
nio sfo significativamente diferentes (P < 0,05).

‘Fabela 2. Massa de endosulfan aplicado nas placas de Petri que correspondemn aos valores de CI. das moscas D.
melanogaster, machos e [émeas, em funcio da temperatura.

Temperatura CC) Machos Fémeas
(ug/placa) {ng/placay
20 0,14 0,14
25 0.16 0,17
30 0,12 0,13
35 0,06 0,606

Tabela 3. Residuos de alfa-, beta-endosulfan e endosulfan sulfato determinados em couve, por cromatografia
a gas, apos diferentes periodos da aplicacio de Thiodan CE {440 g i.a/ha)

Periodo apds Endosulfan (mg/kg)

aplicacdo (dias) Alfa Beta Sulfato
3 0,474 0,513 0,276

10 0.034 4,030 0,390

17 0,011 0,011 0.196
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Couve : -

Pulverizaciio com Thiodan CE

440 g.ia/ha

Extragio

Amostras
20 g3
n=3

Extrato

Determinagio
do
endosulfan

Amosiragem
de campo
(+ 200 g

i
\

Homogeneizacio

Bioensaio
30 °C
24 h

Cromatografia
a gds

-~

Figura 1 - Fluxograma do procedimento experimental utifizado na validaco do bioensato na determinacio de endosulfan em couve.

degradada

ntEo

%
% ndo degradada

Tempe {h)

Tempo [H}

2°c) |

“% naodegradada

5°C

o2 o,
Tempe (1)

Totat

30°C

[

% nao degradada

Tempo (R)
35°C

Figura 2 — Percentagem residual, em placa de Petri, de alfa ¢ beta-endosuifan ¢ endosulfan total {alfa + beta), em fungiio da temperatura, para

0.12 ug do inseticidade nas placas,

o
ES

Residues {mokg}
=
5=l

Figura 3 - Residuos de endosulfan aplicado em
couve, determinade por cromatografiz a gds
(CG) e por bicensaio com D metanogaster
machos {M} e fémeas (F), apés diversos perfodos
da aplicacio do inseticida.
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sulfan foram detectados na couve em niveis de 0,2
mg/kg, o que sugere lenta degradacfio do inseticida, jus-
tificando o seu monitoramento nessa matriz.

Na determinacfio por cromatografia a gds, os valores de
recuperagiio do endosulfan nas amostras de couve fortifi-
cadas com feores de inseticida de 0,025 e 0,05 mg/kg
foram, respectivamente, 104 e 90 % para o alfa-endosuifan
e, 85 e 96 % para o beta-endosulfan (média de s deter-
minaghes; coeficiente de varnacfo enive 4 ¢ 119}, Esses
valores de recuperagio encontram-se dentro da faixa 80 -—
120 G aceita internacionalmente’®. O limite de detecciio do
instrumento, considerande relacdo sinal-ruido da linha
base igual a 3:1, foi de 20 pg para endosulian alfa- e beta-
e 100 pg para endosuifan sulfato. O limite de quantificagio
do método foi de 4 pg/kg de amostra para endosulfan aifa-
e beta- ¢ 20 pg/ke para endosulfan sulfato. Hsses valores
de recuperaciio e limite de quantificagdo indicam que as
modificagdes introduzidas no método de Luke et alii®, ndo
afetaram a sua confiabilidade ¢ aplicabilidade.

Embora os métodos cromatograficos sejam de grande
sensibilidade, a utilizaciio destes, do ponto de vista eco-
ndmico, ¢ limitada para o monitoramento de resfduos de
inseticidas em alimentos, especialmente nos pafses
emergentes, devido aos custos elevados de eqaipamentos
¢ reagentes. Ainda, nesses pafses, inseticidas e outros
praguicidas freqiientemente sio usados em culturas para
as guais nio sdo autorizados efou de modo excessivo e

indiscriminado o que pode resultar em residuos acima
dos niveis permitidos em alimentos.

Comparado ao método de cromatografia a gds o de
bioensaio apresenta, além de baixo custo e simplicidade
de execugdo, adequado limite de quantificacdo e boa
reprodutibilidade, qualidades necessarias para 0 monito-
ramento de residuos de agrotéxicos em alimentos,

ONCLUSOES

As moscas Drosophila melanogaster Meigen apresen-
tam, através de bioensaio pelo método do filme seco,
glevada sensibilidade ao endosulfan e para detecgido de
residuos desse inseticida em couve, o que indica a viabi-
lidade da sua utilizacfio para o moniloramento de resi-
duos de endosulfan nessa hortalica.
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ABSTRACT: The susceptibility of flies Drosophila melanogaster 1o endosulfan and the use of this
organism in biomonitoring residues of the insecticide in kale was evaluated. In the condition of the
hinassay, residues-film bioassay in the Petri dish, endosulfan degraded depending on the temperatare
and alpha isomer degrades faster than beta isomer. Bicassays conducted with B, melanogaster showed
that the toxicity of the insecticide increases with the temperature (25 to 35 °C) and that the females are
more suseeptible to the nsecticide. LC_ values caleylated as a function of temperature, vasied from 4.2
to 11.7 ng/g bw for the males and 2.8 0 8.1 ng/e bw for the females. The formulated product Thiodan
CE was applied on kale (Brassica oleracea var. acephala) und the residues of endosulfar were determi-
ned by bioassay. The determination limit by bioassay is in the order of (.1 mg/kg and the method pre-
sented a reproducibility with a coefficient of variation of 10%. The validation of the bioassay bv gas
chromatography confirm the viability of the bioussay with D. melanogaster in monitoring the residues

of endosulfan in kale.

KEY WORDS: Bioassay with Drosophila melanogasier, LC_,

vatidation

endosulfan residues in kale, bioassay
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RESUMO: Este trabalho € uma avaliaclo qualitativa de produtoes fitoterdpicos ¢ insumos vegetais
comercializados em Porto Alegre no periodo de julho a optubre de 1997, com o ohjetivo de verificar as
muodancas geradas na qualidade destes produtos apds a vigéneia da Portaria n® 6 da SVS-MS (DOU
31/01/95). Foram analisados 42 produtos, adguiridos mediante compra em ervateiros, farmdcias de
manipulacio e drogarias de Porto Alegre. As tenicas utilizadas foram baseadas na Farmacopéia
Brasileira 4* ed. e em literatura espectalizada ou desenvolvidas na disciplina de Farmacognosia da
Faculdade de Farmdcia — UFRGS. Foram considerados como indicadores de qualidade: identidade,
auséneia de matérias orglinicas estranhas, estado de conservaciio ¢ presenca dos principais constituintes
quimicos das amostras em andlise. Os resuitados obtidos demonstraram que a vigéneia da Portaria n® 6
da SVS-MS (DOU 31/01/95) ainda nfic induziv uma alteraciio no guadro da quaiidade dos produtos fito-
terdpicos comercializados em Porto Alegre. visto que das 42 amostras analisadas, 71.4 % nio atendem
208 quesitos minimos de qualidade exigidos por esta norma, A semelbanga de resultados obtidos em tra-
balhos anteriores.

DESCRITORES: fitoterdpicos; andlise da qualidade; Portaria n® 6 da SVS-MS - Brasil.

INTRODUCAO muito bem estabelecida e paises da América Latina vém
investindo em programas de pesquisa em plantas medici-

Estima-se que em 1997 as vendas mundiais de pro-  nais e padronizacio e normatizacio de produtos fitoterapi-

dutos fitoterdpicos de venda livre {over the counter) alcan-
caram cifras de US$ 10 bilhdes de ddlares, com previsio
de um crescimento anual de 6,5% . A OMS incluiu a fito-
terapia em seus programas de satde e instituiu pautas basi-
cas para a validaciio de medicamentos de origem vegetal
em pafses em desenvelvimento ™7 . Pafses orientais, como
a China e India, apresentam uma inddstria de fitoterdpicos

‘Bolsista CAPES/ CPG - Ciéncias Farmacéuticas -

cos, 4 exemplo do que ja vem ocorrendo hd algum tempo
em pafses europeus como Franca e Alemanha. Na
Alemanha, 50% dos produtos fitoterdpicos sdo vendidos
com preserigio médica e ressarcidos pelo segoro de sadde
4. Na América do Norte, onde até pouco tempo os produ-
tos fitoterdpicos eram comercializados como “health food”
¢, grupos de consumidores e profissionais tém buscado
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uma alteragio deste guadro, através da obtencio de infor-
macies sobre a eficdcia e seguranga destes produtos e um
redirecionamento de seus registros ¢ previsto pelo FIDA =,
Em 1897, o mercado norte-americano de produtos vegetais
movimentou USS 2 bilhdes de ddlares *.

No Brasil, o mercado de fitoterdpicos movimenta
USS 40 bilhoes ao ano*. No entanto. as inddstrias de fito-
terdpicos s@io constifuidas. basicamente, por empresas
familiares de pequeno porte, muitas vezes funcionando
precariamente, de forma empirica. Os projetos de pesqui-
sa pessa area sBo desenvolvidos guase que unicamenie
nas Universidades, apoiados pela extinta Central de
Medicamentos (CEME) e outras mstituicdes estatais de
fomento & pesquisa. A atividade ¢ restrita a um ndmero
relativamente pequeno de estudantes de pés-graduacio
alguns pesquisadores orientadores, na drea de quimica ¢
tarmacologia de produtos naturais™, sem integracio con-
sistenle com o0 sefor empresarial, com raras exce¢des.

Conseqiientemente, a gualidade dos produtos
comercializados mulitas vezes nfo atende aos quesitos
minimos, mesmo considerando-se as ponderacdes da
OMS Ypara produtos de uso tradicional, conforme pode
sex observado na Tabela 1. Os problemas mais fregiien-
tes sfo a adulteracio, a subtituicio, a niio uniformidade
da composi¢io quimica. e, principalmente, a falta de
comprovacio cientifica das propriedades farmacoldgicas
e l]’léic‘dgﬁé& tEI‘E‘apéﬁHC'clS T M50, 1718, 30 2!,23-

Em 1995, a Secretaria de Vigilancia Sanitdria (SVS
~MS), considerando a situaciio critica em que se encontra-
va o mercado de fitoterdpicos no Brasil, estabelecen nor-
mas para o registro de fitoterdpicos 'e, posteriormente,
publicou proposta de normas para o estudo de texicidade
destes produtos °. O atendimento das especificacdes des-
tas Portarias garantiria a competitividade de nossa indis-
tria e geraria um avanco considerdvel do conhecimento na
area de produtos naturais Comoe recursos terap@uticos.

Desta forma, o obletive deste tzabalho fol realizar
uma avaliaclo da gualidade dos fitoterdpicos comercia-
lizados em Porto Alegre apds a vigéncia da Portaria n® 6
SVS — MS, comparando-os com produtos vegetais
com finalidade medicinal comercializados nas ruas por
grvateires.

MATERIAL E METODOS
1. Material

Foram analisadas 42 amostas, no perfodo entre
juiho e outubro de 1997, com procedéncia assim distri-
bufda: 7 amostras “in natara”, adquiridas em ervateiros,

17 férmulas magistrais. adquiridas em farmdcias de
manipulaciio e 18 especialidades farmac@uticas, 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 efou pelo fato das plantas constituintes estarem
inscritas na Farmacopéia Brasileira 4% ed.”. Os produtos
analisados apresentavam em sua composiciio uma Gnica
planta, sob a forma da droga inteira ou rasurada, a granel
ou em sachets, ou nas formas farmac@uticas tintura, eli-
Xir e capsula, em apresentacdes diversas. Os vegetais
relatados como componentes eram: Statice brasiliense
{baicord), Peumus boldus {(boldo), Centella asiatica
(centela), Mikania glomerata {guaco), Pilocarpus jabo-
randi (jaborandi) e Valeriana officinalis {valeriana).

2. Métodos

A apdlise foi realizada no lLaboratorio de Farma-
cognosia da Faculdade de Farmdcia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sendo cousiderados os
seguintes indicadores de gualidade: identidade, auséncia
de matérias orghnicas estranhas, estado de conservaciio ¢
principais constituintes quimicos.

A metodologia empregada compreenden:

+ identificacfio botinica sistemética ;

+ andlise macroscopica: as amostras “in natura”
foram observadas a oftho nu e sob de lupa com aumento
de 10 vezes”, para detecciio de contaminantes diversos e
determinacio de matérias orginicas estranhas, conforme
Farmacopéia Brasileira 4% ed ¥,

« reactes de identificacio: foram realizadas reagles
de cor ¢ precipitaco de acordo com a Farmacopéia
Brasiteira 4¢ ed.* ou bibliografia especializada;

*« apdlise cromatografica: foi utilizada a técnica de
cromatografia em camada delgada analitica. Sempre que
possivel, foram utilizadas amostras vegetais com identi-
dade comprovada para comparacio do perfil cromaio-
grifico e/ou amosiras auténticas das substincias ativas
ou dos principais coastituintes do vegetal em andlise,
como substincias de referépcia”™ ™.

Todas as amostras foram divididas em duas por-
¢hes, a0 acaso: A e B. A porgiio B ol reservada para
identificag@o botnica e andlise macroscépica, quando
possivel, ¢ confirmacio dos resultados, se necessdrio.

Para as amostras “in natura” e na forma de cédpsu-
las, a porcio A foi triturada e levada & decoccdo, com
solvente apropriado a cada case, em banho-maria a apro-
ximadamente 80°C, por 30 minutos. As solucGes extrati-
vas obtidas foram filtradas sobre algodio, conceniradas
em banho-maria, acondicionadas em frascos de vidro
fechados ¢ reservadas para andlise cromatogrifica e rea-
¢Bes de identificacdo. As amostras de jaborandi e boldo
foramy extrafdas, para oblencio de alcaldides totais, de
acordo com a Farmacopéia Brasileira 4* ed”.



ZUCCOLOTTO, T APEL, M. & RATES, S MK - Avaliagio da qualidade de produtos fitterdpicos comercializades em Porlo Alegre -~ RS — Rev. Inst.

Adelfo Lutz, 382} 25-31, 1999,

Tabela 1. sumo de trabalhos que apontam problemas na qualidade de produtos fitoterdpicos comercializados no

Brasil.
AUTORES ANO/ PREP/}RA(;@ES ou PROBLEMAS/
LOCAL SITUACAO ESTUDADAS GRAU DE REJEICAQO
Oliveira & Akisue '* 1973 /5P nsumos vegetais 21 %
Schenkel er ol 1986/ RS 48 insumos vegetais 30 %
17 preparacfes fitoterdpicas 41 %
Mentz & Schenkel ™ 1989 / RS Avaliacio da informacio Bulas inadequadas, falta de
contida em folhetos ou bulas informagdes cientificas
dos produtos
Margues, L. C. ¢ 1692/ PR Qualidade da matéria-prima Dificuldades com fornecedores,
identificaciio botinica ¢
controle de qualidade deficiente
Marques & Borio ¥ 1992 /PR Avaliacko da qualidade dos 100% de rejeicao:
fitoterdpicos no coméreio problemas técnicos e legais
(60 amostras)
Rates er al. ™ 1993 /RS 51 amostras de ind. 47 Y%
farmacEuticas 40 %
10 amostras de farmécias 40 %

de manipulagio
10 amostras de ervateiros

Tabela 2. esultado geral da andlise da qualidade de produtos fitoterdpicos comercializados em Porto Alegre — RS
(hul-Ont, 1998}, considerando-se o mimero tofal de amostras e a procedéncia das mesmas

AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS PERCENTUAL
ANALISADAS APROVADAS REJEITADAS DE REJEICAO
(%)
Farmdcias de Manipulagio 17 05 12 70,6
Drogarias 18 a7 11 ol
Ervateiros 07 0 07 100,0
TOTAL 42 12 30 74
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Tabela 3. Percentual das causas de rejeicdo da qualidade de produtos fitoterdpicos comercializados em Porto Alegre
—~ RS (Jul-Out, 1998), considerando-se todas as andlises.

CAUSAS DE REJEICAO PERCENTUAL (%}
Substituigio do farmacogeno 19,0
Contaminacio 31,0
Presenca de produtos de degradacio 24
Auséncia do constituinte quimico principal 57,1

Tabela 4. Percentual e causas de rejeicfio da qualidade de produtos fitoterdpicos comercializados em Porto Alegre —
RS (Jul-Out, 1998}, quanto i planta analisada.

PLANTA NUMERO PERCENTUAL DE PRINCIPAL CAUSA
AMOSTRAS REJEICAO DE REJEICAO
ANALISADAS
BAICURU 7 100% Auséncia dos constituintes
quimicos principais
BOLDO 7 42.8% Contaminacio
CENTELA 6 66.6% Auséncia do constituinte

guimico principal

GUACO 9 77.8% Auséncia dos constituintes
quimicos principais

JABORANDI 7 57.1% Auséneia do constituinte
quimico principal

VALERIANA 6 83.3% Auséncia dos constituintes
Guimnicos principais
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Para as amostras na forma de tintoras. elixires ou
extratos, a porcio A foi evaporada em bapho-maria a
80 °C, retomada em 1 mL de metanol, acondicionada em
frasco de vidro fechado e reservada para andlise croma-
togréafica e reacdes de identilicagfo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando-se o total das andlises, o indice de
rejeicdo foi de 714 %. Nas Tabelas 2 ¢ 3 estio apresen-
tados os dados absolutos ¢ percentuais de rejei¢fio, com
relagfo & procedéncia das amosiras e causas de rejeicio,
respectivamente.

Das 18 amosiras provenientes de laboratdrios
industriais, e, portanto, atreladas diretamente a legisla-
¢do, 11 nfio atenderam aos guesitos minimos de qualida-
de exigidos por esta norma. As amostras provenientes de
ervateiros apresentaram o maior indice de rejeicio segui-
das das provenientes de farmdcias de manipulacio e das
provententes de drogarias (laboratdrios industriais).
Porém, estas diferencas nfio sdo estatisticamente signiti-
cativas, segundo a comparacao 2x2 pelo teste exato de
Fisher. Ou seja, os produtos manipulados sob responsa-
bitidade técnica, ou comercializados sob registro no MS,
ndo destacam-se em qualidade frente aos produtos popu-
lares vendidos por ervateires, confirmando resultados
obtidos em trabalhos anteriores. Isto, lamentavelmente.
demonstra a pouca influéneia da presenga do profissio-
nal farmacéutico e a inexisténcia de boas praticas de pro-
ducdo nos laboratorios industriais de fitoterdpicos e far-
macias de manipulacio,

Os problemas mats encontrados foram as substitui-
¢hes, contaminagdes e auséncia do constituinte quimico
principal. Os resultados apresentados na Tabela 4 de-
monstram que entre as AMOSras gue mais apresentarim
problemas, destacam-se as de baicurd, produtos obtidos a
partir das partes subterrdneas de Statice brasiliense, ¢ de
guaco, obtidas a partir das partes aéreas de Mikania spp e
centela (Centella usiatica), sujeitas a exploragdo extrati-
vista, com diferentes locais e épocas de coleta, e utiliza-
¢do da nomenclatura popular para aquisicdo e comercia-
lizago da matéria-prima. A influéncia ambiental na cons-
titvicAo gquimica do vegetal e semelhancas morfoldgicas
entre espécies distintas favorecem a diversidade quimica
e substituigdes V. Por outro lado, o alto indice de ausén-
cia das substincias ativas em espéeies como Valeriana
officinglis, importada, e Pilocarpus spp, com culiivo
organizado, demonstram a inadequabilidade dos métodos
de conservacio e extragio empregados.

Além da nido observiincia de boas praticas de pro-
dugdo, a auséncia de um controle de qualidade estrutura-
do dentro dos faboratdrios de produgiio e farmdcias de
manipualacio 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 4 constatagdo de que a
vigéncia da Portaria n® 6 da SVS-MS (DOU 31/01/95)
nfio promoven ainda alteragdes no quadro da qualidade
dos produtos fitoterdpicos comercializados em Porto
Alegre-RS, o que estd em concordincia com outro levan-
tamento realizado por Dias (1997, em relagio a qualida-
de da informacao. Desta forma, parece-nos que, embora
as plantas medicinais e suas formas derivadas constituam
recursos terapéuticos passiveis de utilizacfo na medicina
cientifica, na pratica a sitbacdo em nosso meio ndo per-
mite euforia. Recentemente, foi lancda para consulta
publica a Portaria n* 1029 da SVS-MS (DOU
23/12/1998). Esta, se aprovada, revogara a Portaria i 6,
mantendo as mesmas exigéncias em relacio aos parime-
tros de qualidade botanicos e fisico-quimicos, mas apre-
sentando diretrizes menos rigidas em relacfio a compro-
vacdo da eficdcia e seguranca de produtos f{itoterdpicos
considerados de uso tradicional pela SVS . Contudo,
alguns sinais de mudanca comecam a surgir. As ndiis-
trias, pressionadas pelas exigéneias legais ainda vigentes,
estdo se organizando e formando vdrios grupos com o
objetivo de estudar e melhorar a qualidade de seus fitote-
ripicos e eslabelecer espécies vegetais prioritarias para
estudo cientifico. Listas de vegetais estdo sendo formula-
das e usadas na orientagio de levantamentos bibliografi-
cos, comm vistas 4 obtengfio de subsidios para inclusio na
4% edicdo da Farmacopéia Brasileira e selecfio de vegetais
para possivel elaboragiio de um Formuldrio Nacional de
Fitoterdpicos °. Nesie contexto, nesie trabalho pode-se
constatar ainda que os métodos de andlise descritos na
tltima edicdo da Farmacopéia Brasileira sdo compativeis
com a atual capacidade téenica dos laboratérios nacio-
nais, nio exigindo grande sofistica¢iio de equipamentos.

Por outro lade, como resultado do Projete de
Piantas Medicinais da CEME, implantado em 1983,
plantas nativas como Maytenus illicifolia ¢ Phyllantus
spp emergem como perspectivas concretas para obten-
¢do de medicamentos genuinamente nacionais, Alguns
convénios escola-inddstria vé&m se consolidando com o
apoio de agéncias de fomento ou fundacdes geridas pela
propria inddstria. Grupos de pesquisa relativamente bem
desenvolvidos nas dreas de farmacologia pré-clinica ¢
quimica de produtos naturais estio constituidos em
vérias regides do pais.

*1 Levaniamento realizado pela Faculdade de Farmdcia (UFRGS) ¢ SEBRAE, Porto Alegre, RS, 1995,
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Aligaglo da indistria farmacéutica ao setor acade-
mica emerge COMO Uma esiratégia promissora, pois as
Universidades detém o conhecimento do avango cienti-
fico na drea, necessdrio para que a inddstria, que ja
vende seus produtos num raio reduzido, possa expandir
seu mercado e alé mesmo entrar no meio externo ¥, Isto
¢ particularmente relevanie se considerarmos os acordos
econdmicos internacionais como ALCA e MERCOSUL.

Em conclusio, percebe-se gue ha a necessidade da
estruturagdo de laboratérios de controle de quatidade na
inddstria e nas farmidcias de manipulagdo, bem como
investimentos no aperfeigoamento do corpo téenico.

Além disso, para execugiio e cumprimento da legislacio,
a fim de garantir que estes produtos nio percam a credi-
bilidade e competitividade frente ao mercado consumi-
dor, é necessdrio um programa rigido de fiscalizaciio por
parte da Vigilincia Sanitdria.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a Marcos Sobral (CPG —

Ciéncias Farmacéuticas) pela identificagio botinica das
amoskras,

RIALA 06/86 |

ZUCCOLOTTO, T APEL, M. & RATES, SM.K. — Qualitative evaluation of herbal medicines com-
mercialized in Porto Alegre — RS { Brazil). Rev. Inst. Adolfo Laiz 538(2) 1999,

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
tegisiation shout these products (Portaria 6 — SVS —— MS — DOU 01.31.93) induced the improve-
ment in their guality. Forty-two samples purchased from herbalists, drugstores and pharmacies werc
analysed considering botanical identity, absence of foreign organic materials, 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 literatwre. The results showed that the Portaria 6 —
SVS — MS (DOU 01.31.95) validity has not yet influenced the quality siate ot herbal products com-
mercialized in Porto Alegre. since 714 % of the analysed samples do rot fit the minimum quality
demands reguired by such fegal rule. These results meet the ones observed in previous researchs in rela-

tion to the unsatisfactory gualitity ‘of the Brazilian herbal medicines.

KEY WORDS: herbal medicines; guality control: phytopharmaceuticals; Brazilian herbal medicines;
Braziian phytopharmaceuticals; Portaria n 6 da SVS-MS-Brasil.
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INCORPORACAQ EXPERIMENTAL DE Vibrio cholerae 01 NAO TOXIGENICO EM
OSTRAS (Crassostrea brasiliona), VIVAS
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GELLI .D. S.; JAKABI, M.; de MORAES, . R.& MASTRO, N. del - INCORPORACAO EXPERI-
MENTAL DE Vibrio cholerae O1 NAOQ TOXIGENICO EM OSTRAS {(Crassostrea brasiliana),
VIVAS. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 38(2): 33-37, 1999,

RESUMO: As ostras sio moluscos bivalves que, com fregiiéneia, sfio consumidas cruas. Podem ser
objeto de processos de depuragiio {descontaminagdes fisicas ¢ quimicas), pois este habito de consumo
estd associado a eventos de doengas transmitidas por alimentos em varios paises. No presente trabalho,
foram realizados testes para verificar a possihilidade de contaminagiic de ostras em laboratdrio, com o
objetivo de estabelecer modelo para avaliacSes de processos de depuracio. As ostras foram mantidas
vivas em dgua do mar previamenie ozonizada. Foi procedida a contaminagfio da dgoa com Vibrio cho-
lerae Bl Tor O1 nio toxigénico, Foram realizadas determinacdes analiticas da dgua e das ostras imedia-
tamente apds e depots de 2, 4, 12, 18 e 24 horas da contaminagiio. Apos 2 horas, as ostras apresentaram
positividade para o V. cholerae usado no experimento, em até a diluiciio 107, igual ao nimero inicial de
célalas vidveis imedialamente apds a contaminagio. Os niveis de presenca da cepa festada manteve-se
elevada, tanto na dgua como nas ostras, durante todo o periodo de observagiic (até a diluigio 107 na dgua
e 10 nas ostras). Os resultados obtidos indicam que este método ¢ Gtil, pois permite a manutencio da
viabilidade das ostras. A avaliagBo da eficdcia e eficiéncia de processos tecnoldgicos de depuragiio (des-
contaminacio), como o uso de ozdnio e de radiacio ionizante, pode ser conduzida, mantendo os pari-
metros reais, inclusive com a presenga da microbiota autdctone destes moluscos. A comparagdo das
diluigdes positivas no decorrer do experimento, demonstram que a cepa adaptou-se is condigdes do
experimento, apresentando inclusive multiplicacio. Foram realizados trés testes independentes {fripli-
cata), para observar possiveis variagdes na incorporacio da cepa.

DESCRITORES: Ostras, contaminagio laboratorial. Incorporaciio de V. cholerae em ostras.

i. Trabaiho realizado na Segdo de Microbiologia Alimentar do Insttuto Adolfo Lutz, projeto no. 8029/RB, TAEA (International Atomic
Hnergy Agency). Parte da Dissertagio de Mestrado de Moraes, LR, “Estudo da Sensibilidade do Vibrio cholerae O1 4 Radiagiio Gama de 60Co
i vHro € in vivo em ostras (Crassostrea brastliana)y ariificialmente contanyinadas™, 8o Paule, 1996, Tese (Mestrado) — IPEN-USP.

2. Da Se¢iio de Microbiologia Alimentar do Instiruto Adotfo Lutz

3. Pos graduanda do IPEN/CNEN — 5P

4. Pesquisadora Titular do IPEN/CNEN ~ SP
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INTRODUCAO

Os moluscos bivalvés”sio organismos marinhos
que, na fase adulta, tem habitos e caracteristicas particu-
lares: sdo encontrados em dreas da costa marftima, fixos
scbre ¢/ou ao redor de rochas ou de outras superficies
sGlidas; apresentam duas valvas {conchas) gue podem
ser movimentadas por um musculo adutor ¢ possuem
uma estrutura bioldgica, na superficie da sua estrutura
interna, denominada de manto. O manto ¢é a estrutura que
promove & captacio de alimento: a dgua é dirigida, atra-
vés do movimenio de cilios laterais, pare a parle inalan-
te da cavidade do manto que, ao filtra-1a, retém as parti-
culas em suspensiio na dgua circundante. As particulas
retidas pelo mante sdo dirigidas para o sistema digestivo,
As particulas maiores sfio eliminadas através de contra-
¢Oes musculares. Os moluscos bivalves se alimentam do
plancton (z0o e fitoplincton) presentes na dgua do mar
da drea onde estd fixado. Quando em atividade alimen-
tar, as ostras podem filtrar até 6L de dgua por hora®. Sfo
considerados “animais sentinelas™ da possivel presenga
de microrganismos patogénicos no ambiente em que
vivem, em funcfio do seu processo de captura de alimen-
tos que permite que microrganismos ¢ substincias qui-
miicas em suspensio na dgua do mar sejam concentrados
em seus corpos’. Toxinas elaboradas por algas do
ambiente marinho sfo veiculadas ao homem pelo consu-
me de moluscos bivalves, notadamente osiras. Estas
toxinas s#o denominadas genericamente de toxinas mari-
nhas". No que se refere aos microrganismos, os molus-
cos bivalves podem ser vefculos de bactérias, virus e
parasitos patogénicos ao homem'™"""7,

Por serem usados como alimentos, 05 moluscos
bivalves s80 uma preccupagio constanie em termos de
satide piblica. Levantamentos epidemioldgicos identifi-
cam este organismo como veiculador de Enfermidades
Transmitidas por Alimentos, seja de origem biolégica
{toxinas marinhas como a Toxina Paralisante dos
Moluscos (TPM/PSP .Paralytic Sheilfish Poison), a
Toxina Diarréica dos Moluscos {TDM/DSP — Diarretic
Shellfish Poison), as bactérias patogénicas {Salmonella
spp, Shigella spp, Vibrio spp), determinados virus {como
da hepatite infecciosa), determinados parasitos, contami-
nantes  quimicos (contaminanies inorgdnicos), e
outros 712 Acrescente-se a isto © fato de que, dentre 08
moluscos bivalves, as ostras sdo consumidas também ¢
principalmente sem cocglo prévia®, Os apreciadores
deste alimento o preferem ainda vivo, o que representa
uma seguranca de que o produto nfo estd deteriorado e
que seu valor nutritivo e sabor caracteristicos estiio pre-
servados. Considerando a situaciio de risco que 0 consu-
o deste produte pode gerar, algurmas medidas sdo indi-
cadas para diminuir/controlar a carga de contaminacio
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que possam apresentar: awtorizagiio de extragho dos
moluscos bivalves somente de areas marinhas controta-
das e aprovadas, depuragio (pelo uso de dgua de quali-
dade controlada, tratada por luz ultra violeta e/ou adicio-
nada ou nio de cloro e/ou através de tratamento por 0zd-
nio) e radiacdo ionizante (1.5 a 3,0 kGy), entre
Ogtrasib.gcmi).

Os ensaios realizados em laboratdrio para verificar
a eficdcia dos tratamentos (processos de depuragdo) assi-
nalados. para o costrole de patdgenos possivelmente
presente nos moluscos bivalves sio, no geral, realizados
através da contaminacdo dos moluscos nio mais vivos,
seja por abertura forgada de snuas conchas ou apds esteri-
lizagao por calor ou radiaglo ionizante. No que se refere
as oslras existenics no Brasil, o processo de morte € ini-
clado com a abettura forgada das valvas do organismo
para acesso as partes comestiveis, pois guando retirada
da dgua a mesma mantém as valvas hermeticamente
fechadas. Os dados bibliogrdficos disponiveis relatam
avaliagOes laboratoriais da eficiéneia destes tratamentos,
porém considerande a diminuicdio da carga bacteriana
autéetone, ou entdo por contaminagdes post morten, por
processo esterilizante prévio.

O presente ensaio foi realizado para delinear expe-
rimentalmente a contaminacio de osiras (Crassostrea
brasiliona) mantidas vivas, com Vibrio cholerae, tendo
por base sua forma de captag@o natural de alimentos.

MATERIAL E METODO
Material;

Foram usadas 180 ostras (Crassostrea brasiliane),
procedentes de Cananéia, de planta de depuracio de
ostras por ozdnio, em 3 lotes diferentes (60 por lote). As
amostras de ostras foram transportadas sob refrigeracio,
acondicionadas em caixas de madeira, em camadas sepa-
radas por folhas de samambaia para manter a umidade
necessdria i sobrevivénceia das mesmas. As ostras foram
recebidas pelo laboratorio previamente limpas, por pro-
cesso de remogio de cracas e organismos marishos de
hébitos fixos e de outras possiveis sujidades aderidas
sobre a superficie externa de suas conchas e ja tratadas
pelo processo de ozonizacdo (depuracio em tangues,
com borbulhamento de ozonio).

Foram usados 1501 de dgua do mar da regifo de
Cananéia, recebidas em 3 porgdes separadas, acondicio-
nadas em galdes de pldstico atéxicos previamente higie-
nizados ¢ transportadas sob refrigeraciio.

Microrganismme empregado: Vibrio cholerae O1 El
Tor Ogawa, ndo toxigdnico, procedente da Colecio de
Culbturas do Instituto Adolfo Lutz.
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Cultura para contamiracfio da dgua: em 20mb de
Agua Peptonada Alcalina (APA}, foi semeado o micror-
ganismo selecionado. Incubagiio a 35°C por 18-24h.

Aqudrio em vidro atéxico, capacidade para 60L de
dgua.

Método:

Cerca de 40L de dgua fol vertida no aqudrio, no
qual foram distribuidas 30-35 ostras. Foi procedido ao
borbuihamento do ozdnio por cerca de 30 minutos, usan-
do aparelho tipo doméstico, com a finalidade de agitar e
assim oxigenar a dgua, para estimalar a abertura das val-
vas. Apos esta agitaciio com consequente oxigenagio, foi
retirada uma amostra de dgua (aproximadamente 20mlL.)
e 5 ostras para andlise (confrole micial). Foi entdo adi-
cionada a agua 10ml. da celtura do Vichelerae selectona-
do. Imediatamente apds a contaminag@io e apds perfodos
de 2,4, 12, 18 ¢ 24h, foram retiradas amostras de dgua e
de ostras para fins de andlise: 20ml. de dgua, coletada
apds mistura da mesma e 5 unidades de ostras.

Andlise das amostras de dgua: proceden-se & dilui-
clo seriada da amostra, por transferéncia de lml da
diluigdo precedente em 9 mE de APA estéril, aié a dilui-
¢do 107 Apés incubagiio a 35°C/18-20h, o material de
cada diluicdo foi semeado em superficic de agar TCBS
{Tiosultato Citrato Sais Biliares Sacarose). Apds incuba-
¢lio a 35°C por 18-24h, 3 a 5 colonias caracterfsticas ¢
suspeitas de cada diluicfo positiva foram isoladas em
meio IAL ¢ em superficie de agar TN ¢ TN, (me10 sdli-
do, com 1% de triptona, ndo adicionado e adicionado de
1% de cloreto de sédio, respectivamente}, Apés incuba-
¢do, as colonias isoladas que apresentaram reagdes com-
pativeis com as de V. cholerge, foram testadas frente a
oxidase e por sorologia polivalente. Foram caracteriza-
das como positivas as que apresentaram: colonias ama-
relas em TCBS; indol positive; fermentaciio da glicose e
da sacarose; oxidase ¢ sorclogia positivas; desenvolvi-

mento em meios com 0 e 1% de NaCl, L-triptofano desa-
minase, H2S, urease e produgiio de gas a partir da glico-
se, negativos'*,

Andlise das amostras de ostras: as mesmas {oram
abertas com assepsia, com auxilio de abridor de ostras
em aco inox, previamente desinfetado. A parte comesti-
vel (toda a estrutura interna) fol retirada da concha e
recolhida em copo de homogeneizador previamente este-
rilizado. A homogeneizacio foi realizada em aparelho
tipo ligiidificador. Do homogeneizado, foram retiradas
25g. diluidas e cuidadosamente misturadas em 225mlL
de APA (diluigdo 107). A partir desta, foram preparadas
diluigdes seriadas como jd descrito para as amostras de
dgua. As demais efapas analiticas foram realizadas con-
forme descrito para a dgua.

Cada etapa analftica acima descrita foi realizada
com confrole de meios de cultura semeados com a cepa
teste (contrele positivo) ¢ nio semeados (controle de
gsterilidade).

RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados da relacdo do numero de V. cholerae
0Ol em dgua ¢ em ostras, estio expressos na Tabela abajxo.

A andlise da dgua e das ostras, antes da contamina-
¢do com a cepa selecionada, revelaram auséncia de V.
cholerae. As diluigdes maiores do que as constantes na
Tabela, foram negativas.

Os resultados expressos na Tabela sfio indicativos
de que o ensdio proposto permite a contaminagio de
ostras vivas em nivel laboratorial, permitindo avaliagdes
de eficiéncia e eficdcia de processos de depuragio (des-
contaminacio) destes moluscos, em condigBes mais pro-
Kimas das reais,

O nimero de cinco unidades de ostras, é satisfatorio
e contribuiy para a representatividade das mesmas, pois
tanto a abertura das valvas como o processo de filtracho da

Tabela. Maiores dilui¢des positivas de Vibrio cholerae Q1 nio toxigénico, em log de base 10 (fog Inos experimen-
tos de contaminagic de dgua e incorporacio de V.cholerae O1 El Tor Ogawa nfo toxigénico em ostras Crassostrea
brasiliana, por periodos de exposigio (imediatamente apds a contaminagio da dgua e de 2,4, 12, 18 e 24 horas)

Tempo/substrato 0h 2h
A Os A Os A

Experimento 1 -7 Aus -7 -7 -6
Experimento 2 -7 Aus -5 -6 -8
Experimento 3 -7 Aus -7 -7 -7

dh 12h i8h 24h
Os A Os A Os A Os
-7 -7 -7 -5 -7 -7 -7
-8 -7 -8 <7 -8 -7 <7
-7 -0 -7 -7 -7 -6 -7

h= horas A=Agua Os=Ostra aus=auséncia em 25g
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agua pode ser heterogénea entre as vnidades vivas, Apos
contato de 2 horas em dgua artificialmente contaminada, a
andlise das 5 wvnidades de ostras apresentaram niveis de
V.cholerae de mesma grandeza do que na dgua imediata-
mente apos sua contaminagio; nos perfodo posteriores de
observagio, as diluigdes positivas de células vidvels pre-
sentes na dgua ¢ nas ostras, mantiveram-se corresponden-
tes. A positividade das diluigGes, nas amostras de dgua, foi
malor apos 12h do que a inicial (respectivamente em até
' no tempo 0 e em até 107 apds 12h), o que indica que
ocorreu a mauitiplicaciio da cepa usada no experimento.
Os resultados obtidos em periodos superiores a 2
horas também permitem concluir que a cepa se adaptou

adequadamente no sistema e nas condigdes do experi-
mento: manutengio, por até 24 horas, de ndmeros equi-
valentes de células vidveis tanto na dgua como nas
ostras, com variagdes possiveis de ocorrerem em amos-
tras de um mesmo lote de produto e por observagdes dos
resultados das diluicdes. Observac@io anterior indica a
possibilidade de multiplicacdo de Vibrionaceae em
ostras apds a sua captura’.

Conclui-se que o processo de captura de alimentos
das ostras permite a sua contaminaciio em nivel de labo-
ratorio, sem a necessidade de danificar sua estrutura bio-
16gica ou inativar sua microbiota natural.

L RIALA 06/862 E

SELLE D, S JAKABL M. de MORAES, I R.& MASTRO, N. del -EXPERIMENTAL INCORPO-
RATION OF Vibrio cholerae O1 NON TOXIGENIC IN LIVE OYSTERS {(Crassostrea brasiliana)l,
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 chemical decontamination), since its consumption habit has important epi-
demiological implications. 1t was perfomed essays to verify the possibility of live oyster contamination
at faboratovial level: oysters was maintened alive in sea water previously ozonized and then contamined
with Vibrio choterae El Tor, O1, Qgawa, 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 107 dilution, compatible with the ini-
tia] sea water contamination. The levels of the strain used in this experiment was constantly high during
the period of observation (positivity till 10° dilution in water and 10 in oysters). The results obtained
indicate that this contamination may be useful for laboratorial observation of efficacy and efticiency of
tecnhological depuration {decontamination) process of oysters, since allow measurements at real con-
dictions. Number of viables cells obtained at differents 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 — Ovysters, laboratorial contamination. V chclerae incorporation in oysters.
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RESUMOQ: foi proposto o desenvolvimento de uma formulagio altermativa de massas alimenticias
substituindo-se os ovos por plasma bovino. O produto foi avaliado guanto 4 sua qualidade teenolégica,
frenie a uma massa i base de ovos, tradicionalmente disponivel no comércio, através da determinacio
do seu tempe de cocgdio, capacidade de absorcio e retengio de agua, perda de sélidos e proteinas e pelo
deslocamento de volume. Os resuftados obtidos demonstraram que a massa 4 base de plasma atingiu o
ponto al denze em 3/4 do produto padifio, possuin maior capacidade de absorghio de dgzua (61,8%]),
menor perda de sélidos (0.8%) ¢ de protefnas (0,7%). O comportamento fecnolégico diferenciadoe dos
produios foi evidenciado por apilise de componentes principais.

DESCRITORES: massa alimenticia, plasma bovino, qualidade tecnolégica

INTRODUCAO

Com o aumento da populacio mundial, particular-
mente pos paises em desenvolvimento, torma-se impor-
lanie a busca de meios de aproveitar os recursos agrope-
cudrios incluindo os subprodutos e residuos do seu pro-
cessamento. O Rio Grande do Sul € um estado com gran-
de atividade pecudria, onde a maioria dos subprodutos
resultantes ndo € utilizada para fins de alimentacho
humana ¢ tem pouco valor comercial.

Nos matadourcs industriais, o sangue bovino é um
dos subprodutos com mator poder contaminante que se
produz, sendo sua eliminagio essencial para reduzir a
carga orginica em seus efluentes.™ Além disso, para as

induistrias cdrnicas se tornaren economicamente compe-
titivas ¢ essencial utilizarem melhor seus subprodutos
empregando-os, por exemplo, como fonte protéica.™#
Ne Brasil estima-se que em 1997 foram abatidas aproxi-
madamente 29,5 milhdes de cabegas de gado resultando
em cerca de 312 milhSes de liros de sangue, que em tex-
mos de proteina, comrespondem a aproximadamente
54000 toneladas desperdicadas.™ '

O sangue bovino, muito rice em proteinas, tem sido
estudado no sentido de caracterizd-lo e de sugerir seu
uso em outras formulagdes de alimentos, além da con-
vencional {embutidos), porém permanece ainda despre-
zado. O plasma bovino pode ser separado das hemdcias
por um processo bastante simples. Considerando-se gue

* Realizado no Laboratério de Bioguimica Tecnolbgica — Fundagio Universidade do Rio Grande, Rio  Grande — RS

¥ Mestre em Engenharia de Alimentos
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0 mesinoe também € rico em proteinas, possui methores
caracteristicas sensoriais que o sangue inteiro e excelen-
tes propriedades funcionais, estudos a seu respeito visan-
do sua utilizaclo ne preparo de alimentos convencionais
como formulagdes alternativas, sdo necessariog, ™! i1

Uma forma de utilizar esse plasma ¢ enriquecendo
os produtos d base de cereals, visto que estes estlio pre-
senies, rotineiramente, na dieta da maioria dos povos ¢
no entanto, t8m valor protéico discutivel. Destacam-se,
dentre estes, as massas alimenticias 4 base de ovos que,
além de maior valor nutricional em relacio 4s massas
comuns (& base de farinha e dgua), trazem um maior
valor comercial, 0 que pode ser proibitivo para algumas
pessoas.”

As massas alimenticias sdo ideais para veicular
nutrientes pela facilidade de obtengiio de sua matéria-
prima, pela simplicidade do processo de fabricagio, pelo
seu baixo custo ¢ finalmente por seu valor nutritivo ™%

A praticidade de sua utilizagfo, a facilidade de
manuseio ¢ a boa estabilidade durante o armazenamento
fazem com ¢ue as massas alimenticias sejam consumi-
das nas mais diversas regides do pafs e por todas as clas-
ses sociais.®* %" E importante lembrar que a proteina da
farinha de trigo, matéria-prima das massas alimenticias,
¢ deficiente em lisina e treonina. A intengdo de substituir
0s oves por plasma bovino (rico em lisina e treonina},
possibilita a obtencio de um alimento de bom valor pro-
téico e baixo custe, criando uma alternativa para dimi-
nuir os problemas nuiricionais da populagio.”™

O desenvolvimento deste alimento alternative,
requer um estudo mais detalhado para se verificar a pos-
sibilidade de obtenciic de uma massa alimenticia com
qualidade tecnoldgica compardve] a do produto tradicio-
nalmente disponivel no comércio.

No Brasil, a qualidade das massas tem sido estima-
da através de seu desempenho durante o cozimenio.
Além do teste de cozimento, a cor e textura do produto
final também devem ser consideradas.™® Entretanto, este
tipo de avaliagio ¢ quase inexistente nas industrias do
pais e sdo poucos os pesquisadorss que frabalham com
este setor de produtos alimenticios, de modo gue existem
muitas caréncias nesta area, tais como a falta de um per-
fil do padrao de gualidade destes produtos. A Trdlia, pelo
elevado consamo desies produios, é o pafs que apresen-
ta maior desenvolvimento de técnicas de controle de
qualidade de massas.

Os testes de cozimento dio informacio de como o
produto se comporta durante a cocclio, em particular, da
quantidade de dgua absorvida e de substincia lixiviada,
durante o processo, bem como do aumento do volume ¢
da textura.’®

A determinagiio dos parmetros relacionados com a
gualidade de cozimento pode ser efetuada sem auxilio de

40

equipamentos sofisticados porém, ao analisar a qualida-
de do cozimento do produto deve-se levar em considera-
¢ao principalmente o tamanho. forma e espessura.
Assim, s¢ se pode comparar a qualidade de cozimento
quando se frata de massa do mesmo tipo.**

A textura de massas alimenticias de boa qualidade
deve ter as caracteristicas af dente, como dizem os italia-
nos.*® Por outro lado. os consumidores brasileiros nem
sempre aceifam essa caracteristica, preferinde muitas
vezes uma fextura menos firme.

A partir destas considerac8es, o objetivo deste tra-
batho foi avaliar a qualidade tecnoldgica de uma massa
alimenticia seca do tipo carta, produzida em escala labo-
rajorial, empregando o plasma bovino como substituto
dos ovos,

MATERIAL E METODOS

Para o preparo da massa alimenticia, os ingredien-
tes foram misturados observando-se as quantidades con-
forme uma formulacio base desenvolvida previamente:
para cada 1000 g de farinha de trigo foram adicionadas
450 g de plasma bovine e 0,25 g de P carotene (160.000
Ul/g).” Apds a homogeneizagio, a massa foi extrusada
com uso de trefila, cortada no tamanho desejado e sub-
metida & secagem.

A secagem da massa & base de plasma fo1 realizada
em estufa com circulagdo de ar a 50°C por 30 minuios
(pré-secagem}. seguido de um periodo de repouso onde
a fonte de calor foi desligada por 30 minutos. A fonte de
calor foi entdo novamente ligada em lemperatura mais
elevada (80°C) por 1 hora. O teor de umidade da massa
(determinado segundo a AOAC") foi reduzido de aproxi-
madamente 30% para 12%. Posteriormente, o produto
obtido foi embalado e armazenado.

A gualidade tecnoldgica da massa formulada foi
determinada pelos seguintes parfimeiros:

a) Tempo de Cocclo: tempo de cozimento necessa-
rio para que 20 g de massa com 2 g de sal, em 200 ml de
dgua. atingisse o ponto af dente. de acerdo com Leitdo ef
al. {19903

b) Absorgiio de Agua: foi determinada pele aumen-
to de peso de amostras de 20 g de massa crua, apés o pro-
cesso de cacco, O valor foi obtido pela seguinte relagio:®

r - P yx 100/ P

5 FIAL FAO IWICT AL ESO FINAL

¢} Deslocamento de Volume: foi determinado pelo
desiocamento de volume de amostras de 20 g de massa
craa, apdés o processo de cocgio, em uma proveta com
200 ml de agua. O valor foi obtido pela relagao® (V
-¥ Px W0V

O INCEAL

L. FINAL

D4 ENECIAL
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d} Perda de Sdlidos: foi determinada pelo método
de secagem a [03°C, onde a amostra utilizada foi a dgua
obtida apds a cocgio de 20 g de massa.?

&) Perda de Proteinas: foi determinada nos sélidos
resultantes da determinacio de s6lidos, pelo método de
Kjeldahl' com o fator de conversio 5,7.

{) Capacidade de Retengiio de Agua: foi determina-
da de acordo com WANG & KINSELLA (1976)* adap-
tado por TEIXEIRA, FURLONG & MELLADO
(1996, brevemente descrito. Amostras de 1,0 g foram
homogeneizadas em 10 ml de dgua e submetidas a um
aguecimenio em bhanho-maria a 80°C por 45 minuatos,
centrifugadas a 2000 rpm por 20 min. O aumento de
pese das amostras foi determinado apds a absorgdo. A
percentagem de Agua retida fol calculada, pela seguinte
férmula;

(P -P

R0 FIRAL AR TR A

yx 100/ P,

S0 IICTAL AMOSTRA Bty FNAL

As andlises foram realizadas em amostras da
massa alimenticia desenvolvidas 2 base de plasma ¢ em
amostras de massa & base de ovos, tradicionalmente
encontrada no coméreio, de mesmo formato do produto
proposto.

Para avaliacio dos resultados obtidos através dos
métodos deseritos, fol utilizado um tratamento estatisti-
co dos dados, com o auxilio do software “Statistic for
Windows” (versdo 4.3}, nos médulos de estatistica basi-
ca (médiaj e de andlise fatorial. Para atender os reqguisi-
tos de aplicacdo desses iratamentos, 0s experimentos
foram realizados em iriplicata na determinagfo do tempo
de coccdo e para os demais parfimetros de qualidade,
foram realizadas 25 repeti¢0es.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro parimetro estudado para determinar a
qualidade tecnologica das massas alimenticias fol o
tempo de cocglo. Os resualtados, da média de trés repeti-
gOes, foram de 12 minutos para massas 4 base de ovos
{padrio) ¢ 9 minutos para a massa & base de plasma.

Com base nestes resultados, pode-se dizer que a
massa @ base de plasma de acordo com a formulagio
desenvelvida atinge o ponto al dente em 3/4 do tempo do
produto padrio. Este fato geralmente ¢ levado em consi-
deracido pelos consumidores, pois eles exigem cada vez
mais que 0s produtos sejam de rapido preparo.

Os parfmetros deslocamento de volume, absorcio
de 4gua, capacidade de retencio de dgua, perda de soli-
dos e proteinas foram primetramente submetidos a uma
aréilise descritiva, cujos resultados podem ser observa-
dos na Tabela L.

Tabela 1. Qualidade tecnolégica das massas alimenticias

Pardmetro Massa & Base Massa 4 Base
de Plasma de Ovos
Bovine (Padrfioy
Média*(%) Média *{%)
Deslocamento
Volume 1456 1473
Absorgiio de Agua 61,8 554
Capacidade de
Retencdo de Agua 08,6 75,9
Perda de Sélidos 0.8 2.3
Perda de Proteinas 0,7 2.4

* 25 repeticdes

Esses resultados mostraram que 2 massa 4 base de
plasma apresentou maior capacidade de absorcido de
dgua, 0 que consequentemente gera um maior rendimen-
to do produto. Aiém disse, a formulacio desenvolvida
perdeu menos solide e menos protefna, o que $¢ vem a
contribuir para sua qualidade, pois 0os consumidores pre-
ferem aqueles produtos que. apds a cocg¢do, nio perdem
muitos sedimentos para dgua, pois geralmente essas
massas ao resfriarem tormani-se pegajosas.

A pequena perda de proteinas contribuiu favoravel-
mente para a qualidade da massa desenvelvida, ndo ape-
nas tecneldgica mas também nutricional, enriquecendo
em termos protéicos este produio,

Com relagio ao deslocamento de volume, pode-se
dizer que a diferenca foi relativamente peguena, ndo
diminaindo a qualidade de um produto em relacio ao
outro.

No caso da capacidade de retengiio de dgua. a dife-
renca demonstrou que a massa padrac foi superior em
relacdo a massa a base de plasma. Este fato provavel-
mente se evidenciaria se as duas massas fossem cozidas
¢ resfriadas lentamente. Apds algum tempo, provavel-
mente a massa 4 base de plasma comegaria a perder dgua
em maior quantidade do que a massa padrio, resultando
em um aspecto menos atrativo. Esse aspecto torna-se
mais relevante quando a massa alimenticia € utilizada na
elaboragdo de pratos frios como saladas.

Como discutido, as massas apreseniaram compor-
tamento tecnolégico diferenciado, aplicou-se entfio,
uma andlise estatistica fatorial de componentes princi-
pais (Tabela 2), para verificar a contribuigho de cada
parémetro.
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Tabela 2. Analise falorial das massas alimenticias

Parametro Massa a4 Base Massa 4 Base
de Ovos Plasma
Bovino
Fator 1 Fator2 Fator1 Fator2
Capacidade
de Absorgio
de Agua 0,06 0.85°  -030 -068
Capacidade de
Retencio de Agua- 0.86° 0,16 091" - 1,63
Deslocamento
de Volume -{0,26 0,68 - 0,19 0,53
Perda de
Sélidos 0,61 0,21 - (3,83 - 6,30
Perda de
Proteinas (0,40 (3,69 0,11 £,80°

"Componentes principais dos fatores

Obtiverani-se dois fatores para cada massa ¢ verifi-
cou-se gue o fator principal foi semelhante para ambas
as massas, sendo formado pela capacidade de retencio
de 4dgua ¢ pela perda de solidos, porém, em ordem de
importiincia mvertida. O fator mostrou que quando ocor-
reu wn aumento da perda de sélidos, ocorreu a diminui-
¢do da capacidade de retengio de dgua.

A capacidade de retengio de dgua foi mals impor-
tante para a massa 3 base de plasma, enquanto que a
perda de solidos tornou-se mais importante para a massa
a base de ovos.

O fator T explivou 39,7% da varifincia para a massa
de ovos ¢ 37,8% para a de plasma bovino.

No segundo fator os produtos comegaram a diferir
mais, demonstrando o comportamento peculiar de cada
um. A capacidade de absor¢io de dgua tomon-se a varia-
vel mals importanie para a massa com ovos ¢ a perda de
protefnas para a massa com plasma (explicacio da varifn-
cia de 30.9% e 25,7%, totalizando 70,6% e 63,5% de
explicacdo da varifincia respectivamenie). Porém para
massa a base de ovos a perda de proteinas e o deslocamen-
to de volume também apareceram desempenhando am
forte papel, €, no caso da massa i base de plasma, o outro
componente de destaque foi a capacidade de absorcio de
dgua,

Esta andlise demonstrow, entfo, que todas as varid-
vels foram importantes na determinacio da qualidade tec-
noldgica, porém a diferenciacio dos produtos pode ser
melhor observada pela capacidade de retencgiio de dgua,
perda de proteinas ¢ de sélidos. Isto sugere que se dé pre-
feréncia a estas andlises quando a intengfo for 1dentificar
se o produto € 4 base de plasma ou ovos, ndo esguecen-
do, porém, de que se trata de uma observagio restrita a
formulagio desenvolvida neste trabalho, devendo-se con-
siderar o teor de plasma e o tamanho e tipo de massa em
futuras comparagbes. O parametro deslocamento de volu-
e foi 0 de menor influéneia na caracterizagio dos pro-
dutos, ndo devendo, porém, ser descartado.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, nas condicdes
experimentais utilizadas no desenvolvimento e avaliagio
da formulaciio alternativa de uma massa alimenticia seca &
base de plasma bovino, em laboratdrio, pode-se dizer que:

A massa 2 base de plasma atingiu o ponto al dente
em 3/4 do tempo do produto padrio, possuiu maior capa-
cidade de absorgdo de dgua (61,8%), menor perda de
sélidos (0,8%) e de protefnas (0,7%) engquanto que a
capacidade de retenciio de dgua fol superior na massa i
base de ovos;

O comportamento tecnoldgico diferenciado foi evi-
denciade pela andlise de componentes principals, onde ¢
primeiro fator para ambas as massas foi formado pela
capacidade de retenclio de dgua ¢ pela perda de solidos,
porém em ordem de importincia invertida. O fator mos-
trou que quando ocorreu um aumento da perda de séli-
dos, ecorreu diminunicdo da capacidade de retencio de
dgua. O segundo fator demonstrou ¢ comportamento
peculiar de cada produto, porém verificou-se que todas
as varidveis foram de importincia na determinaciio da
qualidade tecnoldgica, sendo que a diferenciagiio dos
produtos pode ser methor observada pela capacidade de
retengio de dgua, perda de proteinas ¢ de sélidos.
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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 & 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 dentonstrated that the bovine plasma pasta reaches the af dense 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 (4.7%). 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 dcido propidnico € usado sob a forma de sais de cilcio e sddio como conservadoer de
produtos como chocolate, picles. massas e produtos de confeitaria e panificaciio, devido a sua proprie-
dade fungicida. Foi feita uma amostragem estatfstica a partir dos Supermercados e Padarias das 9 (nove)
regionais de Belo Horizonte: Oeste, Norte, Nordeste, Leste, Venda Nova, Pampulha, Barreiro, Noroeste
¢ Centro Sul. Foram analisadas 191 amestras de plo de forma coletadas pelo Servigo de fiscalizagio da
Prefeitura Municipal. num total de 24 marcas diferentes. O teor médic encontrado de propionato,
expresso em dcido propitnico. foi de 0,13% com um percentual de reprovacio de 12,56%. O método de
andlise utilizado foi a extragio do acido propidmico com éter ¢ a cromatografia gasosa para a guantifi-
cacdo. Quanto a contagem de bolores ¢ leveduras 12,70% das 189 amostras analisadas apresentaram
resuftado acima do limite mixime permitido. A determinagio de umidade foi feits em 56 amosiras,
sendo gue 37 (66,07%) apresentaram leor acima do permitido pela legislagdo. As amosiras foram ana-
fisadas dentre do prazo de validade ¢ foi observada uma variagdo muito grande deste prazo. aié mesmo
para ama mesima marca.

DESCRITORES: conservadores, dcido propiénico, fungicida. pio de forma, bolores e leveduras

INTRODUCAOQO No entanto, um produto pode mostrar-se atterado

por bolores, independente da visuealizagfio das coldnias,

O conceito de deterioracio flungica dos alimentos,  alteracio esta devida principalmente, & atividade hidroli-

estd normalmente associado a presenca de crescimento  tica apresentada por muitas espécies. 1sto, torna extrema-
visivel de coldnias na sua superficie. mente importante o adequado contrele da proliferagdio de

* Realizado no laboratorio de Quimica Bromatologica da Pundugao Hzequiel Dias com apoio finasceiro da Fundaco de Amparo a Pesquisa
de Minas Gerais.

a Fundacdio Ezequiel Dias

g Faculdade de Formdcla da URMG
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bolores nos alimentos (ROITMAN, 1988). Os tipos de
alteragdo microbiana mais abundantes no pao sio 0 amo-
lecimento e a viscosidade excessiva, chamados geral-
mente de pao florecido e pio filamentoso. Os fungos
constituem a causa mais frequente ¢, portanto a mais
importante alteragiio do pioe e dos produtos de panifica-
¢ao (FRAZIER, 1972).

O 4cide propifnico ¢ seus sais séio usados como
inibidores de fungos e bactérias bacilares em pies. A
maioria dos fungos é destruida quando o pdo é assado,
mas a recontaminacdo da superficie pode ocorrer sob a
embalagem durante o armazenamento do pdo. Este efei-
to antimicrobiano é limitado para a maioria das levedu-
ras e bactérias. Propionatos podem ser adicionados &
massa do plo sem interferir no processo de fermentacio,
uma vez que eles m pouco ou nenhum efeito sobre as
leveduras (DOORES, 1983). No Brasil, este aditivo é
conhecido como “anti-mofo” pelos panificadores e €
comercializado sem a descrigdo no rotuloe do principio
ativo e sua concentracio. Ha apenas indicagdo da dose a
ser adicionada por kg de farinha,

A toxicidade do 4cide propidnico para fungos ¢
bactérias estd relacionada com a incapacidade desses
microorganismos de metaboliza-lo (LINDSAY, 1976,
BRASIL, 1988). Juntamente com seus sais, tende a ser
altamenie especifico frente aos fungos, sendo sua agéo
inthitdria mais fungostitica gue fungicida. Alguns dcidos
graxos afetam a permeabilidade celular ac atacar a mem-
brana celular dos microorganismos. Ainda ndo estd claro
até que ponto a atividade fungostatica do dcido propidni-
co se deve a este fendmeno { JAY, 1973 ).

Pe acordo com o “Code of Federal Regulation”o
dcide propibnico e seus sais de sodio e cdlcio podem ser
utilizados em farinhas ¢ paes na proporgio de até 0,32%
(DOORES, 1983}). A legislacfo brasileira estabelece para
produtos de panificaciio um limite maximo de 4,200%
{(p/p) expresso em dcido propidnico e 5,0 x 10" UFC/g de
bolores e leveduras (BRASIL, 1988; BRASIL, 1997 ).

Cemo o pio de forma ¢ um produto bastante con-
sumido tanto na alimentaciio caseira como em lancho-
netes, é importante wm levantamento de dados a respei-
to da utilizagio do dcido propidnico, necessdrio para
aumentar a vida de prateleira deste produto. O deido
propibnico ¢ um aditivo considerado GRAS (generally
recognized as sate) para uso em solucOes antissépticas
para superlicies que entram em contato com alimentos e
como aditive para gridos antes da silagem (FDA),
Quando aplicado diretamente no alimento ha os limites
estabelecidos para o seu uso com seguranga. Portanto
deve ser feito um controle rigoroso das quantidades uti-
lizadas de dcido propionico, nos produtos consumidos
pela populacio.
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MATERIAL E METODOS

O tamanho da amostra foi defindo estatisticamente
a partir de listagens dos estabelecimentos comercias
classificados como trailers e padarias, enviadas pelo
Servico de Vigilincia Sanitdria das nove administragdes
regionais da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte
{Barreiro, Ceniro Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, Norte,
Oeste. Pampulha ¢ Venda Nova) e de supermercados
enviada pela Associagio Mineira de Supermercados .

A escolha dos estabelecimentos foi feita através de
tabelas de nimeros aleatdrios (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 0s que nfio existiam na ocasifio da cole-
ta foram substituidos por outros. O aumero total de
amostras de pides de forma analisadas foi 191 (Tabela 1).

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

TOTAL DE

REGIONAL N®
ESTABELE- AMOSTRAS
CIMENTOS COLETADAS
Barreiro i3 i3
Centro-Sul 12 41
leste i5 28
Nordesie i3 32
Noroesie 13 28
Norte 05 03
Oeste 06 12
Pampulha 07 08
Venda Nova i6 24
Total 147 191

I — Determinagio de dcido propidnico em ples de
forma

Extragio: Juntamenie com lg de pdo de forma foi
colocado em um tubo de vidro 4ml de solugdo de dcido
férmico 3% em éter ¢ 1 ml de dcido butirico 1% em éter
usado como padrio interno. A extragio fol feita agitando
esta mistura com um bastfio de vidro por 5 minutos em
banho de gele.

Quantificacio: apos decantacfio, 1 microliro do
extrato foi injetado em cromatografo & gas CG Advanced
500 com detetor de ionizagho de chama, acoplado a inte-
grador CG 300 sob as seguintes condigbes:
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— coluna DEGS 10% + acido ortofosférico sobre
Chromossorb W, aco inox , difimetro 1,87x 6 pés.

— programagio de temperatura da coluna: T: 90+C/
3 min.

rampa: b °C/ min.

T,:100°C

— fluxo do gds de arraste (N):30 ml/min

— Temperatura do detector:250 *C

— fluxo dos gases no detetor = ar = 300 mi/min.

H, = 30 mi/min.

- Temperatura do vaporizador = 200 °C (Campos
e col., 1997)

2 — Determinacio de umidade
Foi feita & 105 °C até obtengiio de peso constanie
(Sdo Paulo, 1985).

3 — Contagem de bolores e leveduras

A contagem em placas de belores foi realizada em
duplicata utilizando-se 0 meio dgar batata-dextrose, acl-
dificado com 4cido tartarico a 10% e incubando-se a 23%
2°C, por 3-5 dias (APHA, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 1 e 2 mostram os cromatogramas da
soluciio padrdo contendo dcido propidnico (Tr" 2,465) ¢
dcido butirico come padrio interno (Tr” 3,775) e do
extrato de uma amostra de pdo de Torma. A tabela 2 os-
tra os teores médios de propionato (em dcido propidnico)
e da contagem de bolores e leveduras encontrados nas
amosiras nas diversas regionais de Belo Horizonte. O
dcido propidnico variou de zero a 0.41% (tabela 4) e os
bolores e leveduras de zero a incontdveis UFC/g (tabela
5). Os resuitados mostram que de maneira geral os valo-
res encontrados para propionato estiio na mesina propor-
¢0 em todas as regionais. Os teores mais altos de acido
propidnico foram encontrados na regiomal Qeste. A
regional Nordeste apresentou maior variacio nos resulta-
dos, ou seja, alguns estabelecimentos comercializam pio
de forma com teor elevado de propionato (0.41%) e
outros com feores menores ou até mesmo nenhum. O
teor médio para propionato considerando as 191 amos-
tras foi de 4,13 £ 0,07, havendo uma variacio grande nos
resultados das amostras agrupadas como sem marca (£)
e nas de uma mesma marca principalmente na designada
de T. 12.56% das amostras apresentaram teor acima de
0.209% de propionato que ¢ o mdximo permitido pela
fegislacdo (BRASIL., 1988).

2

[

Figura 1 — Cromatograma da solucfio padrio de deido propidnico
(1r" = 2,465} e deido butirico (Tr" = 3,775), colung DEGS.

?qu.‘
T

Figura 2 — Cromatograma da extragio de uma amostra de pio de
forma. Acido butirico: Tr” = 3,765 — dcido propibnico: Tr' = 2,448,
coluna DEGS.
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Tabela 2. Teor de propionato e contagem de bolores e leveduras em amostras de pao de forma comercializados em

Belo Horizonte

PROPIONATO BOLORES E LEVEDURAS
(em dcido propidnico)

REGIONAIS NYDE AMOSTRAS MEDIA (%) DP N°DE AMOSTRAS MEDIA (UFC/ g
Barreiro 13 0,12 +0,08 13 1,5 x 1¢°
Centro Sul 4] 0,13 0,07 460 2,(3 x ¥
Leste 28 0,13 £ 0,05 28 1.2 x 10
Nordeste 32 0,15 0,08 31 1.2 x 1
Noroeste 28 0,11 = 0,05 28 28 x 1Y
Norte 05 0,13 = 0,07 05 6.2 x 10°
QOeste 12 0,20 £ 0,10 12 24 10°
Pampuliha 08 0,12 = 0.06 08 2,1 % 107
Venda Nova 24 0,12 = 0,05 24 4.4 x 10
Total 191 189

“As amostras mofadas ndo foram consideradas para o cdleulo da média (uma da regional Leste, Nordeste e Venda Nova).

Quanto & contagem de bolores e leveduras, pode-se
dizer que nao houve diferenca entre as regionais. A tabe-
la 3 mostra o percentual de amostras que apresentaram
resultados acima do permitido pela legislagio. Das 191
amostras. rés foram condenadas, pois estavam visivel-
mente mofadas (wma da regional Leste, Nordeste e
Venda Nova), o gue tornou desnecessdria a andlise
microbiolégica. Outras duas nfio tiveram resultado con-
chusive porque houve crescimenio de coldnia invasora o
que umpossibilitou a contagem. Portanto o resultado
médio para bolores e leveduras considerando 186 amos-
tras foi de 1,7 x 10° UFC/g com um percentual de 12,70
de condenagiio. Em relaciio as marcas, foram analisadas
um total de 23 marcas comerciais diferentes que foram
denominadas de A a X e 24 amostras nZo possuiam
marca e foram reumidas no grupo designado de Z. As
tabelas 4 e 5 mostram os resultados encontrados por
marca analisada.

Iim relagdio a0 teor de propionato, para ama mesma
marca, houve, uma variagdo grande nos resultados, prin-
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cipalmente naquelas amostras agrupadas como sem
marca (£} ¢ nas de marca T,

Foram analisadas quanto ao teor de umidade, 44
amostras de plo de forma, das quais 35 (79.55%) apre-
sentaram resultade acima do Hmite méximo permitido
(30%p/p). Das 12 amostras de plo integral ¢fou centelo,
apenas uma (8,33%) apresentou resuitado acima do limi-
te (35%p/p) (BRASIL, 1978). O teor médio de umidade
para as 44 amostras de pBo de forma analisadas foi de
32,00%.

As andlises foram feitas dentro do prazoe de vahida-
de ¢ foi observada uma grande variaco nestes prazos até
mesmo em produtes de uma mesma marca ¢ tipo de plo.
Em muitas das amosiras nas quais foi encontrade pouco
ou nenhum propionato ¢ prazo de validade estabelecido
era menor do que nas marcas de mator porte, as quais
utilizam propionato em maior guantidade.

Foi realizado o teste do Quiguadrado para estabele-
cer a relacfio entre teor de umidade e crescimento de
bolores e leveduras. Observou-se gque nas classes pouco
(< 2.500 UFC) médio (2.501 a 5.000 UFC) ¢ muito (>
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Tabela 3. Resultados de teores de Propionato e Bolores e Leveduras em relagfio a Legislaco Brasileira

*PROPIONATO #*=BOLORES E LEVEDURAS
REGIONAL AP D D TOTAL AP CD %CD TOTAL
Barreiro 12 01 7,69 i3 12 01 7,69 13
Centro Sul 35 06 14,63 4] 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 00 0,00 28 23 05 17.86 28
Norte 04 01 20,00 05 04 01 20,00 03
Oeste 07 05 41,67 12 10 02 16,67 12
Pampulha (7 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 maamo = 0,200 % PP

*# Limite maximo = § x 10 (UFC/g)
AP = Aprovado

CD = Condenado

Tabela 4. Teores de propionato por marca analisada

MARCA -~ N.AMOSTRAS FAIXA (%) MEDIA (%) % CONDENADAS
ANALISADAS
A 01 . 0.27 100,00
B 0l . 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
¥ 03 0,13 — 0,18 0.15 0,00
K 0l . 0.04 0,00
L 0l - 0.15 0,00
M 01 - 0,00 0,00
N 63 0,00 — 0,20 0,11 1,59
0 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
7 23 0,00 — 0,41 0.10 4,35
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Tabela 3. Contagem de bolores ¢ leveduras (UFC) por marca analisada

MARCA N. AMOSTRA FAIXA UFC/g MEDIA UFC/g* % CONDENADOS

ANALISADA
A 01 - 9.0 0,00
B 01 - incontdveis 100,00
C 01 - 1,2 x 10¢ 100,00
D 01 - 1.1x 10 0,00
E 01 - 1.5x 108 100,00
F 01 - 33 x10° 0,06
G 02 200 —4,0x 102 2.1 % 1¢° 0,00
H 01 - 40x 10 0,00
I a2 - 9.0 0,00
T 03 90— 1,5 x 10¢ 6,0 x 109 33,33
K 01 - 3.1 x 108 100,00
1. 1] - 2,0 x 10 0,00
M o1 - 4,7 x 18 0,00
N 63 9.0 1.5 x 1t¥ 8,9x 10? 6,35
O 02 9.0 — 10x 1 5.4 x 16 0,00
P 02 9.0 —20x1(# O x 108 0,00
Q 01 - 1,5 x 167 100,00
R 06 10,0 — incontaveis 7 x 109 16,67
S 33 2.0 — 1.5x 10 8.5 x 108 6,06
T 33 1.0 —7.2x 1¢° 9,3 x 10 0,00
U 01 - L5 x 107 100,00
A 07 0,0 — 8,0 x 107 1.3 x.10° (.00
X 13| - 8.5 x 1¥ 100,00
Z 23 9,0 — Incontaveis 3,2 % 19 39,13

*Ag amostras mofadas nflo foram consideradas para o cdleulo da média (uma da regional Leste, Nordeste ¢ Venda Nova).

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

PROPIONATO BOLORES E LEVEDURAS UMIDADE
MEDIA TOTAL MEDIA TOTAL MEDIA TOTAL
AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA
0,13 + 0,07 191 1.7 x 10¢ 186 32,68 +2.82 56
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5.001UFC) o crescimento de fungos entre os limites de
umidade > 30 ¢ < 30 se distribuiu igualmente indepen-
dente da umidade, fornecendo um resultado ndo signifi-
cativo ae nivel de 5%. Entre o teor de propionato ¢ cres-
cimento de bolores e leveduras o resultado também nio
foi significativo porque usando ou ndo propionato 86%
das amostras apreseataram baixo crescimento. Isto era
esperado pelo fato de as amostras terem sido analisadas
dentro do prazo de validade dado pelo fabricante
(GOMES, 1987).

CONCLUSAO

Em relacfio ao propionato, o resultado médio de
0.13% indica que cle tem sido utilizado de maneira cor-
reta. Porém, a grande variacfio dos resultados em uma
mesma marca mosfra a necessidade de uma padroniza-
c¢io na adicio deste aditive pelos fabricantes. Esta
padronizacao também se aplica ao prazo de validade
que se apresentou desuniforme em relagio as varias
Marcas.

RIALA 06/864’}

CAMPOS, G. ¢f af. — Checking the state of conservation and use of propionic in loaf bread — Rev.

Instituio 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 normally employed in forn
of its salts. A total of 191 samples of loaf bread were analyzed. The samples were collected from
supermarkets and bakeries of the nine regions of Belo Horizonte. The propionic acid was extracled with ethyl
ether in acid medium with guantification by gas chromatography using a flame ionization detector.
Concurrently, the moisture and the counting of fungl 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 9,13%, expressed as
propionic acid. The degree of condemnation was 12,569, based on the brazilian legislation. A total of 12,70%
of the samples presented fungi and yeast counts over the maximum Himit. in the samples analyzed for
moisture, 66% presented levels above the maximum limit of 35% w/w for whole wheat or rye bread or 36%
wiw for others breads,

KEY WORDS: bread, propionate, preservatives.
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OSHIRO, M.; POLI NETO, A .; MIGUITA, K.: WATANARE, C.I.; PALHARINI, D.L.B. - Estudo
comparativo entre os testes de solubilidade, falcizagfio ¢ gel-centrifugagio para detecgdio populacional
da hemoglobina S. Rev.Inst. Adolfo Lutz,58(2): 53-56, 1999,

RESUMO : A Hemoglobinopatia S € considerada doenca de sadde piblica devido & sta morbida-
de e frequéncia. E o desenvolvimento de “‘screenings”™ € Gtil. Em 836 amostras de sapgue periférico de
gestantes foram realizados, o teste de solubilidade, o teste de falcizagfio e 0 novo teste em gel-centrifu-
gagiio (ID-Sickle Cell Test-DIAMED). 28 amostras foram igualmente positivas para Hb S nos trés méto-
dos utilizados sem discrepincias, onde todos apresentaram a mesma especificidade e sensibilidade na
detecciio dessa hemoglobina. Entretanto, o teste da gel-centrifugacio e o teste de solubilidade demons-
traram rapidez na obten¢io dos resultados e a possibilidade de serem executados com pouco reinamen-

to.

DESCRITORES: Solubilidade, Falcizagdo, Gel-centrifugagio, Hemoglobina S.

INTRODUCAO

A hemoglobina S se diferencia das hemoglobinas
normais por apresentar em sua estrutura a substituicio
do aminodcido dcido glutAmico pela valina na sexta
posi¢io da cadeia polipeptidica beta B, Glu —~» Val).Esta
substituigio faz com que em baixas tensdes de oxigénio,
a Hb S tome insolivel e polimerize formando tactdides,
levando a ¢élula a forma de foice. Hsses polimeros pro-
vocam rigidez e distor¢lio dos eritrdeitos, fazendo com
que os mesmos sejam retirados da circulaglo pelas célu-
las reticulo-endoteliais, diminsindo assim a sua vida
média e, consequentemente ¢ aparecimento e anemia
hemaolitica M

Emmel® em 1917 descreveu a prova de falcizagio,
modificada posteriormente por Daland e Castie' em
1948, em que as hemdcias que contém a hemoglobina S
adquirem a forma de foice em baixas tensdes de oxigé-
nio. E, bascado no fato da hemoglobina § ser insohivel
em altas concentractes de tampiio fosfate, Itano® em
1953 desenvolveu o Teste de Solubilidade para HbS.
Outras técnicas tem sido utilizadas na detecgio de hemo-
globinopatias, como HPLC {High Performance Liquid
Chromatography)""” ;LPLC (Low Pressure Liquid
Chromatography Systen)® e 1EF (Jsoelectric Focusing)®.
Virios outros testes sfo comerciatizados em forma de kit
', entre clas o teste em gel-centrifugacio, baseado no
fendmeno da falcizagiio “in vitro™ .

* Segio de Hematologia, Divisio de Patologia, Instituto Adolfo Lutz, S50 Paulo.SP
*# Bolsista PAP/SES/FUNDAP, Seqio de Hematologia, Insttuto Adolfo Lutz,
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O objetivo desse trabalho foi comparar o teste de
solubilidade, o teste de falcizacio e o teste de gel-centri-
fugacdo na deteccao de hemoglobina S.

CASUISTICA E METODOS:

Foram estudados, 836 amostras de pacientes de
pré-natal, advindas de Centro de Satide da cidade de Sao
Paulo. O sangue foi coletado em tubo contendo anticoa-
gulante EDTA e analisados dentro de no miximo 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.

1.Teste de solubilidade':

Principio: O teste se baseia na insolubilidade da
HbS no estado reduzido enquanto que outras hemoglobi-
nas sio insoldveis. E um teste que detecta apenas a HbS.

Interpretacio: O teste é positivo quando a visuali-
zacdo das linhas negras tracadas no papel ndo sdo vista,
devido a turvag@o da solugdo indicando a presenca de
HbS. O teste € negativo quando a visualizaciio dos tragos
sdo bem visiveis.(Figura 1)

Figura | — Teste de Solubilidade para HbS

2.Teste de falcizag@o

Principio: O metabisulfito de sédio reduz a tensao
de oxigénio e quando adicionada ao sangue total em um
compartimento totalmente vedado, as hemacias conten-
do HbS tendem a deformacdo celular caracteristica de
foice ou de meia-lua.
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Interpretag@o: O teste € positivo quando hd presen-
¢a de hemdcias em forma de foice ou de meia-luva. E
negativo quando hd auséncia dessas deformacgdes apds
24 horas.(Figura 2)

Figura 2 — Teste de falcizagdo.

3.Teste de gel-centrifugagdo ID-Sickle Cell Test (HbS).

Principio: A solucio tamponada contendo agente
redutor, quando em contato com hemadcias contendo
HbS, estas células tornam-se rigidas impedindo- a sua
passagem pelo gel Sephadex, suspenso em microtubo,
apos centrifugacio.

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

3 ID-Siclds cell test

H

Figura 3.1 — Teste em
gel-centrifugagio

Figura 3.2 — Teste em
gel-centrigugagio
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RESULTADO:

Das 836 amostras, 28 amostras com hemoglobina S
foram detectadas igualmente pelos trés métodos utiliza-
dos, sem discrepancias. Todos apreseataram a mesma
especificidade e sensibilidade na detecgio dessa hemo-
¢lobina que revelaram a prevaléncia de 3,5%. dado
semelhante ao encontrado em nosso laboratdrio em 1995
por Gushiken e col”

DISCUSSAO E CONCLUSAO:

Diversos estudos populacionais de hemoglobinas
anormais tem sido realizados em diversas regides brasi-
leira e tem sido encontradas prevaléncias varidveis que
variam de 2 a 11% de acordo com o graz de miscigena-
¢fo fétnica, com predomindncia das variantes § e C,
ambas consideradas de maior relevincia em termos de
Safde Pablica, devido a sua merbidade ¢ frequéneia)’
Assim, a detecgdo precoce da HDbS é importante para
indicar medidas terapéuticas na prevengio de complica-
¢oes da doenca e no aconsethamento genétice com o
intwito de informar aos portadores, da possibilidade de
ransmissac aos sens descendentes.

O teste de solubilidade apresentou-se como método
rapido(aproximadamente 10 min.} e de ficil identifica-
¢do. Porém, alguns autores relataram resultados falso
positivos em individuos com hemoglobina instavel, com
baixa concentragio de Hb, com hiperproteinemia e resul-
tado falso negativo em individuos AS gque também ¢
alfa-talassémicoe. " Naoun™ relata alpumas precaugdes
em relacdo & essa téenica, como por exemplo o uso de
sais anidro € a necessidade de dobrar o volume da amos-
tra em caso de bematderito abaixo de 204,

O teste de falcizagiio apresentol-se como teste sen-
sivel para HbS provando ser wm um teste confidvel,

desde que bem realizado e analisado por téenico treina-
do na observagio de células falcizadas. A importdncia da
concentracfo do reagente atilizado, o metabissulfito e o
seu preparo momentos antes do uso, a vedacio, tempo de
reagio, presenga quantitativa de HbS e de Hb F séo fato-
res que podem interferir na sensibilidade do método,
segundo Naocun " Mas, ele nfio € especifico, porque o
feste pode ter reagio positiva para outras hemoglobinas
que apresentam comportamento semelhante as HbS,
como: HbC(Halem).e possivelmente HbAlexandra,
HbC-Zigiliinchor ¢ HbS-Travis. Bunn e Forget' relatam
que individuos heterozigotos (AS) com grave deficiéncia
de ferre, a téentca poede falhar devido a diminuicdo da
concentracio intracelular de hemoglobina.

O teste do gel para HbS é um método que tem o
mesmo principio do tesie de falcizacao. Observou-se que
¢ um meétodo rapido, especifico e sensivel. Entretanto,
requereu alguns cuidados quanto 4 lifiolizacdo do rea-
gente redutor, que exigiu agua bidestilada e agitacio
gentil por inversdo ¢ na estabilidade por apenas duas
horas apds o preparo.

Todos 0s métodos utilizados apresentaram especi-
ficidade ¢ sensibilidade na detecgdo de HbS. O teste em
gel-centrifugacio e o teste de solubilidade sfio mais pra-
ticas em relagiio ao teste de falcizagho, quanto a execu-
¢fo da téenica, a rapidez no resultado e do treinamento
rapido e facil do técnico. Todos sdo métodos de avalia-
¢les gqualitativas ¢ portando, quando positiva hi necessi-
dade da confirmagfo ¢ as possiveis interagdes com
outras hemoglobinas andmalas, gue pode ser realizada
através de eletroforese em tampao alcalino e deido.

AGRADECIMENTO

Agradecemos ao Prof® Dr. Orlando Cesar de Oliveira
Barretto da FMUSP pela orientagio deste trabalho.

RIALA 06/865

OSHIROM.; POLI NETOA; MIGUITAK; WATANABE.C.I.; PALHARINLD 1L.B. — Comparative

5.

study among the test solubility, the sickling and the gel-centrifugation for detection of the hemoglobin

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 § in the three tests analysed, disclosing the same sensibility and specificity for all of them,
However, the solubility test and the gel-centrifugation method were faster than the sickling test, besides

requiring short technician training period.

KEY WORDS: Selubility, Sickling, Gel-centrifugation, Hemoglobin S.
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RESUMO: O objetive deste estudo foi avaliar o desempenho do método de descontaminacio de
Ogawa — Kudoh e a téenica de “swab”em meio de Ogawa (MOK), paralelamente & metodologia tradi-
cional de Petrofl em meio de Lowenstein — Jensen (MP) para o isolamento de micobactérias de espé-
cimes ¢linicos de origem pulmonar e extraputmonar, Foram analisadas 779 amostras de pacientes com
suspeita clinica de tubercuiose pulmonar e/ou micobacteriose. Destas, a positividade do MP foi de
13,96% ¢ do MOK foi de 16,23% ¢ a sensibilidade do MOK foi de 79% e a especificidade 94%.
Observou-se ainda o crescimento das culiuras mais rapide pelo MOK e uma menor contaminagiio. Pelos
resultados obtidos, associados a simplicidade e baixo custo do método. o mesmo apresentou condicles
favoraveis de implantaciio na rotina laboratovial dos Laboratdrios de Saide Pdblica que apresentam

e5Cassns recursos humanos e materiais.,

DESCRITORES: Micobactérias; Cultura; Mérodo de Descontaminacio

INTRODUCAQ

O aumento de casos de tuberculose, principalmen-
te a partir de 1980, em conseqiiéncia do impacto de fato-
res demogrificos como crescimento populacional e
envelhecimento da populacho, e fatores epidemiologicos
como o5 efeitos adversos do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), além da deterioragBo dos servigos de
satide e alguns paises, exige providéncias imediatas no
combate a esia epidemia.

Estima-se hoje a nivel mundial, a ocorréncia de 88
mithdes de casos novos de tuberculose, dos quals oito
milh&es sdo devidos i coinfecgiio HIV — TB, com uma

previsdo de incidéncia global de 163 / 100.600 habitan-
tes para 0 ano 2.000 *

O Estado de S&o Paulo apresenta por ane, 7000
casos novos e 600 dbitos, sendo uma regido onde a doen-
¢a continua a apresentar um quadro alarmante.

O Programa de Controle da Tubercutose (PCT) apre-
senta como objetivos a detecgiio precoce de ¢asos novas €
0 aumento efetivo do tratamento dos casos infectantes para
quebra da cadeia de transmissao da infecco ' .

O método utilizado para o diagndstico laboratorial
da tuberculose € a baciloscopia, devido ao sen baixo
custo e facilidade de execucgdo ® .

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

* Instieo Adolfo Latz — Laboratdrio T de Santos - Area de Micobactérias

% Tnstinsto Adolfo Lutz — Laboratorio T de Santo André — Area de Micobactériag
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cultura, e impossibilita o isolamento da micobactéria, o
que inviabiliza a identificaciio e o estudo da resisténcia
frente aos atuais quimioterdpicos ™7 .

Os laboratdrios mais especializados, como os da
Rede Regional de Laboratdrios de Tuberculose do
Estado de Sao Paulo, além do exame direto, realizam a
cultura, utilizando o método de Petroff (MP) para a
digestio e descontaminacdo do escarro, com semeadura

em meio Lowenstein — Jensen (LI). Esta técnica labo-

raforial requer equipamentos especificos e drea fisica
maior para o seu desenvolvimento, o gue reduz a sua uli-
lizacdo de maneira generalizada =% |

Sendo assim, diante da necessidade de se ampliar a
cobertura diagndstica laboratorial da tubercuiose pulmo-
nar na Baixada Santista, com cinco municipios considera-
dos prioritarios no Plano de Ac¢éo Emergencial para o con-
trole da tuberculose, elaborado pela Coordenaciio
Nacional de Preumologia Sanitéria (CNPS} do Ministério
da Saiide (Cubatfo, Praia Grande, Guaruja, S&o Vicente ¢
Santos ) e na regiio do ABCD ( Santo André, Sio
Bernardo, 580 Caetano ¢ Diadema) com trés municipios
prioritdrios (Diadema, Santo André e S3o Bernardo do
Campe}, avaliamos o mélodo de descontaminacio
Ogawa-Kudoh *#"%4%% gue apresenta uma metodologia
sensivel, de facii reprodutibilidade e de baixo custo, ¢ que
pode ser aplicada em JaboratOrios com escassos recursos
materiais ¢ humanos.

MATERIAL E METODOS
Armosiras

Foram analisadas 779 espécimes clinicos, prove-
nientes de 714 pacientes sinfomdticos respiratorios e 05
de pacientes com suspeita de tuberculose exirapulmonar,
atendidos nas Unidades Bdsicas de Satde da Baixada
Santista e da regifio ABCD, no periodo 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 Sadde (MS).

PROCEDIMENTOS BACTERIOLOGICOS

Baciloscopia - foi realizado um esfregago de cada
espécime clinico e corado pelo métedo de Ziehl -~
Neelsen. No caso de 1dmina positiva efetuou-se a conta-
gem bacilar semi — quantitativa segundo o indice baci-
loscdpice recomendado pelo MS 7.

Cultura — foi colocado um volume de aproximada-
mente 3 mi do espécime clinico em um wbo de polipropi-
leno de fundo cdnico; introduziu-se o “swab” estéril gue,
através de movimentos rotatdrios foi impregnado com o
material. Este “swab” foi transferido para um tubo
18x 180mm contendo aproximadamente 2.0 ml de vma
solugdo de hidroxido de sddio a 4% e incubou-se & tempe-
ratura ambiente por 2 minutos: em seguida processou-se a
semeadura em dois tubos contendo meio de Ogawa modi-
ficado por Kudoh (MOK) 7, O espéeime chnico remanes-
cente no tubo de polipropilenc foi submetido a desconta-
minacio pelo método de Petroff (MP) *e semeado em dois
tubos contendo meto de Lowenstein — Jensen (LI) ¢33

Os tubos foram incubados a 37 "C realizando-se a
leitura dos mesmos na 17, 2, 3%, 4", 5" e 6" semanas de incu-
bacdo. Nao havendo crescimento nos tubos apds 60 dias,
as culturas foram consideradas negativas. As culturas
positivas foram identificadas de acordo com as téenicas
preconizadas pelo Ministério da Satide, observando-se o
tempo de crescimento, pigmentacio das colOnias e reali-
zacAo de provas bioguimicas %%

RESULTADOS

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

Tabela 1. Comparacio entre os resuliados positivos e negativos de culturas processadas pelas técnicas de desconta-

minacido 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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comparagfo das duas técnicas:- amostras contaminadas
no MP ou no MOK foram exclufdas de nossos resulta-
dos; — todas as amosiras positivas no MOK em combi-
nacio com 0 MP foram consideradas verdadeiras positi-
vas ; — todas as amostras positivas somente pelo MOK
foram consideradas para estudo da sensibilidade e espe-
cificidade do mélodo, falso positivas.

Efetuando-se calculos estatisticos para a determina-
¢lo dos valores de concordincia entre os métodos obte-
ve-se: 92% de concordincia bruta, 74,3% concordancia
esperada e 69% de concordinciz ajustada (Kappa).

Analisamos a expressiio de crescimento da mico-
bactéria nos dois métodos em relacio ao tempo, repre-
sentado em dias (Figura 1),

B de prnostaa

Método Petroff Il Método Ogawa-Kudoh

Figura | — Comparativo entre o temnpo de crescimento das culturas,
dos espécimes clinicos positivos, processados pelos Métodos de
Ogawa — Kudok e Petroff.

Comparando-se 0os dades da Tabela 2, verifica-se
que os resultados obtidos pelos dois métodos sio seme-
Thantes no que se refere a positividade ¢ mostra um maior
indice de contaminacio no método de Petrofll, Na tabela
3 observamos as espécies isoladas em ambos os métodos,

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

n de Petroff  Ogawa-Kudoh
amosiras
n? % 0’ %
Contaminacio 779 47 6 29 370
Positividade 702 98 13,96 114 16,24

Tabela 3. Espécies Isoladas nas culturas positivas pelo
métado de Petroff e método de Ogawa-Kudoh

Meétodo Método
de Petroff Ogawa-Kudoh
N % N %
Mycobacterium
tuberculosis 89 90,8 98 859
Mycobacterium
avium 03 31 06 53
Mycobacterium
kansasii 04 4.1 07 6.1
Mycobacterium
szulgal 01 1,0 i 0,9
Mveobacterium
terrae 01 1,0 01 09
Mveobacterium
Sfortuitum 00 00 G1 0,9
Total 98 100 114 100
DISCUSSAQ

A baciloscopia, representa o principal recurso diag-
nostico da tuberculose, por demonstrar a presenga do
agente etioldgico da doenga e identificar 05 casos bhacili-
feros para serem tratados, acrescido de seu baixo custo e
simplicidade. As limitagdes desta técnica® contudo,
demandam a execucio da cultura, uma vez que esta per-
mite aumentar a cobertura diagnéstica além de possibili-
tar a realizaclo de estudos sobre resisténcia, viruléncia e
outras caracteristicas do bacilo necessdrias 4 avaliagio e
adocio de medidas para o controle da enfermidade.

Os instrumentos utilizados para o diagndstico
podem ser avaliados com base na sensibilidade, especifi-
cidade e custos . Para ser considerado adequado, o instru-
mento deve ter um nivel aceltdvel de sensibilidade, espe-
cificidade e uma estimativa de custos que varia ¢ serve de
guia geral para a seleciio do instrumento diagndstico 2.

No Brasil, pelas normas recomendadas pelo PCT
recorre-se ¢ restringe-se 4 téenica de Petroff com semea-
dura em LJ a apenas determinados casos ¥ . Sendo assim,
ainda que se faga necessdria a realizacfo da culrurg de
maneira ampla como a baciloscopia, encontram-se sérios
impedimentos na utilizagfio desse método em nosso pais,
devido a sua complexidade iécnica e custos, 08 quais tor-
nam inacessiveis aos Laboratdrios e Regides com escas-
508 recursos materiais e humanos.
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Verificamos que a técnica simplificada descrita por
Kudoh & Kudoh, revelou resultados compativeis com os
j@ apresentados por outros autores como OROZCO
VARGAS e colaboradores ' %, reforgando a idéia que
a técnica simplificada MOK pode substituir o MP sem
prejuizos para a buscea de casos no PCT, ampliando dessa
maneira a cobertura diagnéstica .

A comparacdo entre os métodos revelon-nos, um
indice de crescimento micobacteriand maior ¢ mais rdpi-
do no MOK, talvez devido a uma melhor distribuigio
bacilar na superficie do meio através do processo de
semeadura com “swabs”, com a vantagem de uma menor
contaminacio e, satisfatéria taxa de sensibilidade (79%)
e especificidade (94%).

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

— (O procedimente de descontaminagio € simples

¢ rapido, nde necessitando de equipamentos e
pessoal técnico especializado;

~— A maanipulacio reduzida da amostra e a néo wti-

lizaclo de mecanismos de agitagdo / centrifuga-
¢ao, favorece a execugio da téenica em labora-

torios de menor complexidade, reduzindo a pro-
ducio de acrosdis e, consequentemente, a conta-
minagdo ambiental e do pessoal de laboratdrio;

— Apds semeado o meio pode ser mantido A tem-

peratura ambiente por até 20 dias, aguardando
seu envio ao Laboratdrio Regional para ser
incubado.

Finalmente devemos referir que, mesmo nio sendo
vin métedo recomendado pelo Ministério da Saide,
apresenta vantagens ¢ condigdes favordveis de implanta-
cfio e aplicabilidade na rotina dos laboratérios com
£SCASSOS TECUTS0s humanos ¢ materiais.
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COELHO., A, G. V. et al. -BEvaluation of the Ogawa — Kudoh method for the isolation of mycobacte-
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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 (OXM) compared {o the traditional Petroff
Methodology (PM) in Lowenstein — Jensen medium for the isclation of mycobacteria from puimonary
and extra-pulmoenary clinical specimens, 779 samples from 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 also observed
a faster cuiture 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 implanted as a routine method in Public
Health Laboratory which usually present scarce human and material resources.

KEY WORDS: Mycobacteria; Culture; Decontamination method
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CAMPOS, G. et al.- Determinaciio de agticares em mel floral e mel de melato de algumas regides de
Minas Gerais e de Santa Catarina, Rev. Inst, Adolfo Lutz, 58(2) 63-70, 1999,

RESUMO: O mel de melato difere do mel floral em relagio & sua composiciio em agtcares. A fim
de verificar estas diferencas, foram analisadas 14 amostras de mel floral e 11 amosiras de mel de mela-
to e determinados os teores de fratose, glicose, sacarose, maltose, melezitose, erlose e rafinose por cro-
matografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragio. Foram testadas diferentes fases
maéveis para separar melezitose de erlose que s&o trissacandeos presentes no mel, O mel de melato apre-
sentou {eor de glicose menor que o mel floral, o que foi estatisticamente confirmado pelo teste U de
Mann-Whitney. A erlose estava presente em todas as amostras. Ndo foi detectada melezitose nas amos-

tras de mel floral.

DESCRITORES: mei, mel de melato, agticares, carboidratos

INTRODUCAO

Para obter os nutrientes BECESSATios a0 seu organis-
mo, as abelhas coletam pdlen, néctar ¢ melato. Dste se
refere As excrecdes, em forma de Houidos agucarados, de
um grande ndmero de espéeies de homodpteros que
vivem como parasitas sugadores da seiva efaborada do
floema das plantas. Donner (1977} analisou 490 amos-
tras de mel floral ¢ 14 de mel de melato dos EUA ¢
encontrou os valores de 38,19% de frutose e 31,28% de
glicose para o mel floral e 31.80% de {rutose e 26,08%

de glicose para o mel de melato, afirmando ainda que o
mel de melato possui maior teor de oligossacarideos. De
acordo com Donner (1977) e Siddiqui, (1970), melezito-
se ¢ um trissacarideo, caracteristico do mel de melato,
embora o trissacarideo erlose também possa estar pre-
sente. Embora Belliardo e Buffa (1979), considerem a
presenga de erlose como caracteristica de mel floral ¢
Siddiqui, (1970) considere a melezitose como fator de
diferenciacdo 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 Fundag@io Ezequie! Dias, Divisiio de Bromatologia e Toxicologia, Servico de Quimica Bromatoldgica, Rua Conde Pereira Carneiro n® 80

CEP 36.310-01C¢ Belo Horizonie, MG,
*Raolsista da FAPEMIG

#+%Da Embrapa Agroindustria de Alunentos, 23.020-070 Rio de Janeiro, RL
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melezitose, que pode granular rapidamente e o do tipo
erlose que nac granula. Esta diferenca € supostamente
atribuida ao fato de que a abelha pode coletar exsudatos
agucarados das plantas, que nio passaram pelo corpo do
inscio. Contrariamente, Belliarde & Buffa (1979) consi-
deraram a presenga de erlose como caracteristica do mel
floral. Os métodos para determinagao de carboidratos em
alimentos podem ser classificados em fisicos, quimicos,
colorimétricos e enzimaticos. Os procedimentos enzima-
ticos e cromatograficos (fisicos) s&o os mais comumente
uiilizados, Dentre ns métodos cromatogrificos, a croma-
tografia liquida de alta eficiéncia € o sistema mais utili-
vado para andlise dos aglicares. Esta metodologia foi
aplicada neste trabalho, com o objetivo de caracterizar o
mel de algumas regiGes de Minas Gerais ¢ o mel de
melato proveniente de Santa Catarina, visando a obten-
¢lio de uma metodologia eficiente que, aplicada isolada-
mente oU COMO suporte a outras metodologiag seja efi-
clente para diferenciar mel floral de mel de metato.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Foram analisadas quatorze amostras de mel tloral e
onze amostras de mel de melato assim classificadas por
Campos (1998) de acordo com os métodos de Kirkwood
{1960) ¢ White (1980). Dentre as amostras de mel de
melato, quatre foram provenientes de Sanla Catarina, de
apidrios localizados em meio & planiagfo de bracatinga.

Determinagio de frutose, glicose, sacarose, malto-
se, erlose, melezitose e ratinose por Cromatografia
Lfguida de Alta Eficiéncia (CLAE)

— Equipamento: cromatégrafo Liguido composto
de Injetor Waters com loop de 20ul. ¢ bomba da Waters;
Coluna Waters carbohydrate (NH, — PN 84038) 30cm x
3.9mm x 10 pm; detector de indice de Refracio CG —
410 acoplado a sistema de registro computadorizado.

Reagentes:

— Solucgiio de padrbes 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 Floka — teor de pureza > 99.5%, malto-
se monohidratada marca Sigma, melezitose monohidra-
tada marca Sigma, e rafinose sem especificagfo. Foi
feita a transferéncia, quantitativamente, para balio de
100 ml. com 50ml. de dgua desionizada, e completado o
volume com acetonitrila, obtendo-se wma concentragio
de 2mg/ml.

64

Solugiio padrio de erlose: o conteddo do frasco
(14 mg) foi transferido para vm baifio de Smbl com
2.5ml. de dgua e 2,5mL de acetonitrila, obtendo-se uma
conceniragdo de 2,.8mg/mL.

—— Fase mdvel: acetonitrila /dgua, 75:25 ; fluxo 0.7
mb/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 actcares estava presenie nas amostras
que apresentaram picos com tempo de retengio na regio
destes dois padrdes, foram feitos varios testes com solu-
¢cbes dos padrdes de melezitose monohidratada marca
Sigma e erlose marca Sigma teor de pureza de 97%:

Fase mdvel acelonitrila / dgua nas proporgdes
25:15, 80:20, 70:30, 60:40 com fluxos variando de 0,7 a
2 mL/min.

Fase movel acetonifrila / dgea 80:20, contendo
0,1% de polietilenoglicol (Churms, 1996},

Fase mdvel acetonitrila / dgua / metanol 80:15:5,
com fluxo de 1 mbL/min

— Solugdes padrde em mistura e isolados conten-
do cerca de 0.2g /mL de erlose € melezitose,

— Preparo da amostra: pesou-se cerca de 3,0000g
de amosira de mel em béguer de 30ml.. transferindo-se
com 25 ml. de dgua para baldo volumétrico de 50mL,
completando-se o volume com acetonitrila. Filtrou-se
em papel de filtro qualitativo e em seguida em STEP-PAK
C,, lavado com dgua, em seguida metanot e dgua nova-
mente.

- Técnica do padriio externo: os padrdes foram
inietados separadamente, para determinacio dos tempos
de retenciio nas condigdes utilizadas. Em seguida foi
feita a injecdio da mistura padriio ¢ introdugdo dos valo-
res de concentragio, para obtencio dos fatores de respos-
ta. O célculo foi feito comparando-se as dreas dos picos
dos padrées e das amostras {AOAC, 19903,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Quanto 4 determinacio de aglicares por CLAE as cur-
vas de calibraciio para os agticares frutose, glicose, sacaro-
se, maltose, melezitose e rafinose, injetados separadamente
em concentracOes que variaram de cerca de (.2 a 0,6 mg/20
ul., mostraram-se lincares e com r* que variou de (,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 ¢ 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 feores menores de glico-
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se, ¢ outras nfo. 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 estd 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 presenca de mela-
to interferem no espectro dos aglcares,

Em relacio & frutose, os resultados médios nao
variarain 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 sacarpse ndo foi detectada em sete das vinle ¢
cinco amestras 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 1,31% para mel floral;
8.80% de maltose para mei de melato e 7,31% para mel

floral. Para alto agicares o mesmo autor encontrou 4,70%
para mel de melato ¢ 1,50 % para mel floral. Nas condi-

tose e erlose apresentaram tempo de retengfio muito pro-
ximos, dificuttando a interpretaciio dos cromatogramas.
Entdo, diminuiu-se o fluxo para Iml/min. para
methorar a separacio. Nestas condigdes a erlose apresen-
tou um 1R’ de 27,70 ¢ a melezitose de 29,257, A Amostra
22 injetada nestas mesmas condigOes, apresentou um pico
em 28,009 que foi gonsiderado como erfose. A amostra i’
5, também njetada nestas mesmas condicdes apresentou
pico com (R* de 28,318, indicando a presenca de erfose.
Porém, houve alargamento do pico, o que dificultou a
interpretacio. As Figuras de 1 a 8, mostram os cromatogra-
mas obtidos a partir de padrSes dos ac¢ticares pesquisados
no mel ¢ de amostras de mel floral e de mel de melato.
Dos testes realizados para confirmar a presenga de
erlose ou melezitose nas amostras que apresentaram pico
com tempo de retencdo na regiio destes padrdes, somen-
te a adi¢do de metanol 4 fase movel proporcionou uma

Tabela 1. Teores médios de aglicares determinades por CLAE em 14 amostras de mel floral ¢ 11 de mel de melato
classificadas de acordo com os critérios de Kirkwood ¢ White

Frutose Glicose Sacarose Maltose
o % % %
Mel Floral de acordo com Kirkwood
Média 38,03 34,75 (0,94 2,69
5 6,09 4,07 1,25 1,06
Faixa 21,11 47,40 30,15 - 45,50 0,00 - 3,81 1,50 4,25
Mel floral de acordo com White
Média 37.51 34,67 0,624 2.645
S 5,79 4,04 0,87 48
Faixa 21,11 - 47,40 30,15 - 45,50 0,00 - 3.81 1,50 — 4,25
Mel de melato de acordo com Kirkwood
Média 36,91 29,07 1,40 1,37
S 3.34 7.51 1,29 2,98
Faixa 21,11 -47.40 30,15 - 45,50 0,00 - 3,81 1,30 — 4,25
Mel de melato de acordo com White
Média 37,56 20,16 1,80 3,40
S 4,06 7.60 1.40 2,74
Faixa 42 64 - 45,94 17,36 - 38,60 0,00 -3 .81 0,32 -727
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separacio dos picos melezitose e ertose, tornando possi-
vel verificar qual desies aglcares estava presente nas
amostras (Tabela 4). Os cromatogramas das figuras 7 e 8
mostram claramente a presenca de erlose. A amostra n°4
apresentou pico maior na regido da crlose mas apresen-
tou um pico pequenc correspondente & melezitose.
Portanto, o teor de 1,02 (Tabela 4) corresponde a erlose
mais melezitose. J4 as amosiras 12, 17 e 19 nilo apresen-
taram nenhum destes dois agdcares.

Das amostras analisadas guanto 2 rafinose, foi
constatada a presenca deste aciicar nas amostras 20, 23 &
25. Sua presenga nos dois tipos de mel significa que este
agdcar ndo € indicativo de mel de melato.

A andlise de acicares por CLAE possibilitou
verificar a presenca de erlose no mel de melato, estan-
do de acordo com White (1963) ¢ Doner (1977} quan-

do eles sugerem que hd mel de meiato do tipo erlose ¢
do tipo melezitose. Stefanelii et al. (1989) ndo consi-
derou a melezitose como fator de diferenciacio do
mel floral do mel de melato porgue encontrou este
aglcar em ambos os tipos de mel. Porém néo utilizou
padriio de erlose sendo gue nas condigbes analiticas
empregadas, a crlose se presente, sairia junto com a
melezitose. No presente trabalho, melezitose nédo foi
detectada em nenhuma amostra de mel floral, somen-
te em pouca quantidade em duas amostras de mel de
melato. [sto estd de acordo com Bacon & Dickson
(19573 que relatam que a melezitose nido & produzida
pelas abelhas, mas pelos afideos os guais 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 Kirkwoeod para aplicagdo do

teste U de Mann-Whitney

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

i 36,06 19 4 22.16 3
2 39,84 23 5 23,3 4
3 45,63 24 6 36,95 21
g 33,51 12 7 27,69 5
1l 35,36 [13) 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 1] 15 28,09 7
19 34,34 13 22 17.36 i
20 31,94 10 23 20,20 2
21 35,56 17
24 36,58 20
25 28,08 6
Total 197 112

Calculo pela Férmula (Levin, 19873
U=mnln2+nl{nlsn2)-Pl= 108
2

U=nln2+nl{nim2)-P2= 23

2
UG =23 HO: Tratamento A = tratamento B
Uc = 40

Regjeitar HO sempre que Uo < Uc
Conclusfio: os resuliados sio estatisticamente diferentes.
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Figura | — CLAE de mistura dos padroes de frutose (1), glicose (2),
sacarose (3), maltose {4), melezitose (5) — fase movel acetonitrila:
dgua 75:25, fluxe 0,7 mL/min, coluna Waters carbehydrate (NH, —
PN 84038) 30 ¢m x 3,9 mm % 10 jm — detector IR,
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Figiira 2 — CLAE de amostra de mel de melato (n® 4) — fase mdvel
acetonitrila: ggua 75:25, fluxe 0.7 mL/min, coluna Waters carbohy-
drate (NH, — PN 84038} 30 enz x 3,9 mn x 10 pm — detector IR
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Figura 3 - CLAE de mistura dos padrBes de frutose {1), glicose (2},
sacarose (3), maltose (4), melezitose {5), rafinose (6}, fase mével ace-
tonitrila; dgua 80:20, fluxe 2mL/min, coluna Waters carbohydrate
{NH, -~ PN 84038} 30 cm x 3,9 mm x 10 um — detector IR.
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Figura 4 — CLAE de mel classificado como mel floral (amostra n®
i6), 1-frutose, 2-glicose, 3-sacarose, S-maltose, fase mdvel acetoni-
trila: dgua 80120, fluxe 2 mL/min, coluna Waters carbohydrate (NH,
— PN 84038} 30 ¢ x 3,9 mm x 10 pm — detector IR
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Figura 5§ — CLAE de me! classificado come mel melato (amostra n®
13), 1-frutose, 2-ghicose, 4-sacarose, H-maltose, 9-criose, fase mével
acetonitrila: dgua 80:20, fluxo 2 ml/nsin, coluna Waters carbohydrate
(NH, — PN 84038) 30 cm x 3,9 mum x 10 pm — detector IR
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Figura 6 — CLAE de padrio de erlose, fase mével acetonitrila: dgua
80:20, fluxo 2 ml/min, coluna Waters carbohydrate (NH, — PN
84038) 30 em x 3,9 mm x 10 pmy — detector IR
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Figura 7 -— CLAE de mistura de padries de erlose (1) e melezitose
(2) — fase movel acctonitrila: dgua: metanol 80:15:5, {luxo
I ml/min, coluna Waters carbohydrate (NH, — PN 84038) 30 cm x
3.9 mm x 10 um — detector IR ’

Figura 8 — CLAE de amostra de mel de melato (n® 5}, fase mdvel
acetonitrita: H,O: metanol, 80:15:5, fluxo | mL/min, coluna Waters

carbohydraie (NI1 —- PN 84038} 30 cm x 3.9 mm 3 10 pm —
detector IR-pico n® | = erlose

Tabela 3. Teores de glicose em mel floral e mel de melato classificados de acordo com White para aplicacdo do teste

U de Mann-Whiiney

Niimero da % Glicose Classe Niimero da % Ghcose Classe
amostra mel amostra mel de
floral (B) melaio (A}

I 36,06 i9 4 22,16 3
2 30,84 23 5 23.3 4
3 45,63 24 6 36,95 21
9 33,51 12 7 27.69 5
16 35,18 15 8 38,79 22
12 35,65 118 11 35,36 16
14 30,96 9 13 3452 14
16 30,15 8 15 28,09 7
I8 3345 i1 22 17,36 8
19 3434 13 23 20,20 2
20 31,94 10 24 36,58 20
21 35,56 17
25 28,08 6
Total 185 122

Caleulo pela Formula (Levin, 1987)
U=nln2+nl nl+n2) - Pl =98
3

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

U0 =353
Uc = 40
Rejeitar HO sempre que Uo < Uc

Conclusio: os resultados sdo estatisticamente diferentes.

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

Amostra Frlose Melezitose Rafinose
e % Do
i 0,11 ND NE
2 0,17 ND NE
3 0,26 ND NE
4% 1,02 Presenga NE
5% 0,48 ND NE
6 307 ND NE
A presenca ND NE
8 3.29 ND NE
9 8,21 ND NE
Ht 0,34 ND NE
[1%* 1,72 ND ND
{2% ND ND ND
13 1,93 ND ND
14 0,4 ND ND
i5% 2,67 Presenca ND
16 ND ND ND
17 ND ND ND
i8 0,50 ND ND
19 ND ND ND
20 0,10 ND 0,31
21 0,28 ND ND
22% 2,59 ND ND
23% 1,48 ND 1,13
24+ 3.91 ND ND
25 613 ND presenca

NE = Nio Efetuado
NI = Nio Detectado
= Mel de melato de acordo com Kirkwood efov White

CONCLUSOES

A adigio de metanol a fase movel mostrou ser um
recurso eficiente na separagiio dos trissacarideos melezi-
tose e erlose,

Pelos resultados obtidos no presente trabathe pode-
se concluir que a presenga ou auséncia de erlose em
ambos o3 tipos de mel no & um fator de distinglio entre
eles pois todas as amostras analisadas independentemente
de ser mel de melato ou floral, apresentaram este agticar

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

Melezitose, contudo, mostrow ser apenas ur possi-
vel indicador da presenga do met? de melato jd que, ape-
sar de presente em apenas duas amostras deste tipo de
mel, ndo foi detectada em nenhuma amostra de mel flo-
ral. Sua presenca indica mel de melato mas sua auséneia
ndo significa que ndo ¢ mel de melato.

Frutose nide € indicative de mel de melato pois os
teores ndo variaram com o Hpo do mel.

Rafinose ndo ¢ indicativo de mel de melato porque
foi detectada em apenas trés das quinze amostras anali-
sadas, sendo duas mel [Toral e uma me! de metlato.

De acordo com os resultados obtidos, a metodolo-
gia de CLAE mostrou-se adequada para a determinagio
do teor de glicose e da presenga de melezitose que séo
fatores determinantes na diferenciagfio entre mel floral ¢
de melato.
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CAMPOS. G. et al — Sugar determination in floral honey and honey dew from regions of Minas Gerais
and Santa Catarina. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 58(222): 63-70, 1999,

ABSTRACT : Honeydew honey differs of floral honey in sugar aspect. In order to check that,
eleven honeydew honey and fourteen floral honey were analysed for frutose, ghucose, sucrose,
melezitose, erlose and rafinese by high performance liquid chromatography with refractive
index detector. Differeats 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 all honeydew honey. Melezitose was not detected in fio-

ral honey samples.

KEY WORDS: honey, honevdewhoney, sugars, carbohydrates
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AVALIACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE
FUMONISINAS B, E B, EM MILHO
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CAMARGOS, S.M. et al.- Avaliagio de métodoes para determinagio de fumonisinas Bl e B2 em milho.

Rev. Inst, Adolfo Lutz 58(2): 71-79, 1999

RESUMO: Sistemas de exiracio ¢ limpeza foram avaliados para determinagio de fumonisinas em

milho. O método descrito por Sydenham et alii (1992) apresenton a melhor limpeza. A recuperagiio
encontrada, no entanto, estava abaixo de 50% para fumonisinas Bl e B2 (FB1 ¢ FB2). O método foi
madificado e a extracio com metanol / dgaa (341} foi mantida, os volumes de solvente no condiciona-
mento e favagem da coluna de troca anidnica forte foram aumentados para 10 mL e ¢ volume e compo-
siclo do solvente de eluicio alterado para 20 mL metano! / dcido acético (9545). Apds estas modifica-
¢Bes a recuperagio elevou-se para & faixa de 93 a 96% para FB1 ¢ 69 a 85% para FB2. O solvente de
eluiciio por CLAE com deteciio por fluorescéncia foi modificado para acetonitrila / dgua / dcido acéti-
co glacial {50+50440.5) durante os primeiros 15 minutos com troca para acetenifrila pura até o final da
corrida. As condicBes de derivagiio das FB1 e FB2 com o o-flaldialdeido {(OPA) foram também otimi-
zadas empregando 100 L de extrato com 200 L do reagente OPA entre 5 — 150C por 60 segundos. As
novis condigGes melhoraram os limites de deteeclo para 20 e 40 ng/g para FB1 ¢ FBZ, respectivamen-

te, e o desvio padrio relativo entre duphicatas para 4,6% para FB1 e 2,2% para FB2.
p P P p i

DESCRITORES: Micotoxinas, furnonisinas, milho, cromatogratia Houida de alta eficiéncia,

INTRODUCAO

As fumonisinas sfo toxinas capazes de causar leu-
coencefalomalécia eqiiina (LEME) ¥, edema pulmonar e
hidrotdrax em sufnos °, cincer hepdtico em ratos " e leu-
coencelalomalédcia e hemorragia cerebral em coelhos *.
Os altos niveis de uma destas toxinas (fumonisina B ) em
mitho, utilizado na dieta humana em algumas localida-
des da Africa do Sul e no norte da China, tem sido apon-
tado como & possivel causa da alta incidéncia de céincer
de esdfago nas populacbes envolvidas 5%,

Esta familia de toxinas € de descoberta recente ¢
sua exist@nela fol primeiro relatada em 1988 " por um
grupo de pesquisadores da Africa do Sul. Sio produzidas
por cepas de Fusarium moniliforme Sheldon *, F proli-

Jeratuwm Secio Liseola ¥ e £ nygamai’. O milho tem sido

o cercal mais implicado em contaminacio por fumonisi-
nas, tanto em freqiéneia como em afveis. Realmente, o
Fomoniliforme e o F, proliferatum sdo invasores freqiien-
tes do milho em todo o mundo °.

Originalmente, BEZUIDENHOUT ¢t alii * descre-
veram e caracterizaram quimicamente quatro metaboli-

Universidade Estadual de Maringd. Departamento de Andlises Clinicas. Toxicologia. Av. Colombeo, 3790, 87020-900. Maringd.

Parand.

ok Universidade Estadual dg Campinas, Faculdade de Fngenharia de Alimentos, CP 6121 13081-970 — Campinas — Sic Pavlo.
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tos, as fumonsinas A {FA). A {FA ). B (FB }e B, (FB ).
A FB € a mais importante do grupo, constituindo fre-
glientemente até 70% do total das fumonisinas, prodozi-
das tanto em cultivos, guanto em milho natoralmente
contaminadeo.

O miiho € o cereal mais produzido no Brasil ™
10880 pais € o terceiro produtor mundial. Apesar dlbt{) &
producdo naclonal ndo satisfaz as necessidades internas
e grandes volumes de importagdo sdo realizadas.
Algumas espécies de Fusarim ja foram isoladas de
milho, trigo. arroz ¢ ragdes, procedentes de vidrios
Estados brasileiros, em proporgdes variadas, com predo-
mindncia de E moniliforme e F graminearuim .
Segundo WENTZ er alii ®, 90% das amostras de milho e
de raghes, para suinos e aves, por eles examinadas no
Estado de Santa Catarina, estavam contaminadas com
Fusaritim spp. ASEVEDO ° trabalhando com 90 amos-
tras de milho procedentes de vdrias regides do Brasil,
encontrou Fusarivm spp em 62,2% das amosiras. COR-
REA er alii ", verificaram uma freqiiénceia de 85,1% de
F moniliforme em milho pés-colheita,

Informagbes sobre a incidéncia de fumonisinas em
milho e produtos & base de milho brasileiros sio raras pa
fiteratura cientifica. No entanto, as existentes mostram a
importincia do problema para o nosso pais. Em trabalho
realizado por SYDENHAM er alii ¥, foram analisadas
21 amostras de ragiio associadas a casos de micotoxico-
ses na regifio de Londrina, Parand. Os reseltados revela-
ram que 95,2% continham FB e 85,7% continham FB
Ji HIROOKA et alii ™ investigaram 48 amostras de
mitho provenientes do Parand, Mato Grosso do Sul e
Goids, das safras de 1990-1991. Das amostras analisa-
das, 97,4% apresentavam-se positivas para FB e 94.8%
para FB . Um total de 4 amostras excederam a 10 ug/g,
valor considerado critico para o desencadeamento da
LEME.

Devido ao amplo potencial de contaminagio do
milhe e derivados com fumonisinas ' métodos
analiticos que monitorern 0s niveis de fumonisinas nos
produtos agricolas sdo de grande interesse para analistas
ligados a dérgfos de fiscalizagdo ou de pesquisa. Este fato
¢ refor¢ado pelas necessidades de fiscalizagio do cereal
e seus produtos originados interna ou externamente. [f
também possivel que a escassez de informacdes sobre a
incidéncia de fumonisinas, no Brasil, advenha exatamen-
ie das dificuldades encontradas no pafs com a metodolo-
gia analitica. Diante deste quadro 0s objetivos do presen-
te trabatho foram: (1) avaliar um conjunto de téenicas jd
existenies relatadas na literatura e julgadas promissoras
para determinagio de fumonisinas B, e B, em milho; (2)
uma vez escolhido o método ’méiz%lce proceder  sua
otimizacice ¢ adequaclio para as condicbes de trabalho
encontradas em laboraidrios brasileiros.
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MATERIAL E METODOS

Amostras: amostras de mitho foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais de Campinas. Sdo Paulo.
As amostras foram trituradas em moinho até passarem
por uma peneira de 20 mesh e acondicionadas em sacos
plasticos impermedveis & dgua. Foram mantidas a -18°C
até o momento da andlise.

Padres de fumonisinas B e B.: solugdes estoques
individuais de fumonisinas B e B, (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO) f@mm picp&mdas pesando-se
1 mg e dissolvendo-se em 10 ml. de acctonitrila-dgua
{141} segundo VISCONTI er alii *, obtendo-se wma con-
centracio de 100 pg/mL. Solucdes de trabalho foram
preparadas em concentracdes de 30 pg/mb de FB ¢ de
FB., respectivamente, Todas as soiagom padrdes foram
armazenadas em frascos &mbar vedados, a -18°C.

Fase movel: as fases moveis testadas foram fiitra-
das através de uma membrana HVLP 01300 de 6,45 ym
de diametro (Millipore Corporation, Milford, MA) ¢
degaseificadas em banho de ultra-som. O fluxo da fase
movel foi de | ml/min.

Reagente de derivagio: dissolver 40 mg de o-ftal-
dialdeido em 1 mi. de metanol e diluir com 5 ml. de tam-
péo borate de s6dio 0.1 M (dissolver 3.8 g de tetrabora-
to de sadio em 100 mL de dgua deicnizada e corrigir o
pH para 10.4 com hidréxido de sddio 0,1 M), adicionar
50 uL. de 2-mercaptoetanol e misturar, Estocar em fras-
co dmbar vedado com papel aluminio sob temperatura de
5a 15 °C. Estavel por uma semana.

Cromatografo a4  liguido: bomba  (Waters
Associates, Milford, MA) com alga de injecdo de 20 pL
¢ um injetor tipo Rheodyne Tnc. M-7125 (Cotati, CA).
Detector de fluorescéncia HP 1046 A (Hewlett Packard,
Avondale, PA} com comprimentos de onda de excitagio
e emissdo de 335 e 440 nm e fenda espectral de 17 ¢ 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 pm ODS). Coluna de guarda da
Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com C, ODS
{Alltech Associates Inc., Deerfield, IL). Pré- celusm da
Varian (Walnut Creek, CA} empacotada com silica Sil-
X-1 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT).

Otimizacio da separagiio cromatografica das fumo-
nisinas B e B.: fases moveis com diferentes composi-
¢ches fonzm av &lmcias através da resolugdo das toxinas,
com padrdes e posteriormente com amostras artificial-
mente contaminadas com 2 ug/g de FB ¢ FB..

Otimizacio da derivacio da fumonisina B com o-
ftaldialdeido: a formagio do derivade FB -OPA im estu-
dada: (1) variando-se o tempo » temperatura dorante a
reaclio de derivacio; (2) verificando a relag@o Gtima
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entre a concentragio dos padrfes e o volume do reagen-
te de derivaciio. Fol realizada andlise de varidncia dos
dados obtidos.

Avaliagio de sistemas de extragfo e limpeza: qua-
tro sistemas de extracio e limpeza foram avaliados quan-
to a sua eficiéneia usando-se amostras de mitho arfifi-
cialmente contaminadas. Foram avaliados os métodos de
SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA *, PRADO et alil
7, ZOLLER ¢ef alii * e SYDENIAM er alii ™. O primei-
ro sistema de extragdo e limpeza foi preconizado para
aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A e esterigmatocis-
tina c o segundo para aflatoxinas. Foram escolhidos para
avaliacio devido a caracteristicas de praticabilidade e
facilidade de emprego em laboratdrios nacionais, A con-
centragdo de B, e FB, nas amostras enriquecidas de
mitho foi de 2 ug/g.

Avaliaciio de colunas de extraciio em fase solida; as
colunas de troca anidnica forte de 500 mg, Sep Pak
OMA (Waters Associates, Milford, MA) e SAX (Varian,
Harbor City, CA 9071{}) e a coluna de fase reversa Sep
Pak C . (Millipore Corporation, Milford, MA) foram
avaliadas quanto a eficiéneia de fimpeza e quanto i recu-
peragdo de FB, e FB, em amostras de mitho artificial-
mente contaminadas.

Recuperaciio, repetibilidade e limites de deteccior
vérios aspectos com relaciio a técnica analitica foram
avaliados, incluindo a recuperacio de cada fumonisina
individualmente, a linearidade da curva padrio, o limi-
te de detecclo do método e a repetibilidade da técnica.
Para a recuperaciio, 50 g da amostra de milho, livre de
fumenisinas, foram contaminadas com 2 upg/g dos
padrées de FB. e FB.. A linearidade da curva padriio foi
determinada pela andlise cromatografica de padrdes
diluidos em concentragdes decrescentes e submetidos a
reaclio com o o-ftaldialdeido. O Iimite de detecgdo do
métoade foi definido para nossas condigSes de trabalho,
como a concentracfio das fumonisinas B e B, presente
na amostra que originou um pico com ama drea de 1 x
1¥ mV. Esta drea foi escolhida por ser a menor que per-
mitia visualizagdo inequivoca do pico. A repetibitidade
do método foi avaliada calculande-se o desvio padriio
relativo (RSD) do resultado da andlise de 4 amostras de
milho contaminadas artificiaimente com 2 ug/g de FB
e FB.. '

Descontaminacio do material: todo o material
utilizado foi descontaminado com uma solucio con-
centrada de hipoclorite de sédic comercial, por 24
horas. Apds a descontaminacdo o material foi lavado
normalmente, ensaguado com dgua destdada e seco
em estufa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizaciio das condictes de eluigio no cromatd-
grafe 4 liquido: Vdrias fases mdveis foram estudadas
para separar os dertvados de fumonisinas-OPA das impu-
rezas resultantes da derivaciio ou de interferentes prove-
nientes do extrato da amostra em cromatégrafo a liquido.
A melhor resolugio para o pico de FB, foi conseguida
com acetonitrila/dgua/acido acético glacial (50+50+0,5)
como fase mo vel. Com a fase mével escolhida, o tempo
de retengiio da FB, foi de 10,1 ¢ o da FB, de 42,6 minu-
tos. Apés 15 minutos da injecie da amostra, ¢ sistema
solvente foi mudade para acetonitrila pura. E assim o
tempo de retengfo da FB, foi reduzido para 26 minutos.
Qs cromatogramas das solugdes padrio de 50 ug/mL de
FB, e FB, ¢ do extrato de milho naturalmente contamina-
do estdo apresentados nas Figuras | e 2.

FB2

FB1

-~

Figura | — Cromatograma das fumonisinas B, e B, (solugdo padriio
com 50 ug/ml de cada).

FB1 (4,9 yg/g)

FB2 (1.8 pg/g)

-

Figura 2 — Cromatograima de amostra de mitho naturalmente conta-
minada com '§§3J e FB..
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Formagiio do derivado FB -OPA: As fumonisinas
nao apresentam tluorescéneiz e absorvem pobremente
no ultravieleta/visivel {(UV/VIS). Assim sendo, uma rea-
¢do de derivacgiio € necessdria para possibilitar a sua
determinagio por CLAE com detetor de fluorescéneia ou
de absorvincia no UV/VIS. A reacdo com marcador
fluorescente tem sido favorecida por permitir Hmites de
detecgio (LD) mais baixos. Os reagentes propostos até
agora tem side fluorescamina (LD < 10 mg/kg), o-fral-
dialdeido (OPA, 1D 50 ngfg), naftaleno — 2 - 3
dicarboxaldeido (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) *. O OPA oferece como vahfagens um custo muito
inferior aos demais, exceto a fluorescamina, ser facil-
mente disponivel ¢ melhor limite de deteccio. A reacfio
com ¢ OPA di-se com grupos funcionais do tipo amina.

O derivado fumonisina OPA nfio € estivel. Assim o
efeito do tempo de reaciio na derivagio das fumonisinas
toi estudado. Para verificar qual seria o methor tempo de
reacdio, manteve-se o tempo de agitacio inicial em 30
segundos e variou-se 0 tempo para injecho no cromatd-
grafo & lgiiido em 30, 45, 60, 90 ¢ 120 segundos apés o
inicio da reagdo. O tempo de reacio de 60 segundos
antes da injecio da amostra apresentou intensidade
maxima de fluorescdncia. No mesimo tempo de reacio, a
repetibilidade dos resuitados foi a melhor (coeficiente de
variagio — 23,6%). Nos ouiros tempos de reagio anali-
sados houve malor variacio e menor intensidade de fluo-
rescéncia.

Para conseguir maior rendimento na formacgio do
derivado fumenisinas-OPA, foram estudadas diferentes
temperaturas de reagiio (5 a 30°C). A faixa de tempera-
tura entre 5 — 15°C d4 origem a picos com dreas maio-
res, possivelmente por melhorar a estabilidade do deriva-
do evitando que se degrade rapidamente. Este resaitado
contraria os apresentados por THAKUR & SMITH #
que verificaram nfo haver difereaca significativa na
estabilidade da fluoreseéncia do derivado em temperatu-
ras eptre 4 3 25°C,

Para verificar a melhor relacfio entre a concentra-
¢iio e 0 volume da solugio de fumonisinas, por um lado,
¢ o volume do reagente de derivagio OPA, por outro, foi
utilizado wm esquema fatorial com andlise de vartincia.
Foram analisades: concentracio do padrio — 25 ¢ 50
ug/mb; volume do padrdo — 350, 100, 130 ¢ 200 uL: ¢
volume do reagente de denvagdo — 150, 200 e 230 uL.
A condigfio 6tima de trabaiho foi obtida quando a con-
centragiio do padriio de fumonisinas foi a de 25 ug/mt,
o volume do padrio 100 uL ¢ o volume do reagente OPA
de 200 pl..

Avaliacdo de sistemas de extragiio e limpeza:
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Os métodos descritos por SOARES E RODRI-
GUEZ-AMAYA Z E POR PRADO ET ALH " nilo produ-
ziram uma limpeza adequada, apresentando grande quan-
tidade de inferferentes no cromatograma. O emprego de
sulfato de aménio, em ambos 0s métodos, dd origem a um
precipitado quando o extrato € re-suspendido em acetoni-
trila/dgua (141), para injeciio em cromatégrafo & liquido.
) uso de acetato de chumbe, no método de PRABDO et alif
", pode, por sua vez, danificar a coluna analitica pela
ntroducdo de um metal pesado no sistema. O desengordu-
ramenfo com isectano fol acrescentado para remover os
compostos lipossoliveis. A particdo para cloroférmio,
uma outra etapa do processe de Bmpeza, mostrou melhor
recuperacdo das fumonisinas quando empregada sozinha
¢ ndo quando precedida de desengorduramento com isoc-
tano. No entanto, a recuperagiio das fumonisinas foi ina-
dequada e inferior a 20% em todos estes casos e as etapas
de uma maneira geral mostraram-se trabathosas.

Tanto o método de SYDENHAM er afii *, como o
de ZOLLER er ¢lii *, apresentaram recuperagdes inferio-
res a 50%. A limpeza do método de SYDENHAM er alil
* . ne entanto mostrou menor nimero de interferentes.
Por este motive fol considerado mats promissor ¢ modi-
ficaches foram introduzidas no sentido de otimizd-lo.
Este métode, por cutro lado, foi ohjeto de estudos cola-
borativos internacionais "' ¢ foi adotade pela AOAC
International *.

Avaliac@io de colunas de extracio em fase solida:
Os extratos, obtidos através dos guatro métodos sendo
avaliados no presente trabalho, foram ainda submetidos
a uma etapa de limpeza com colunas de extraciio em fase
solida. Foram testadas uma coluna de fase reversa tipo
octadecilsilil (C ) (Tabela 1) e duas colunas de troca
anifnica forte (Tabela 2).

A limpeza com coluna de fase reversa nio foi efi-
clente, apresentando ainda virios interferentes no cro-
matograma. Durante a elui¢do das fumonisinas da colu-
na de C . maiores recuperagdes foram obtidas quando o
solvente de extragiio utilizado fol metanol/dgua (3+1),
mas ainda assim insatisfatorias.

A limpeza com as colunas de troca anidanica forte
(Tabela 2) apresentou melhores resultados do que com as
colunas de octadecilsilil, mas ainda assim fol necessdrio
introduzir modificacBes nos solventes de condiciona-
mento e eluicio com relagio aos propostos no método de
SYDENHAM er alii * . A limpeza com coluna de troca
aniGnica forte (500 mg) ndo produziu bons resultados
uma vez gue retinha 60% de FB|

O condicionamento das colunas foi otimizado alte-
rando-se os seguintes parfimetros: volume das solugdes
de lavagem, forca idnica, volume da solucio e vazio de
eluigio. O aumento da forca dnica, ou seja, meta-
nol/dcido acético glacial (99+1) para (95+3) aumenton a
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Tabela 1. Solventes testados com coluna de fase reversa tipo octadecilsilil, para limpeza de extratos de milho na

determinacio de fomonisinas.

Condicionamento da coluna  Aplicacio da amostra

Lavagem da amostra Eluigio das toxinas

10 mL em metano¥/
agua (3+1)

5 mi. metanol

6 mL metanol/dguna
3 ml. metanol

Metanol/dgua (3+1)

10 mi. em metanol/
agua (3+1)

5 mL metanol

dgua (3+1)

Metanol/Acido
acético (99,3 + 0.5)

10 mL em metanol/

Tabela2. Solventes testados com colunas de troca anidnica forte para limpeza de extraios de milho na determinagio

de fumonisinas,

Condicionamento
da coluna

Aplicaciio da amostra Lavagem da coluna

Eluicho das toxinas  Referéneias

5 mL metanol 1 mk. em metanol/
dgua (3+1)

6 ml metanol/
agua (3+1)
3 mL metanol

10 ml. melanol UENQO er alii
Acido acético

(99.5 + 0,3)

10 mL em metanol/
agua {3+1)

5 mL metanol
5 ml. metanol/
dgua (3+1)

5 mL metanol/
agua (3+1)

SYDENHAM
et alii 26

10 ml. metanol/
acido acético (99+1)

3 ml metanol 55— I5mlem
& mL metanol
& mL metanel/

agua (3+1)

& mL metanol/
metanol/ agua (341} dgua (3+1)
5 ml. metanol

10 ml. metanel/ ZOLLER er alii *
acido acético

10 ml. metanol/

acido acético (99+1)

Em todas as misturas metanoi/dgua recomenda-se manter o pH entre 5.8 e 6,5

recuperacgic das fumonisinas. Além disse, o uso de sol-
vente com maior forca 16nica nfo resultou na co-eluicdo
de interfentes cromatograficos. Adicionalmente, com o
aumento da quantidade de eluente para 20 ml conse-
guiu-se recuperactes de 72 a 87% de FB e de 51 a 78%
de FB, em coluna Sep Pak QMA e de 93 a 96% de FB e
de 69 a 85% de B, em colunas SAX nas duas primeiras
utilizacBes (Tabela 3). Ja foi relatado gue a recuperacio
das fumonisinas € substancialmenie menor quando a
vazio de eluicio nas colunas estd entre 2.5 para 0,7
ml/minuto, recomendando-se ** vazdes iguals ou meno-
res que 1 mL/min. A necessidade de manter estas condi-
¢Oes de eluigio foram constatadas no presente trabalho.

A regeneragdo das colunas de troca anibnica forte
foi realizada com 5 mL de HCI 0.1 M seguidos de 8 mlL
de Adgua destilada, segundo SYDENHAM er alii * .
Nenhuma diferenca significativa foi observada na recu-
peragio das fumonisinas apds regeneragio das colunas.
O mesmo fol constatado no prresente trabalho (Tabela
3). Estes resultados sugerem que, sc necessirio, as colu-
nas podem ser regeneradas e reutilizadas mais uma vez
sem queda significativa na recuperacio das fumonisinas.

A limpeza com colunas de C, ¢ mais rdpida, entre-
tanto, as colunas de troca anidnica forte produzem fra-
¢Oes mais limpas e o limite de detecco € menor. Numa
intercompara¢io de mérodos realizada entre 31 laborato-
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Tabela 3. Recuperagdo das fumonisinas adicionadas a milho quando sfio usadas colunas de extragio em fase sélida
de troca anibnica forte de diferentes marcas em mais de ama utilizacio por coluna.

Marca da Fumonisina Recuperagic (%)
Coluna 1* uso 27 uso 37 us0
Sep Pak kB, 87 82 39
86 73
80 73
77 73
75
B, 78 59 22
: 78 51
62
60
SAX FB, 6 94 62
96 93 70
95
96
FB, 70 84 56
m 69 85 62
72

Nivel de adicho por fumonisina = 2 gfg

Demais condigBes analiticas conforme descrito nas Conclusdes.

rios europeus, aqueles que usaram limpeza com colunas
de C  relataram também mais interfercntes ¢ limites de
detecgio plores que aqueles gue usaram colunas de froca
anidnica forte .

Recuperagio, repetibilidade e himites de detecgfio:
A recuperagfo do método otimizado foi de 93 a 96%
para FB, e de 69 a 85% para FB,. No estudo colaborati-
vo do método de SYD}"NHA\/E et alii * conduzido por
AOQAC-IUPAC, os 12 laboratdrios envolvidos obtive-
ram recuperactes de 81 a 84% para FB e 76 a 82% para
FB.. J4 os resultados com laboratdrios europeus, em
estudo em que a metodologia era de livre escolha, as
recuperaces médias foram 70% para FB, e 69% para
FB, *. Segundo ALBERTS et alii ' as recuperagdes mais
balxaq obtidas para FB podem ser devido a diferenga de
polaridade em relaglo a FB que resulta em uma perda
de aproximadamente 20% durante a etapa de litnpeza,
em comparacio com os 4% para FB . As curvas padriio
para FB, ¢ FB, foram lineares de 20 a 10000 ngl/g e de

76

40 a LO0OO ng/g, respectivamente, conforme apresenta-
do nas Figura 3.

445.000.000 v

40.000.060 + # FB1 {r0,9982)

MEBZ {r=0,9594)

35.000.000 +

30.900.060

25.006.000 4
20.000.000 +

15.000.060 +

Area do pico

10.068.660 1

5.000.000 +

0

g )
1 d

2000 4000 BOGY 8900 16400
-5,060.600

{ngla}

Figura 3 - Curvas padrio de FRBT e FB2,
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Os limites de detecgiio do método foram de 20 ¢ 40
ng/g para FB e FB,, respectivamente. SHEPHARD =
revendo a literatura sobre o assunto dd como usual um
limite de detecgdo da ordem de 30 ng/g para FB e FB..
A repetibilidade do método mostrou-se adequada com
desvios padrdo relativos (RSD) de (0,6 % para FB e
2,2% para FB, para primeira ou segunda utilizacio das
colunas de SAX. Resultados estes que comparam bem
com os encontrados no estudo colaborativo AOAC —
IUPAC onde os RSD internos dos laboratérios variaram
entre 5.8 a 13.2% para FB e entre 7,2 & 17,5% para I'B,
. No estudo europeu ¥, os valores médios de RSD
foram de 10% para B, e 11% para FB,.

CONCLUSOES

Método otimizado para determinacio de fumonisi-
nas B ¢ B em milho: O método escolhido para determi-
naciio de fumonisinas em miiho na etapa de avaliagio foi
o método de SYDENHAM er alii ®. Modificaces foram
necessirias para aumentar a recuperagdo das toxinas e
methorar o limite de detecgiio. O métado modificado
esta descrito 4 seguir

Cingiienta gramas da amostra foram homogeneiza-
das em liglidificador com 100 mE de metanol/dgua
(3+1) durante 5 minutos. A mistura fol centrifugada
durante 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi fil-
trado em papel de filtro. O filtrado teve o pH cormrigido,
quando necessdrio, para 5,8-6,5 com hidréxido de sédio
I 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, segwidos de 10 ml de metanolfdgua (G+1).
Foram aplicados 10 ml. do extrato filtrado na coluna e
lavados com 10 mL de metancl/dgua (3+1), seguidos por

6 mL de metanocl. As fumonisinas foram entdo eluidas
com 20 ml de metanol-dcido acético glacial (95+5).
Todos os solventes foram passados pela coluna com uma
vazdo maxima de T mL/min a gual pode ser controlado
com véacuo. O eluvato foil evaporado a 60°C sob fluxo de
nitrogénio. O residuo concentrado foi tavado com 1 mL
de metanol e novamente evaporado para garantir que
todo o deido acético fosse evaporado. O residuo seco foi
mantide em freezer a -18°C até o momento da andlise.

Os extratos dag amostras de mitho foram re-dissol-
vidos em 300 pl. de acetonitrila/dgua (141} e filtrados em
filtros com poros de 0,45 pm de didmetro. Foram transfe-
ridos 100 ul. deste exirato para um frasco e adicionados
200 ul. do reagente OPA. Foi agitado em ultra-som, entre
3-15°C, darante 30 segundos ¢ injetados 20 uEL no croma-
tografo apos 60 segundos do inicio da reagdo.

As fumonisinas foram separadas e quantificadas
em um cromaiégrafo a liquido de alta ¢ficiéancia usando
uma fase mdvel composta por acetonitrila/dgua/dcido
acético glacial (50+50+0,5) durante 15 minutos e em
seguida por acetonitrila pura. O tempo total de analise
foi de 30 minutos. Apds a corrida foram necessarios 30
muinutos para condicionar a colupa com a fase mével
composta por acetonitrila/dgua/dcido acético glacial
(50+50+0.5), antes da proxima injecao.
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RIALA 06/868

CAMARGOS, S.M. et al. Evatuation of anatytical methods and optimization of conditions for the deter-

mination of famonisins B1 and B2 in corn.

ABSTRACT: Extraction and clean up systems were evaluated for the determination of fumonisins

in corn. The best clean up was found in the method described by Sydenham et alit {1992). Recovery,
nonetheless, was Tound to he bellow 50% for fumonising B1 and B2 (FB! and FB2). The method was
modified and methanol/water (3+1} 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). Afier these
modifications were introduced the method recovery was 93 to 96% for FB1 and 69 to 72% for FB2. The
elution solvent for the HPLC with flourescence detection step was also modified to acclonitri-
le/water/acelic acid (50450+0,5) during the first 15 minutes followed by pure acetonitrile for the rest of
the run. The conditions empleyed during the derivatization reaction of fumonsing with o-phtaldialdehy-
de (OPA) were also optimized to uglize 100 L sample extract and 200 L. OPA solution at 5 — 5 °C
during 60 seconds. The new conditions improved the detection limits to 20 and 40 ng/g for FB1 and FB2,
respectively, and o an average standard deviation between duplicates of 0,6% for FBI and for FB2.

KEY WORDS: Mycotoxins, fumonisins, com, high performance ligoid chromatography.
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RESUMO: Foi determinado o teor de arsénio total em polpas e filds das scguintes espécies de pei-
xes de dgua doce: Pacu (Piaractus mesopotamicus), Matrinxd (Bryeon lundi), Carpa (Cyprinius carpio),
Titdpia (Oreochromis niloticus), Curimbatd (Prochilodus sp), Tambaqui (Colossoma macropomu),
Bagre Africano {Clarias sp). procedentes do Centro de Pesquisa e Tremmamento em Agquicultura,
Pirassununga — S#o Pauto. A determinag@o do elemento arsénio foi realizada por espectrometria de
erissfo atémica com foute de plasma de argdnio imnduzido (KCP-AES) acoplado a un: gerador de hidre-
los, nas amostras previamente mineralizadas por via seca com nitrato de magnésio. Os teeres obiidos de
arsénio (ug kg') para os §ilés ¢ polpas Toram, respectivamente: Pacu {49 ¢ 8), Mawrinxd (27 ¢ 24), Carpa
(66 ¢ 209}, Tildpia (37 ¢ 277), Curimbatd (30 ¢ 93), Tambaqui (42 ¢ 24) e Bagre (43). Him todas as amos-
tras foram encontrados niveis de arsénio inferiores ao recomendado pela legislagio brasileira.

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

INTRODUCAO

O arsénio encontra-se amplamente distribuido na
natureza, sendo uma espécie de constante interesse ana-
Iitico. A contaminaciio dos alimentos por arsénio pode
ter origem natural, podendo ser kiberado no ambiente, a
partir de minérios, por acio do intemperismo, erosoes e
volcanismo®™ . Também pode ter origem antropogénica,
devide a sua utilizaglo na indistria {revestimento de
madeiras, secantes de algodio, elc) e na agricultura
(herbicidas, fungicidas. pesticidas)®.

O arsénio € um elemento quimico altamente (Oxico
a0 organismo humano, sendo um conhecido agente car-

i Departamento de Quimica Analfizca — Instituto de Quimica —

cinogénico', Os peixes constituem wimna das majores fon-
tes de arsénio na dieta humana®. No seu ciclo através do
ccossistema aguatico, o arsénio se acumula especialmen-
te nos peixes, nOS quals encontram-se concentragoes
mais elevadas do que em organismos terrestres™ "%,

A toxicidade do arsénio depende da forma quimica
na qual & ingeride. As espécies inorginicas de arsénio
(I11) sdo mais toxicas que espécies de arsénio (V), segui-
das pelas formas orgénicas (arsenocoling ¢ arsenobetai-
na) que sfo as menos téxicas. O arsénio inorginico é
reconhecido como uma forma tdxica cumulativa com
sérios efeitos inclusive carcinogénica ¢ facilmente

-~ Unicamp ~C, Pl 6134 — Campinas — SP - Brasit ~—Fone: (019)
788-3010 Fax: (¢119) 788-3023 — e-mail: imelo@igm.unicamp.br
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absorvido pelo organismo. Doses de arsénio entre 30 e
100 miligramas podem ser fatais'®,

A utilizagfio da polpa de pescado, como matéria-
prima para produtos formulados, permite wma recupera-
cao maior das partes comestivels do pescado comparati-
vamente & obtida por métodos convencionais de fileta-
gem. Uma grande variedade de produtos tem sido prepa-
rada a partir da polpa, incluindo salsichas, pastas, cro-
quetes, isolados protéicos e bolinhos salgados. Produtos
alimenticios desidratados também podem ser estimula-
dos pela utilizac@o de polpa de pescado. Todavia, a polpa
de pescado obtida através da téenica de separacio meci-
nica apresenta alguns problemas, tais como a presenga
de sangue, pigmentos, particulas dsseas, ¢ fragmentos de
pele e membranas que aceleram a deteriorac@io dos pro-
dutos mesmo guandoe estocados a baixa temperatura®,
MNenhum estudo para avaliar a contaminacfio por metais
(0xicos, como arsénio, tem sido relatado na literatura
para esta sttuagio,

A determinagio de elementos como arsénio, esta-
pho, selénio, antiménio ¢ mercirio € mais eficiente
quando se utiliza a téenica de geracio de hidretos gaso-
s0s instdveis 4 altas temperaturas. Esta téenica resulta em
determinacOes com alta seletividade e sensibilidade,
com baixos limites de deteccfic devido a possibilidade de
remover o analito da matriz ¢ com baixa interferéncia
espectral. A eficiéneia da etapa de geragfic de hidreto
depende das condicdes experimentais e particularmente
do estado de oxidaciio do analito. Algumas espécies se
enconiram em estadoe de oxidagdo nfo suscetiveis & for-
macio de hidretos (como As(V) e Sh(V)) e devem ser
convertidas a estados de oxidagio adequados. O procedi-
menio para geragio do hidreto de arsénio, a arsina
(AsH ), consiste na conversdio de tedo o arsénio presen-
te na amostra em arsénio trivalente. O arsénio{V) é rede-
zido a arsénio(lll) através da adicdo de soluciio aquosa
de um redutor, ¢ iodeto de poldssio (solucfo a 45%
(m/v)). Em seguida, obtém-se a arsina (AsH,), através da
reagio com borohidreto de sadio em melo dcido, A arsi-
na € um composto extremamente voldtil que deixa o
meio reacional juntamente com a corrente de hidrogénio
gerada; ao atingir o plasma ocorre a atomizacio®. Ouiro
aspecto interessante desta téenica € de que ela pode ser
implementada em sistema de injecio em fluxe (FIA).

Muitos frabalhos recentes™* ¥, tratam de espécies
de &gua salgada. O objetivo deste trabatho foi avaliar os
niveis de arsénio em pescade de dgua doce “in natra”
através da técnica de geragio de hidretos ¢ quantificagio
em espectrémetro de emissio atdmica com fonte de plas-
ma indutivamente acoplado (ICP-AES). Os pescados
avaliados correspondem s espécies de grande consumo
pela populacdo brastieira. Também foram avaliados os
aiveis de arsénio na polpa e filé das espécies estudadas.
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MATERIAL E METODOS
Amostras

As amostras de pescado “in natura” usadas para a
determinaciio do teor de arsénio foram procedentes do
Centro de Pesquisa e Treinamento em Agquicultura —
CEPTA, IBAMA de Pirassanunga (SP). Os peixes foram
criados em tanques com idade entre 1 ¢ 2 anos ¢ alimen-
tados com racdes cuja composicio basica ¢ de: 26% de
proteina brwta, 4,7% de lipidios, 6,5% de fibra bruta e
2600 keal/kg de energia digestivel estimada.

Para o estudo foram utilizados enire 50 2 100 kg de
peixe de cada espécie. Para a determinacio do teor de
arsénjo foi utilizada uma amostra composta (10 kg)
representativa da quantidade total dos peixes. Os peixes
inteiros foram filetados manualmente ¢ a polpa foi obii-
da por separaciio mecénica do restanie da carcaga dos
peixes em maquina separadora de carge e 0$808, marca
Bibun, modelo SDX-13, pa planta piloto de pescade do
Centro de Tecnologia de Carnes, no Guarujd. A polpa
refere-se & carne de pescado separada mecanicamente,
obtida a partir do produto eviscerado e descabecgado sub-
metido 4 acio da mdquina de desossa mecinica e lava-
gem com agua clorada. A separagio mecinica basica-
mente envolve agdes de dilaceragiio e compressio para
remover a polpa do pescado. O rendimento do processo
¢ de aproximadamente 60%.

Foram usadas as polpas ¢ os filés das seguintres
espécies: Pacu {(Plarcctus mesopolamicus), Matrinxa
(Brycon lundi), Carpa {(Cyprinius carpio), Tildpia
{Oreochromis niloticus), Curimbatd (Prochilodus sp),
Tambaqui (Colossorma macropomum); da espécie Bagre
Africano (Clarias sp) somente o [€ foi avaliado.

Preparaciio das Amostras

Apdés a desossa dos pescados “in naturd”’, as amos-
tras das polpas e filés foram pré-trituradas em wm proces-
sador de alimentos de uso doméstico ¢ secas em estufa a
100°C durante 15 horas. Em seguida foram homogeneiza-
das integralmente em moinho Waring-Blender com copo
de ago inoxidivel até obter-se um pod fino do produto.

Método

Para a determinacfio do teor de arsénio total das
amostras, utilizou-se a técnica de mineralizacic 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 solugio aguosa de nitrato de
magnésio a 50% (nyv) e 10 ml. de 4cido nftrico concen-
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trado p.a. Aqueceu-se em chapa elétrica, evaporando-se
o liquide até carbonizagdo das amostras. Em seguida, o
residuo foil levade a mufla, com aquecimento gradual de
temperatura até 450°C, permanecendo por 15 boras nesta
temperatura. As cinzas, assim obtidas, foram dissolvidas
com solugio de HC! 6 mol L em baldo volumétrico de
25 ml. e quinze minutos antes de proceder a quantifica-
¢éo do teor de arsénio das amostras, foram adicionados
500 ul. de solucio 50% (m/v) de todeto de potdssio.

A quantificagio do arsénio foi realizada pela téeni-
ca de geragio de hidretos usando-se um gerador de
hidretos (PS Analytical, Kent, UK). sob fiuxo continuo,
empregando-se solugio 0,3% (m/v) de borohidreto de
sédic em hidréxido de sédio 0,1 mol L7 como agente
redutor e solughic 1 mol L de dcido cloridrico como car-
regador.

Como detector fol usado o espectrdimetro de emis-
sdo atbmica com plasma de argdmo acoplado indutiva-
mente, modelo ICP 2000 simultdneo (BAIRD, Bedford,
USA). As condigdes de operagiio do espectrdmetro
foram: poténcia de radiofrequéneta aplicada, 1200W;
linha de emissdo para o elemento As, 189,04 nm; pres-
sdo de gds na linha, 50 psi; ajuste de posicHo da tocha:
horizontal, 19 mum e vertical 19,5 mm. Foi utilizada uma
curva de calibragio entre 0,001 & 0,100 mg kg para a
quantificagfo do arsénio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Validaglo da Metodologia

O limite de deteccao (LD} de arsénio for determi-
nado a partir da leitura da intensidade de emissio de 10
replicatas de branco, preparadas seguindo o mesmo pro-
cedimento de preparacic de amostras. O limite de dete-
¢do foi calculado segundo LONG et alii”, & partir da
equagdo :

LD=3 o/s

onde: o, € o desvio padrio relativo dos valores de inten-
sidade de emissiio e s é a sensibilidade do método {coe-
ficiente angular da curva de calibragio). O limite de
deteciio determinado foi de 6.3 pg kg

Para a validagio do método foi analisado o material
de referéncia 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 pg
kg', concordando com o valor certificado de 14,0 £ 1,2
ug kgt

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

15366a (NIST), sic considerados os inferferentes mais
proviveis em amosiras de peixes. Nechuma interferén-
cia quimica foi observada no processo de geragfio de
hidreto na presenga de aluminio, ferro, cobre e zinco nas
concentragoes de 20 mg kg', 50 mg kg, 6 mg kg' ¢ 80
mg kg, respectivamente, cujos nivels sdo maiores do
que o8 encontrados nas amostra de peixes estudados.
TRACY et alli" e HERSHEY & OOSTDYK? estudaram
estes e outros interferentes metdlicos em sistemas simt-
lares ndio verificando interferéneia destes metais na for-
macic da arsina.

Niveis de arsénio nas espécies de peixes gstudados

O teor de arsénio fol avaliado tanto nos filés quan-
to nas polpas para verificar se o processo de desossa
mecinica pode contribuir com aumento ou reduco do
teor deste clemento, pois as industrias de produtos de
processamento a base de pescado tem wtilizado as polpas
mecanicamente separadas com o objetive de maior apro-
veitamento da matéria-prima,

Os teores de arsénio obtides, na base dimida, em
todas as espécies cstudadas estdo apresentados na Tabe-
fa 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 triplcata ¢ os vesultados
expressos correspondem as médias dos valores obtidos
com os respectives desvios padrioe {s).

EGAAS & BRAEKKAN' determinaram o teor de
arsénio em 43 amostras de peixes in nafura ¢ processa-
dos (enlatados) cujas concentragbes variaram de 0,15 a
18,7 mg kg'. LUNDE" analisou algumas espécies de
peixes marinhos e enconircu teores de arsénio que varia-
ramentre 1 e 20 mg kg'. BROOK & EVANS® avaliaram
o tecr de arsénio inorginico total em diferentes espécies
marinhas e encontrou valores entre 1,1 a 26 mg kg'. Os
valores de arsénio encontrado neste estudo foram meno-
res do que agueles citados nas Hteraturas. Isto pode ser
devido ao fato de tratar-se de peixes de dgua doce cria-
dos em cativeiro, enquanto os da literatura sio espécies
marinhas, Para as espécies analisadas ndo se encontrou
literatura para comparaco dos valores obtidos.

Através da tabela | fol verificado que, para as espé-
cies de Pacu e Tambagui os nivels de arsénio encontrados
para os filés foram mais elevados de que para as polpas.
Jd para as espécies de Carpa, Tikdpia e Curimbatd ocorreu
0 inverso, ou seja, os maiores niveis de arsénio foram
encontrados para a polpa. Para a espécie Matrinkd os
nfvets de arsénio estiio préximos tanto na poipa quanto no
filé. Os niveis de arsénio vasiaram de 27,27 a 66,03ug kg’
para 05 filés e de 8,34 a 277ug kg para as polpas.

Segundo SEARCY e HAMMY® os teores de mine-
rais podem diferir significativamente entre a carne meca-
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Tabela 1. Niveis de arsénio total, na base Gmida, das espécies de peixes estudadas.

Concentracao de arsénio (ug kg”)

Espécie Polpa Filé

Pacu 8,34 + 1,62 4919 + 1,00
Matrinxi 24,02 + 0,00 27,27 + 0,46
Carpa 200 + 1 66,03 + 1,06
Tikapia 277 + 1 37,62 + 2,46
Curimbati 97,82 + 0,29 29,52 4+ 1,44
Tambaqui 23,67 + 2,13 42,46 + 1,67
Bagre — 4315 + 1,25
nicamente separada ¢ o filé porque pequenas quantida- CONCLUSOES

des de o0ssos e outros tecidos (sangue, tecido nervoso e
conectivo) $ao incorporados & carne mecanicamente
separada. Eles afirmam que a grande variagio de ele-
mentos presentes em pequenas quantidades {(como
chumbo, cobre e manganés) nos produtos gue usam
carne mecanicamente separada podem ser explicadas
pela contaminac@io durante a desossa, sugerindo que
existe a necessidade de um controle frequente de lotes de
produciio.

Em muitos pafses, o teor de arsénio em alimentos &
regulamentadoe por lei. No Brasil, o Decreto n®
35.871/65 (D.O.U, de 29/05/1965-Secio I/Parte 1) raz
na sua Tabela 1 a relagfo de aditivos incidentais tolerd-
vels em alimentos'. A Portaria n® 685/98¢ da Secretaria
de Vigilincia Sanitdria — MS (D.O.U. de 28/08/1998-
Secio 1) fixa valor maximo de arsénio para peixe e pro-
dutos de peixe em 1,0 mg kg'. Sendo assim, observa-se
que nenhuma das amostras analfisadas estd com o teor de
arsénio além do nivel maximo permitide.
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O métado de preparo de amostra para a determina-
¢io de arsénio utilizando-se a técnica de mineralizacio
por via seca com nitrato de magnésio e dcido nitrico mos-
trou-se eficiente e evitou a perda por volatilizagdo do arsé-
nio. A detecgfio de arsénio por espectrometria de emissio
atdémica com fonte de plasma acoplado ao gerador de
hidretos apresentou boa reprodutibilidade dos dados e per-
mite sua quantificacio em niveis de tracos em pescados.

A avaliacfio das espécies de peixes coletadas no
CEPTA, IBAMA de Pirassununga, permite concluir que
os niveis de arsénio estio de acordo com os estabeleci-
dos pela legislagio brasileira. Os niveis encontrados de
arsénio nas polpas e filés diferiram entre as espécies
estudadas. Nas espécies de Carpa, Tilapia e Curimbati
o0s niveis de arsénio foram maiores na polpa, enquanto
que para as espécies Pacu e Tambaqui os niveis de arsé-
nio foram maiores no filé. Na espécie Matrinxa os niveis
de arsénio encontrados estdo proximos fanto no filé
quanto na polpa.
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MELO, L.EC.; MORGANO, M. A, & MANTOVANI, D.M.B. Evaluation of arsenic content in fish
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ABSTRACTS: The level of arsenic was determined in pulps and steak of the following freshwater
fish species: Pacu (Piaractus mesopoiamicus). Matrinxd (Brveon lundi), Carp (Cyprinius carpio),
Tildpia (Oreochromis niloticusy, Curimbatd (Prochilodus sp), Tambaqui (Colossoma macropomumy),
Bagre Africano (Clarias sp). The samples were obtained from the Center of Research and Training in
Agricutiure, Pirassununga, S&o Paulo, The determination of the arsenic clement was performed 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 lor steak and puips respectively were: Pacu (49 ¢ 8), Matrinxd (27 e 24), Carp (66 ¢ 209),
Tildpia (37 e 277), Curimbatd (30 e 93), Tambaqui (42 ¢ 24) e Bagre {43). Arsenic levels below the
recommended Brazilian fegisiation were found in all samples.

KEY WORDS: arsenic; ICP-AES; hydride generator, fish.
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FURLANI, RPZ.; SOARES, L.M.V,; OLIVEIRA, PL.C. ~- Avaliagio de métodos para determinacio
de ocratoxina A em cafés verdes e torrados, Rev, Inst, Adelfo Lutz, 58(2): §7-98, 1999,

RESUMO: Diferentes solventes de extragio, assim como técnicas pata limpeza de extratos para
determinagio de micotoxinas, tanto cldssicas (clarificagiio, particiic) como aquelas envolvendo colunas
para extragio em fase solida (silica, octadecilsilil e imunoafinidade} foram avaliadas para determinagio
de ocratoxina A em café verde e torrado. Apenas as colunas de imuncafinidade foram capazes de remo-
ver 0s interferentes existentes nos extratos de café permitindo a determinagio de ocratoxina A por cro-
matografia guida de aliz eficiéneia com detecgio por fluoreseéncia em nivels de 0,7 ng/g. Colunas de
imunoalinidade de duas marcas diferentes foram testadas com relagho & recuperagfio da toxina ¢ & reu-
tilizaclo em outras andlises. Colunas de uma marca apresentaram recuperagio média de 97% no primel-
ro uso e acima de 70% até a quarta utilizagdo. Colunas de uma segunda marca apresentaram recupera-

¢iic média de 73% no primeiro uso e abaixo de 30% no segundo.

DESCRITORES: Ocratoxing A, café, micotoxinas.

INTRODUCAO

A ocratoxina A € um metabolito téxico produzido
por determinadas cepas de Penicillium e Aspergillus. A
principal espécie conhecida como produtora de ocratoxi-
na é A. ochraceus . A ocratoxing A € nefrotdxica e tem
acio teratogénica. O figado € um alvo secunddrio da
toxina Y. A nefropatia endémica dos Balclis, doenga
degenerativa dos rins em bumanos que muitas vezes leva
4 morte, teim sido correlacionada com os altos nivels de
contaniinacdo por ocratoxina A constatada nos alimentos
daquela regido .

A ocratoxina A tem sido encontrada em cereals
diversos 9 alimentos de origem animal " cerve-

ja*™, vinho e suco de uva®, grios de café verde e torra-
do "7 e em café sollvel V.

Os limites maximos permitidos para ocratoxina A
j4 exigtentes ou em fase de proposta em diversos pafses,
variam de 1 a 5 ng/g para alimentos infantis, 2 a 50 ng/g
para cereais e 5 a 300 ng/g para ragdes . Na Unido
Européia existem sugestdes de limites maximos de 5
ng/g para cereais ¢ I ng/g para alimentos infantis ™. A
Itdlia, em 1996, propds um limite de 4 ng/g para café
verde em grios °. No Brasil ndo existem limites para
ocratoxina A em alimentos ¢, por outro lado, desconhe-
ce-se a situagio do café produzido no pais com relagio a
essa toxina. O café verde corresponde a 4,6% das expor-
tactes brasileiras, ocupando portanto um lugar de desta-

* Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos. CP 6121, 13081-970, Campinas. $8o Paulo.
*# Companhia Cacique de Calé Solivel, Rua Hordcio Sabino Coimbra, 100, 86072-900, Londrina, Parani.
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que. O Brasil € atualmente o maior produtor mundial de
café. A bebida, por sua vez, & largamente consumida no
pais e em 1997 absorveu internamente 11.4 milhdes de
sacas da produclo total de 18.9 milhdes de sacas produ-
zidos no pais . No entanto, gualquer trabalho de inves-
tigacio da incidéncia desta toxina em café nacional
passa necessariamente por uma avaliaciio da metodolo-
gia analitica disponivel e sua aplicabilidade as condicdes
existentes nos laboratérios nacionars.

Viarios procedimentos para determinacao de ocra-
toxinag A em café &m sido propostos. A metodologia da
ACAC Internarionad * utiliza cromatografia em camada
delgada para determinar ocratoxina A em café verde. O
iimite de detecc8o desse método & de 20 ng/g de ocrato-
xina A. Com ¢s limites que estdo atualmente sendo pro-
postos para café, este tipo de metodologia torna-se inefi-
caz. Por outro fado, o café € uma matriz especialmente
complexa e uma limpeza adequada do extrato para remo-
cio de interferentes fuz-s¢ necessdrio para que Hmites
mais baixos sejam alcangados.

CANTAFORA ef al © introduziram a cromatogia-
fia liquida de alta eficiéncia com detecgio por {luores-
céncia para separar e deiectar a ocratoxina A em café
verde ¢ alcangaram um limite de detecgdo 100 vezes
menor gue o do método da ACAC . TERADA er al =,
também utilizando cromatografia liquida de alta eficién-
cia com fluorescéncia, aplicaram colunas de exiragiio
em fase solida de octadecilsilii para limpeza de extratos
de grios de calé (verde e torrade), café instantfneo e
café coado. O limite de detecgiio alcancado estava entre
0.2 e 5 ng/g e a recuperacio citada foi de 80.7% ou
melhor.

NAKAIJIMA er al “desenvolveram uma metodolo-
gia que utilizava colunas de imunoafinidade para a lim-
peza do extrato de amostras de café em grios, café ins-
tantdneo em pé ¢ bebida de café enlatada. Estes autores
relataram Hmites de deteccio de 0,5 ng/g para cafés em
grio e cafés soltveis e recuperactes acima de 98%. PIT-
TET er al ® propuseram um procedimento para analisar
a ocratoxina A em amostras de café verde em grios, café
torrado em grios e café solivel que também envolve
limpeza em colunas de imunoafinidade. Os cromatogra-
mas, apresentados pelos autores, mostraram-se sem
interferentes na regific da ocratoxina A. O limite de
delecclo descrito foi de (1,2 ng/g e a recuperacio de 80%
Ou mais.

Com base nestas consideragdes, o objetivo do pre-
sente trabatho fol avaliar a aplicabilidade para café das
iécnicas apaliticas existentes para determinacao de ocra-
toxina A e, atraves desta avaliagio, escother uma meio-
delogia dotads dos necessdrios requisitos de sensibilida-
de, precis@o e exatiddo para que possa ser usada em labo-
ratOrios nacionais,

88

MATERIAIS E METODOS

Reagentes, solvenies ¢ matenais diversos; padrio
de ocratoxing A, marca Sigma; filtros para amostra,
marca Millipore, poro de 0.45m, [3mm de didmetro; fil-
iro de microfibra de vidro GF/B, marca Whatman; tam-
pio fosfato (PBS), marca Sigma; placas para cromato-
grafia em camada delgada de silica gel, marca Merck;
reagentes de uso comum em laboraiérie, gran analitico;
solventes para cromatogralia, grau cromatografico; colu-
nas de extracio em fase so0lida com fase estaciondria de
sitica, octadecilsilil, cianopropil e de imunoatinidade
especificas para ocratoxina A,

Equipamentos: espectrofotdmetro ultravioleta / visi-
vel, modelo Lambda 6, marca Perkin Elmer; pré coluna
Varian, com f{ase estaciondria de silica: cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia: bomba marca Waters, modelo
510; injetor Rheodine com aica de 20 L ou de 1001
detector de fluorescéneia programével, marca HE, modelo
1046A ¢ integrador marca HP, modelo 3393A; coluna de
guarda Varian, com fase estaciondria de Octadecilsilil;
coluna analitica Spherisorb ODS-2, Sum, Sigma Aldrich,
230mm X 4,6mm; lgiiidificador comum de uso domésti-
co, marca Arne; lampada ultravioleta de alta intensidade,
modelo UVGL3S, multibanda 254/366nm, marca Mineral
Light; banho ultra-som, modelo S5X-20, marca
Microssenic; ultrapurificador de dgua, marca “MilliQ™:
dispositive para filtragio a vicuo para colunas de extracio
em fase solida, modelo “Visiprep DL”, marca Supelco.

Preparo do padrio de ocratoxina A: fol preparada
wma solucio estoque do padrio de ocratoxina A com 100
g/ml. em benzeno. Foi verificada a pureza dessa solucdo
em camada delgada, nas condi¢fes descritas no item
seguinte e visualizando-se o padi@io sob Tuz ultravioleta.
Considerou-s€ a presenca de uma unica mancha como
mndicativo do padrio ndo estar contaminado ou decom-
posto. A partir da selugfio estoque, fol preparada uma
solucdo intermedidria de aproximadamente 20 ng/mbL
em acido acético/ benzeno (1+99) e a sua concentragio
exata foi determinada espectrofotometricamente segun-
do o procedimento da AOAC * A partir desta solucio
intermedidria foi realizada uma nova dilui¢iio (1:20) em
metanol / dcido acético 9% (65+35) sempre que necessd-
rio e esta solugio fol empregada para a quantificagio da
ocratoxina A por cromatografia Hauida de alta eficiéneia.
Antes de empregar o padrio, este foi agitado no ultra-
som por 30 segundos.

Cromatografia em camada delgada: a fase estacio-
naria utilizada foi silica gel ¢ a fase movel foi tolue-
no/acetato de etilgfdcido férmico (5+441). Os extratos
secos foram dissolvidos em 200 ul. de benzeno, agitados
em ulira-som por 30 minutos e aplicados na camada. As
placas foram vispalizadas sob luz uliravioleta de compri-
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mento de onda 366nm. A quantificagiio da ocratoxina A
foi conseguida por comparacio visual com padrio.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia: As condi-
¢Ges utilizadas no cromatografo liguido de alta eficiéncia
foram as descritas por STUDER-ROHR er af*. A fase
movel foi metanol/icido acético 9% {65+35) ¢ a vazdo
de 1,0 mE/min. Os comprimentos de onda utilizados
foram: excitagiio = 330 nm e emissio = 470 nm. A quan-
tificacdo da ocratoxina A foi realizada por padronizagio
externa a partir de tnjegOes realizadas com o padrio. A
faixa de concentraclo foi de 0.2 a 2.5 ng para um volume
de injecio de 100 pl e 2 ng para 20 ul.. Todos os extratos
secos foram redissolvidos em 1 mi da fase movel e filira-
do através de filtro 0,45 um. Foi testada a repetibilidade
do detetor injetando-se 5 vezes ¢ padriio de 1 ug/ml. em
um volume de injegdo de 20 ul do njetor, nas condigdes
cromatograficas descritas acima.

Testes de recuperagio do padrio de ocratoxina A
adicionado em colunas de extracdo em fase solida: para
avaliar a recuperaglo da toxina nas colunas de extracio
em fase sdlida {sflica, octadecilsilil, cianopropi! e imu-
noafinidade) foram testados virios procedimentos des-
critos na literatura para condicionamento, transferéneia,
favagem ¢ elui¢fio da toxina, utilizando-se o padrio de
ocratoxina A. Cem ng de ocratoxina A foram transferidos
para a coluna com ajuda do eluente da primeira fracio.
Todas as fractes foram recolhidas separadamente ¢ eva-
poradas até a secura e redissolvidas em 200 ul. de ben-
zeno guando utilizando cromatografia em camada delga-
da ou em lmL de metanol/deido acético 9% (65+35)
quando utilizando cromatografia Hquida de alta eficién-
cia, Os sistemas de solventes empregados estiio descritos
nas Tabelas 1 a 6.

Tabela 1. Sistemas testados para elui¢lo da ocratoxina A em colunas de extraciio em [ase solida tipo octadecilsilil.

Condicionamento
da coluna

Aplicacio da
toxina
{(Fragio 1)

Fracdo 2

10 mlL. metanol
com 0,1%
dcido acético

10 ml. metanol
com 0,1% &cido
ACETICO

10 mL metanol e
10 mb dgua

10 mL metanol e

10 mlL. dgua 10 mE metanol 10 ml, metanol

15 ml 40%
acetona em agua

10 mL metancl ¢

10 mL dgua 4 ml. dgua

13 mL 40%
cetona em dgua

20 ml, metanol e
20 mL dgua ¢
2mL CTA 0,005M

o

8.5 mL metanol,
8.5 ml.dguae
2ml Brometo de
cetiltrimetilamonia
0,005M

15 ml. 40%
acetona em
dgua

10 mL. tampdo
fosfato pH=5,6
em 2,5mM CTA

Fracdo 3 Fracio 4 Referéncia

10 mL tolueno /
acetato de etila /
acido férmico
(GU+404+0,5)

10 mL tolueno /
acetato de etila /
dcido férmico
{(60440-+0,5)

15 mL 40%
acetonitrila
em agua

5mL dgua

15 mL 40%
acetoniftrila em
dgua

5 ml. dgua

15 mL 40%
acetoniteila em  TERADA et al @
dgua

3 mL dgua

Testes realizados com padriio de ocratoxina A (100 ng). Quantificacfo por cromatografia em camada delgada.

CTA — Brometo de cetilmetilamonia.
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Tabela 2. Sistemas testados para eluicdo de ocratoxina A em colunas de extragio em fase sélida tipo octadecilsilil

Condicionamento Aplicagio da
da coluna toxina Fragdo 2 Fracio 3 Fracio 4 Referéncia
Fracéo 1

10 ml. dgua 20 mL agua 20 mL metanol JW Scientific

com 0,1% Products ™
acido acético
— 5 ml metanol e 6 mL 4gua 3mb em
3 ml dgua gradiente 10% 3ml.

metanod até acetona
100% metanol

5 ml. hexano,
Smi. acetato etila 5 ml metanol 5 ml cloroférmio
e 5 ml. metanol

Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificacio por cromatografia Hguida de alta eficiéncia

Tabela 3. Sistemas testados para eluiclio da ocratoxina A em colunas de extracfio em fase sdlida tipo cianopropil.

Condicionamento da coluna Aplicagio da Toxina

{Fraciio 1) Fragio 2 Fracho 3
10 ml tolueno 20 ml. Tolueno 20 mL tolueno / 20 mL metanol
acetato de etila / com &,1%
4cido férmico dcido acético
{(53+4+1
10 mL cloroférmio 10 ml. cloroférmio 10 mL. metanol / 20 mi. tolueno/
cloroférmio {(1+19) acetato de etila /
Acido acético
{530+49+1)

Testes realizados com padriio de ocratoxina A (180 ng). Quantificacio por cromatografia lquida de alta eficiéncia.
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Tabela 4. Sistemas testados para eluicio da ocratoxina A em colunas de extragdo em fase sélida tipo sifica.

Condicionamento Aplicacdo da
da coluna toxina Fracko 2 Fragédo 3 Fracao 4 Referéncia
Fragao 1
10 mL 15 m cloroférmio/ VALENTA &
cloroférmio 4 mL cloroférmio 10 mL dcido férmico GOLLY,
cloroférmio (100+2) BREITHOLTZ
et alii ®.
10 mL 10 mi. cloroférmio 10 mL 20 mL 20 ml.
cloroférmio cloroférmio cloroférmio / cloroférmio /
acetona dcido férmice
9+ 1) (100+2)
{GmlL 15 ml. 1O m
cloroférmio 10 mL cloroférmio  cloroférmio/ cloroférmio/
dcido férmico agetona (9+1)
100+2)
1) mL hexano 10 ml, hexano 10 mL 10 mL 10 mL
hexano / metanol / tolueno / HAGGBLOM
cioroférmio cllorotérmio acido acético & GHOSH *,
{O+1) (3+97) (G+1)
10 mL 10 mL cloreférmio 10 ml. 10 mL 10 mL
cloroférmio clorotdrmio/ metanol / tolueno /
acetona cloroformio dcido férmico
(O+1) (3+97) {(100+2)

Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificagio em camada delgada,

Limpeza dos extratos: trés enfogues foram testa-
dos, tanto em separado quanto combinados para o café
verde e para o café torrado: clarificacfio, particdo e extra-
¢ao em fase solida com fases estaciondrias diversas (de
silica. de octadecilsilil e de imunoafinidade).

Clarificacao: foram testados individualmente os
seguintes clarificantes para amostras de café verde e tor-
rado, todos ji de wuso tradicional em determinacdes de
micotoxinas; sulfato de amdnio (30%), acetato de chum-
bo (20%), sulfate de cobre (10%), mistura de ferrociane-
to de potassic (0,25M) ¢ acetato de zinco (IM) e mistu-
ra de acetato de chumbo (20%) e sulfato de ambnio
(30%). Ap6s a clarificacdo procedeu-se a uma etapa de
particiio para cloroférmio. O procedimento empregado
estd apresentado na Figura 1. Os extratos obtidos foram
aplicados em cromatografia de camada delgada {caté
torrado) € em cromatografia liquida de alta eficiéncia

{café verde ¢ 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
proposte por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA® O
procedimento aplicado estd apresentado na Figura 2. Os
extratos obtides a partir desse procedimento foram injeta-
dos em cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Parti¢do: foi testado um desengorduramento com
ciclohexano antes da parti¢io para cloroférmio.

Extracio em fase sélida:

- Silica e Oectadecilsilil: foi testada a limpeza de
extratos em colunas para extracdo em fase solida com
tases estaciondrias de silica e de octadecilsilil. As colu-
nas foram avaliadas com extratos de café verde e torra-
do fortificados artificialmente com ocratoxina A ao nfvel
de 10 ng/g. (Tabelas 7 e §). As amostras artificialmente
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Tabela 5. Sistemas testados para eluiclo da ocratoxina A em celunas de extragfio em fase sélida tipo silica.

Condicionamento Aplicagiio da
da coluna toxina Fragio 2 Fragio 3 Fracio 4 Referéneia
{(Fracdo 1)

10 ml. tolueno / 20 mL toluseno /20 mi. tolueno/  10mL tolueno /

acetato de etila acetato de etila acetato de efila /  acetato de etila /
(6+4) (6+4) dcido acético acido acético
(50+49+1) {50447+
10 mL clorofdérmio 10mL 20 ml. 20 mL 20 mb metanol
cloroférmico cloroférmio cloroférmio / com
metanol (19+1) dcido férmico 0,1% scido
{(19+1) acético
10 mL cloroférmio 10 mL 20 ml. / metanol 20 mL telueno /
cloroférmio cloroférmio acetato de etila /
metanol (19+1) dcido formico
(S+d41)
10 ml. toineno / 10 mL tolueno /10 mb tolueno/ 10 mL tolueno / 10 ml. tolueno /
acetato de etila acetato de etila acetato de etila/  acetato de etila / acetato de etila /
{(8+2) (8+2) acido acético dcido acético dcide acético
{(50+49+1) (50+49+1) (50+49+1)

S— 30 mL tolueno 20 mL foluena /
acetato de etila /
acido férmico

(5+4+1)
7 mL metanol e 7 mi. 5 mi.
7 mL cloroférmio cloroférmio metanol
7 ml metanol e 245 mL 5 mi. 5 mL
7 mL cloroférmio cloroférmio metanol acetona
10 mL 10 mL 10 ml.
diclorometano diclorometano diclorometano / SCOTT etal
deido férmico
{98+2)

Testes realizados com padrio de ceratoxina A (100 ng). Quantificacio por cromatografia liguida de alta eficiéneia.

Tabela 6. Sistemas testados para eluigiio de ocratoxina A em colunas de extracdo em fase sélida tipo imunoafinidade

Transferéncia da Ocratoxina A Fragho 1 Fracio 2 Fracio 3
10 mb bicarbonaic de s6dio 19/ 1,5 mL metanoi /
tampdo fosfato, pH7.4 (1+1) 20 mi. agua dcido acético Rhéne-Diagnostics *

(98:2) ¢ 1.5 ml dgua

Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificagio por cromatografia Heuida de alta eficiéncia,
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10 g café + 100 mL 0,4%KC1 90 °C

25 g café + 270 ml. MeOH + 30 ml. 4%C1

ultrasom 15°
y

liqudificador
57 ¢ filtrar

Y

+ 150 mL MeOH + 10g celite

agitar ¢ filtrar

Y

1

+ 50 cmy’ celite

agitar e filtrar

X

150 mL aliguota + 150 m clarificante

150 mi. aligoota + 150 m clarificante

Y

agitar ¢ filtrar
/

150 mL aliquota + 150 mL. H O

150 mL aliquota + 150 mL. H.O

/

y

Desengorduramento com ciclohexano

Desengorduramento com ciclohexano

Y

;

Y

r Parti¢do para CHCI, Partic@o para CHCI,
evaporar '—————— evaporar
\ | Y
Extrato final [ I Extrato final

Figura | - Procedimento empregado para verificacio da eficiéncia da
limpeza de extratos de ¢afé verde e torrado com os chaificantes: sul-
fato de amdnio (30%), acetate de chumbo (204), suifato de cobre
{10%3, mistura de ferrocianeto de potdssio (0.25M) e acetato de zinco
(IM) e mistura de acetato de chumbo (209) e sulfato de amdnio
(30%),

Figura 2 - Procedimento empregado para verificacio da eficiéncia da
limpeza de extratos de café verde e torrade com os clarificantes: sul-
fato de aménic (30%) e suifato de cobre {109%).
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Tabela 7. Sistemas testados para eluicfo da ocratoxina A em colunas de extracfio em fase sélida tipo silica.

Condiciona- Transferéncia
mento da da toxina Fracflo 2 Fracéic 3 Fracio 4 Fracfio 5 Referéncia
coluna (Fracdo 13}
5 mlL tolueno 5 ml. toleeno 5 mib. tolueno/ 5 ml. dietileter/ SmlL 5 mb
acetona hexano cloreférmio / tolueno/ Patel et alii '*;
{35+5) {(75423) /metanol  dcido acético Howel&Taylor?

97+3) {(9+1)

Testes realizados com extratos de café torrado contaminados artificialmente com padrio de ocratoxina A (10 ng/g).

Quantificagdo por cromatografia Houida de alta eficiéncia

Tabela 8. Sistemas testados para eluiclio da ocratoxina A em colunas de extragio em fase sélida tipo octadecilsilil.

Transferéneia da Toxina
{Fracio 1)

Condicionamento
da coluna

Fragho 2 Fracao 3

10 mL dgua 10 ml. dgua

Transferir a ocratoxina A
da fase aquosa para
cloroférmio

20 ml. dgua

5 ml. hexano, 7 mlL metanol
5 ml acetato etila e

5 mL metanol

5 mi cloroférmio

Testes realizados com extratos de café torrado contaminadeos artificialmente com padrio de ocraroxina A (10 ng/g).

Quantificagio por cromatografia liquida de alta eficiéncia,

contaminadas foram extraidas conforme o procedimento
apresentado na Figura i, utilizande-se sulfato de cobre
como clarificante.

— Imunoafinidade: foram também avahadas colu-
nas de imuneafinidade de duas marcas comerciais. Os
testes foram realizados com amostras de café verde e tor-
rado contaminadas com padrio de ocratoxina A ao nivel
de 10 ng/g. A metodologia uiilizada foi a recomendada
pelo fabricante de uma das marcas das colunas e apre-
sentada na Figura 3. A metodologia preconizada pelo
ougro fabricante de colonas de imenoeafinidade foi consi-
derada ndo apropriada por desativar a coluna desnaturan-
do-a, impedinde a revtilizagdo. O extrato obtido foi inje-
tado em cromatografo liquido de alta eficiéneia, com
volume de injecdo de 100 ul., conforme descrito em
Material ¢ Métodos.

94

Testes de reutilizagio das colunas de mmunoafini-
dade: a reutilizacdo de duas marcas de colunas de imu-
noafinidade foi verificada. O teste foi realizado em tri-
plicata para a marca B e quadraplicata para a marca A,
A metodolegia aplicada estd apresentada na Figura 3.
Apds a eluicho da ocratoxina A, a coluna foi lavada
com 20 ml, de tampio PBS, pH 7.4 contendo azida de
soédio (0,5g/1) e colocada sob refrigeracio (3-8°C) em
geladeira comum por no minimo 48 horas . Foi utili-
zada uma amostra ndo contaminada de café verde, a
gual foi adicionado padrio de ocratoxina A dissolvido
em metanol/dcido acético até obter 10 ng/g. Cem pl. do
extrato obtido foram injetados em cromatégrato liquido
de alta eficiéncia conforme descrito em Material ¢
Métodos.
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10 g café + 200 mL 1% NaHCO,

Liquidificador 27 e
filtrar em Glass
¥ filter

20mL aliquota + 20 mL PBS pH7 .4

Y

Aplicar na coluna de imunoafinidade

2-3ml/min.
¥

Lavar a coluna com 20 mL. de dgua

SmL/min.

Y

Elluir a Ocratoxina A com 1.5m de
MeOH/CHC*OOH(98:2) e 1.5 mL de dgua

=g

0.5mb/min.
¥ Evaporar

Extrato final §

Figura 3. Procedimento empregado para a verificac3o da eficiéneia
da limpeza de extratos de vafé verde ¢ forrado em colunas de imunoa-
finidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sensibilidade e repetibilidade do detetor: a area
média obtida de 5 injecdes do padrae de ocratoxina A (1
ug/ml.} foi de 2142013794 ¢ o coeficiente de variacio
de 1,8%. A sensibilidade foi calculada como preconiza-
do pela IUPAC™, A sensibilidade obtida foi 24869 x (Y
mV. coy’. mg’.

Recuperacio do padrio de ocratoxina A adicionado
em colunas de extragdo em fase solida: para os sistemas
de solventes testados em colunas de fase sélida de octa-
decilsilil e cromatografia em camada delgada (Tabela 1),
a recuperagdo da ocratoxina A fol inferior a 30% e geral-
mente a elui¢io do padriio ocorren em mais de uma fra-
¢ao. No sistema gue utiliza dgua para condicionar a colu-
na, apresentado na Tabela 2, foi obtida wma recuperagio
de 95% da toxina na fracdo! (dgua). Quando a coluna foi
condicionada com hexano, acetato de etila e metanol a
recuperacio foi de 84% na fracdo 1 (metanol).

Os resultados dos testes de recuperagdo em colunas
de cianopropil com os sisternas de solventes apresenta-
dos na Tabela 3 foram ineficientes, nio ocorrendo recu-
peragao da toxina em nenhuma fragio.

Os sistemas de solventes para eluicio da ocratoxi-
na A em colunas de sihica (Tabela 4}, com detecgio em
cromatografia em camada delgada, também foram inefi-
cientes. As recuperagbes obtidas ficaram entre 30 ¢ 40%
¢ a toxina eluiu em mais de uma fracio.

A maior recuperacio obtida na elui¢iio da ocratoxi-
na A em colunas de silica com detecgdio em cromatogra-
fia Hguida de alta eficiéncia (Tabela 33, foi de 56% no
sistema que utilizou clorofdérmio para condicionar, cloro-
formio e metanol para lavar e toluenofacetato de
etilafdcido férmico {3+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/dcido fdérmico
(504+4941) para lavar a coluna, obteve uma recuperacio
de 53% na fragiio 1. Nos demais sistemas a recuperacio
foi abaixo de 30% ou nenhuma.

Para colunas de imunoafinidade, o procedimento
preconizado pelo fabricante das colunas A, mostrou-se
adequado para a recuperacdo do padriie de ocratoxina A.
G valor médio obiido de recuperacio foi de 87,5 x
14.8% e o desvio padro relative médio foi de 10%.

Limpeza dos extratos de café verde e torrado:

- Clarificaciio: Os extratos de café torrado, apds
clarificacho, apresentaram cor marrom escuro. Apds a
partigdo para clorofdnmio, uma emulsdo fol formada e
quebrada com banho em ultra-som e as fases cloroférmi-
cas apreseptaram-se turvas e de cor marrom. A camada
delgada, apds revelagio sob luz ultravioleta, mostrou
grande quantidade de co-cxtrativos sobre toda a regifio
de desenvoelvimento inclusive sobre a regifio da ocratoxi-
na A. O clarificante sulfato de cobre apresenton-se ligei-
ramenie mats eficaz que os demais, mas ainda sem pro-
piciar uma visualizacio adequada. Os mesmos extratos,
quando injetados em cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia, aprescntaram cromatogramas em que havia co-
extrativos fluorescentes, o que ocasicnou a elevacio da
iinha de base até o final da escala. Quando utifizamos a
mesma metedologia para café verde e submetemos os
extraios em cromatogralia liquida de alta eficiéncia,
houve um grande stimero de interferentes com o mesmo
tempo de retenclo da ocratoxina A, ndo seado possivel
quantificd-la.

— Particdo: O desengorduramento com ciclohexa-
no, aintes da particdo para cloroférmio, nfio apresentou
mudangas significativas na [impeza dos extratos, tanto
para café verde, quanto para café torrado.

— Limpeza em fase sélida: Os extratos de café
verde e torrado obtidos da extragdo que foram aplicados
e colunas de silica e octadecilsilil {Tabelas 7 ¢ 8) e sub-
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Ocratoxina A

/

ot

o,00-

3

Pigura 4. Perfil cromatogrifico de uma amostra de café verde conta-
minado artificialmente com ocratoxing A .

metidos a cromatografia Hguida de alta eficiéncia apresen-
taram limpeza ineficiente, com muitos interferentes apare-
cendo no mesmo tempo de retengiio da ocratoxina A.

Os extratos de café, tante verde como ¢ torrado,
obtidos apds limpeza em colunas de imunoaflinidade,
apresenfaram cromatogramas limpos (Figura 4), sem
interferentes no tempo de retenclio da ocratoxina A,
garantindo uma quantificacdo adequada. O valor médio
de recuperacho para 4 determinagtes de ocratoxina A em
arnostras de café verde artificialmente contaminados ao

nivel de 10 ng/g foi de 97,3 2,5% com coeficiente de
variaclo de 2,6%. Testes com café torrado mostraram
recuperactes da mesma ordem de grandeza que com
café verde. Testes com café torrado mostraram recupera-
¢Bes da mesma ordem de grandeza que com café verde.

Reutilizacdo das colunas de imunoafinidade com
extratos de café verde: A Tabela 9 mostra os resultados
obtidos para a recuperacfo da ocratoxina A adicionada a
café verde em colunas de imunoafinidade de duas mar-
cas comerciais guando reutilizadas sucessivamente. A
marca A apresentou recuperagdes aceitdveis quando uti-
lizada até por 4 vezes. A marca B apresentou recupera-
¢d0 mais baixa (73%) que a marca A (97%) j4 na prime:-
ra utilizacéio, e recuperacio muitc baixa na segunda uti-
lizagio, ndo podendo ser empregada mais de uma vez.

Embora o valor de compra das colunas de imunoa-
finidade scja alto, o estudo de reutilizacido das mesmas
demonstrou que as colunas de uma das marcas testadas
podem ser empregadas diversas vezes, o que reduziria o
custo das andlises. Uma outra vantagem, gue nio deve
ser desprezada, estd na pequena quantidade de solventes
orginicos utilizados no procedimento, ndo expondo
assiim o analista a vapores tOxicos.

O limite de deteccdo em amostras de cafés verdes e
torrados, apés limpeza em coluna de imunoafinidade
quantificagio em cromatogratia liquida de alta eficiéncia
com fluorescéncia, foi determinado come preconizado
pela ACS!. Nas condicOes empregadas e id descritas para
cromatografia lquida, o limite de detecgdo foi de (0,7
ng/g. Este Hmite de deteccdo estd na mesma ordem de
grandeza do relatado por autores que usam colunas de
imunoafinidade para limpeza dos extratos e cromatogra-
fia lquida de alta eficiéncia com fluorescéncia para quan-
tificacfo da toxina '“"¥*%, Pequenas variagBes nos Hmi-
tes de detecgio relatados nos diversos trabalhos podem
ser atribuidos & diferentes niveis de sensibilidade dos
detetores de fluorescéncia utilizados por cada laboraério.

Tabela 9, Teste de reutilizagio de colunas de imuncafinidade especificas para ocratoxina A de marcas diferentes.

Coluna Recuperagiio (%) + desvio padrio

17 utilizagdo 2% utilizagio 3" wtilizacio 4" utilizagio
Marca A 97.322.5 86,3+12.3 73,8%19.9 74,3+32.3
Marca B 73x1.7 29,6:+4.7 — —_

Recuperagfio em amostras de café verde artificialmente contaminadas com ccratoxina A ae nivel de 10 ng/g. Resultados indi-
cam média e desvio padifo de 4 repetigdes por experimento no case da marca A ¢ 3 repetices por experimento no caso da marca

B.
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CONCLUSOES

As técnicas de bancada que utilizam clarificantes e
particio para a Hmpeza em amostras de alimentos ndo
produziram resultados satisfatorios com relagio a amos-
tras de café verde ou forrado. Da mesma maneira, as
colunas de extracdo em fase sélida de silica, cianopropil
¢ octadecilsibil ndo apresentaram Hmpeza ou recuperagio

adequadas para as amostras estudadas. Jd as colunas de
imunoafinidade mostraram-se eficientes quanto a limpe-
za e 4 recuperacdo, tanto quando s6 o padrio foi adicio-
nado como com amostras artificialmente contaminadas.
A diferenca exibida pelas colunas de marcas diferentes
na recuperacdo da ocratoxina A (97% e 73%) ji durante
o primeiro uso, indicam a necessidade de testar as colu-
nas durante sua utilizacdo

§ RIALA 06/370

FURLANIL RPZ.; SOARES, LLM.V.; OLIVEIRA, PL.C. — Evaluation of methods for ochratoxin A
defermination in green and roasted coffees. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 38(2) 87-98, 1999,

ABSTRACT: Different extraction solvenis and cleanup techniques for mycotoxins determination
were evaluated for green and roasted coffee. Classical techniques such as partition and clarification as
well as solid phase extraction (silica, octadecylsilyl, cianopropyl and immuncaffinity columns) were
tested. Only immunocaffinity columns were capable to effectively remove interferents from coffee
extracts alfowing ochratoxin A to be determined by HPLC and flucrescence 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 709 on the fourth use. Average
recovery for a second brand was 73% on the first use and below 30% on the second use.

KEY WORDS:; Ochratoxin A, coffee, mycotoxins.
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RESUMO: Um método imunoenzimatico (ELISA) e a cromatografia em camada delgada (CCD)
com comparacdo visual, foram comparados na determinagio de aflatoxinas em amosiras de amendoim
cru naturaimente contaminado. Para niveis de aflatoxing total até 30 ug/Kg ndo houve diferenga signi-
ficativa (p < 0,001} entre os resuliados obtidos pelos dois métodos. Para valores de aflatoxinas total
superiores a 30 ug/Kg, a téonica de ELISA fol estatisticamente equivalente i cromatografia em camada
delgada (p < 0,001) somente quando as amostras foram diluidas para obter niveis de aflatoxina total até
o méximo de 50 ug/Kg. Nio foram observados falsos positivos ou negativos por ELISA quando com-

parado com cromatogratia em camada deigada.

DESCRITORES: amendoim; aflatoxinas; cromatografia em camada delgada; ELISA.

INTRODUCAQ

Aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundi-
rio de Aspergilius flavus ¢ Aspergillus parasiticus, que
contatinam as cultwras no campo, os graos durante o
armazenamento ¢ também os produtos alimenticios des-
tinados ao consumo humano, apresentando atividade
carcinogénica, teratogénica ¢ mutagénica.™

No Brasil, tdm-se estudado a presenca de aflatoxi-
nas em varios alimentos de consumo humano, como
amendoim, arroz, feijdo, trigo, milho, mandioca, sendo
que a maior contaminagio com aflatoxinas ocoire em
amendoim e milho.m"**=%

Para um centrole e monitoramento eficientes, as
indastrias ¢ os laboratdrios oficiais dos Ministérios da
Sadde e Agricultura devem dispor de métodos analiticos
de boa sensibilidade, especificidade, rapidez e facilidade
de uso, além de boa exatiddo ¢ precisao.™

A quantificagio de aflatoxinas pode ser realizada
por uma grande variedade de técnicas, sendo a2 cromato-
grafin em camada delgada (CCD) ¢ a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLLAE) as mais utilizadas. A
mais significativa vantagem da CCD € que € relativa-
mente barata, fornecendo adequada resolugdo para um
nimero considerdvel de amostras. A principal desvanta-
gem € a falta de potencial para a automacio ¢ a natureza
subjetiva da etapa de quantificaciio (para agueles labora-
torios que ndo possuem densitOmetro). A metodologia
para CLAE apresenta alta sensibilidade e um grande
potencial para automacdo. Entretanto, requer equipa-
mentos caros € pessoal altamente especializado para
operagiio, B2

Dificuldades associadas com CCD e CLAE na ang-
lise de micotoxinas €m levado ao desenvolvimento de
métodos imunoldgicos rapidos, como o teste cnzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). As vantagens

* Fandacgio Ezequiel Dias — Divisdo de Bromatologia e Toxicologia — Nucleo de Micologia e Micotoxinas ~ Rua Conde Pereira Carneiro,
80 - Gameleira — Belo Horizonte / MG - 30510-010. Fone: (G31) 3719462 Fax: (031} 3719463~ E-mail: tommicol @ fused mg.gov.br
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oferecidas envolvem redugdo do tempo de andlise, pro-
cedimentos simples de extracgo e capacidade de proces-
sar um grande nimero de amostras em um tempo redu-
zido MO teste ELISA detecta e amplifica a reac@o
antfgeno-aniicorpo pela ligag&o covalente entre enzima-
anticorpo ou enzima-analito, cuja presenca é posterior-
mente determinada pela adigio de enzima no substrato.
A gquantidade de substrato converiido a um dado tempo €
indicativo da concentragio original do composto a ser
analisado.**® No Brasil, apesar de alguns laboratdrios de
andlise de micotoxinas. executarem a técnica de ELISA
em seus procedimentos de rotina, seja como método de
triagem ou de quantificaciio, existe uma deficiéncia de
estudos  comparativos com métodos oficiais ou com
aqueles Ja radicionalmente utilizados e recomendados.

O objetivo deste trabalho fol comparar téenicas de
quantificacio de aflatoxinas em amendoim em grio
naturalmente contaminado: a cromatografia em camada
delgada com guantificagdo visual, a mais utilizada no
Brasil”e a técnica de ELISA.

MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Substrato

As amostras de amendeim em grio (1Kg) foram
previamente mofdas, homogeneizadas ¢ passadas em
tamiz 20 mesh. Posteriormente, fez-se ¢ quarteamento
até aproximadamente 300 g e acondicionadas em frascos
pldsticos ¢ guardadas em freezer até o momento da and-
lise (- 15°C).

2.1.2 Kit de ELISA

Fot utilizado o Kit Veratox para determinagio quan-
titativa de aflatoxinas total (B, + B, +G + G) da Neogen
Corporation. Hsse material foi armazenado a uma tempe-
ratura de 2-8°C, conforme instrucio do fabricante, e utili-
zado dentro do tempo de validade (06 meses).

2.2 METODOS

2.2.1 Determinacdo de aflatoxinas por

Cromatogratia em Camada Delgada (CCD)

A técnica utilizada fol basicamente a descrita por
VALENTE SOARES & RODRIGUES AMAYA® utili-
zada por um grande niimero de laboratdrios no Brasil, e
recomendado pelo Programa Nacional de Micotoxinas,
A extragiio 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 mbL de KC1 a 4%. Apds a mistara por 3
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minutos em velocidade alta, liltrou-se em papel
Whatman n® 4. Para purificacio, adicicnou-se 150 mL de
sulfate de cobre a 10% e 50 ml. de celite & 150 mL deste
filtrado. Apds homogeneizar, a mistura foi filtrada em
papel de filtro Whatman n° 4. Esse segundo filtrado fol
submetido a uma particae liquido-liquido, empregando-
se aliquota de 150 mL do filirado, 150 mL de dgua des-
tilada ¢ 10 mL de cloroférmio (duas extractes). A partir
dos extratos cloroférmicos reunidos, transferiu-se 6 mL
para wm frasco dmbar, Seguin-se a4 evaporagdo em
atmosfera de nitrogénio até secura. Para a identificacfio ¢
gquantificagice das aflatoxinas, o residuo foi diluido em
benzeno:acetenitrila (98:2), agitado por I minuto em
ultrasom e aplicado em cromatoplaca de silicagel G-60,
de 250 mm de espessura e sem indicador fluorescente. O
desenvolvimento da cromatografia foi feito em tolueno :
acetato de etila © cloroférmio  dcido férmico 90%
(70:50:50:20) segundo GIMENO®™. Apds a corrida, a
placa foi seca a 105°C por 10 minutos ¢ examinada sob
luz ultravicleta & 360 nm. A quantificagio foi feita apds
comparacdo da intensidade das fluorescéncias das ali-
quotas da amostra, com a intensidade das fluorescéncias
dos padrGes de concentraciio conhecida. Os teores das
aflatoxinas B, , B, .G, e G, foram somados, obtendo-se
vatores de aflatoxina total.

2.2.2 Determinagdo de aflatoxing por ELISA

A técnica utilizada fol um ensaio competitivo dire-
to de ELISA que apresenta uma menor variabifidade na
andlise'’. Aextracio 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 lguidificador
com 250 mL de metanol a 70%, em dgua deionizada.
Apds a mistura por 2 minutos em alta rotacio, foram fit-
tradas em papel de filtro Whatman n® 1, recolhendo-se
pelo menos 150 mlL do filtrado,

Para aquelas ameostras, cujos niveis de aflatoxmas,
determinados pela técnica de cromatografia em camada
delgada (item 2.1.1), foram superiores a 50 ug/Kg, que ¢ o
valor méximo da curva padrdo de aflatoxina utilizado pelo
kit de FELISA da Neogen, foram feitas diluicGes dos filtra-
dos com Metanol 70%, a fim de se obter niveis de aflatoxi-
na dentro da curva padrio (até 50 pg/Ke)”. Desta forma
foram obtidos para essas amostras dois resultados de aftato-
xina por ELISA: um sem e outro com dilui¢iio do extrato.

Para amostras com valores de aflatoxinas inferiores
a 50 ng/Kg, foram seguidos diretamente as instrugdes do
fabricante a partir do filtrado, obtendo-se portanto um
tinico resuliado pela técnica de E1LISA.

2.2.3 Andlise estatistica
Os valores de aflatoxinas obtidos pelas técnicas
descritas, por apresentarem uma proporcionalidade entre
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as médias e seus respectivos desvios padroes nos niveis
acima de 50 ug/Kg e violagio dos limites naturais entre
as médias e desvios nos valores abaixo de 50 ng/Kg,
sofreram uma (ransformacfo logarftmica para serem
submetidos 2 andlise de variancia, sendo as médias com-
paradas pelo Teste t de Student a um nivel de significin-
cia de (0,19,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de aflatoxina total (B + B, +G + G,)
das amostras de amendoim com valores inferiores a 50
ug/Keg estio apresentados na Tabela |. Em 27 amostras,
8§ mostraram-se negativas, tanto pelo método ELISA
como pelo método CCD. Observa-se que ndo foram
registrados falsos negativos ¢ falsos positivos quando se
compara as téenicas de CCD ¢ ELISA.

Na Tabela 2 sdo mostradas as médias totais e os
respectivos desvios padrdes das duas metodologias
empregadas, sendo que por ELISA a média geral foi
menor quando comparada 4 CCD. Resultados idénticos
foram obtidos por CHU ez aF. Verificou-se também que
ndo houve diferenca significativa ( p < 0,001 ) entre os
niveis de aflatoxina ioial obtidos por ELISA e CCD,
apos andlise de varifincia efetuada com os dados trans-
formados (item 2.2.3). AZER & COOPER’ compararam
os resultados de aflatoxinas totais ebtidos em amendoim
¢ pasta de amendoim por ELISA e CLAE. Foi observa-
do um coeficiente de correlagio de 0,963 entre as duas
técnicas, e o Test t de Smdent mostrou que nido havia
diferenca significativa entre 0s resultados dos dois siste-
mas (p < 0,001}, Entretanto, falsos negativos foram
observados na faixa de 2-4 pg/Kg. CHU er ol observa-
ram também uma exceiente correlagio (0,91) entre
niveis de aflatoxina B quando foi quantificada em
diversos produtos dUﬂCO]ciS {milho, amendoim) por
ELISA e CCD.

No Brasil, a presenca de aflatoxinas em alimentos
& regulada pela Resolucio No. 34/76 do Ministério da
Satide”, que estabelece 30 ug/kg para a soma das aflato-
xinas B, e G, , ¢ pela Portaria No. 183 do Ministério da
Agmui{um do Abastecimento ¢ da Reforma Agrdria’,
que estabelece o Hmite mdximo de 20 pg/kg, para a
somatdria das aflatoxinas B , G, B, e GG, acompanhando
o estabelectdo pelos pafses do MERC OSULY, Se seguir-
mos a legislagio do Ministério da Agricultura ¢ MER-
COSUL teriamos uma correspondéncia de 92,6% entre
os resultados apresentados por ELISA e CCD. Somente
as amostras 6 ¢ 7 da Tabela 1 estariam fora dos padrdes
legais se a metodologia utilizada fosse CCD. Pela téeni-
ca de ELISA essas amostras estariam aprovadas (menor
que 20 pgkg).

Tabela 1. Niveis de aflatoxina total (B, + B, + G, + ()
em amendoim em grio quantificados por cromatografia
em camada delgada e enzyme linked imumunosorbent
assay (CCD ¢ ELISA).

AFLATOXINA TOTAL (ng/Kg)*

AMOSTRA CCD ELISA
1 14 19,5
2 2 6,5
3 2 3,3
4 5,5 4,7
5 5,5 6,3
6 30.5 11,5
7 24 10,5
8 39,5 53,5
9 4.5 3
10 8 2,6
11 1,6 3
12 9,5 6
13 8.5 55
14 1.6 4,7
15 8 6,6
16 5 5]
17 3 6
18 25 2
19 50 49,6

* Média de duplicata

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

+ G ) em amendoim em grio quantificados por croma-

tografia em camada delgada ¢ enzyme linked imumumo-
sorbent assay (CCD e ELISA).

AFLATOXINA TOTAL  (pg/Kg)*
Método Média Total Desvio padrio Total
CCD 8,64 a 13,9
ELISA 7,77 a 13.4

* Médias seguidas da mesma letra na vertical nfio diferem entre
si pelo Teste  Student ao nivel de 0,1% de probabilidade.
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Os resultados de aflatoxina total (B, + B, +G, + G))
e as médias e desvios totais das amostras de amendoim
com valores superiores a 50 nug/Kg estio apreseniados
nas Tabelas 3 ¢ 4. Observando-se os valores médios de
aflatoxina total entre os diversos tratamentos verifica-se
que nfio ha diferenca significativa ao nivel de 0,1%,
entre as técnicas de CCD e ELISA com diluicgo.
Entretanto, valores de aflatoxina obtidos por essas téeni-
cas diferem significativamente com o0s niveis defermina-
dos por ELISA sem diluicfio (p < 4,001). O fato da faixa
de concentragdo da curva padrio da técnica de ELISA
ser efetivamente de 5 a 50 ng/Kg, quantificacdes fora
deste mtervalo possivelmente comprometem a exatidio
das respostas obtidas. Esses resaitados sugerem que em
amostras com niveis elevados de contaminagdo, hd ama
maior competiciio entre o analito livre ¢ 0 analito ligado
a enzima com o anticorpo sensibilizado na cavidade de
ELISA. podendo resultar em indicagdes de niveis falsa-
mente menores de aflatoxina. Resultados idénticos
foram obtidos por OLIVEIRAY quando aflatoxinas
foram quantificadas em milho por ELISA e CCD.

Tabela 3. Niveis de aflatoxina total ( B, + B_ + G +G,)
eql amendoim em grio qudntlﬁcadoe. por cmmatowxaila
em camada deigada e enzyme linked immunosorbent
assay (CCD ¢ ELISA com ¢ sem dituiciio).

AFLATOXINA TOTAL { giKg)®
Amostra __CCD___ ELISA c/dil.__ ELISA s/dil.

20 440 512 *283
21 161 93 27
22 727 4365 170,5
23 602,5 777, 272
24 53 45 10,5
25 573.5 2445 157
26 8215 810 352
27 192, 85 52
28 152 75 4
29 4585 5725 281
30 119,5 92 31
31 613,5 800 229,5
32 1000,5 1135 268,5
33 1938 1010 510
34 11455 1546 374
35 260 2225 123
36 653 795 2945
a7 2325 3375 173,5
38 89 96,5 28,5
39 65 95,5 61,5
40 834 587,5 485
41 229 3225 232
42 2755 279 283,5
43 118 77 73,5
44 2587 1485 807

* Média de duplicats
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Tabela 4. Média geral de aflatoxina total { B + B, + G,
+ G, ) em amendoim em grio quantificados por croma-
tografia em camada delgada e enzyme linked immuno-
sorbent assay (CCD e ELISA).

AFLATOXINA TOTAL (ng/Kg)*

Método Média Total ~ Desvio padrfio total
CCb 573.7a 602.5
BLISA c/dil. 442,54 442.5
ELISA S/dil. 223.4b 188.8

* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre
si pelo Teste 1 Student a0 nivel de 0,1% de probabilidade.

Os coeficientes de variagio {(CV) dos ensaios
foram 28% e 7,9% para valores de aflatoxina total infe-
rior e superior a 30 ug/Kg, respectivamente. Os valores
de CV encontrados esidio proximos aos observados nos
ensaios congéneres. ™13

CONCLUSAO

Os resnltados obtidos sugerem a utilizagdo do tesie
de ELISA para quantificacfio de aflatoxinas em amostras
de amendoim com niveis inferiores a 50 ug/Kg . Para
valores superiores a 30 ug/Kg , os extratos devem ser
diluidos para a quantificaciio ou ELISA pode ser utiliza-
do apenas como método de triagem. Entretanto, novos
estudos devem ser executados com outros Xits comer-
ciats e testes de recuperagio devem ser realizados com
padrdes em qualquer kit a ser gtilizado, como uma roti-
na de confrole de qualidade.
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Comparision between BLISA and thin layer chromatography in the

quantification of aflatoxios in peanut. Rev. Inst. Adolfo Lutz 58(2): 99-104, 1999

ABSTRACT: A method of enzyme linked immunosorbent assay (EL1SA) and a thin layer chroma-
tography were compared fo determine the aflatoxins in naturaily contaminated peanut samples. For val-
ues of total aflatoxin concentration until 30 ng/Kg , a significant difference was not observed at the level
of p < 0.001 , when compared o the results obtained by the two methods. For values of total aflatoxin
conceniration higher than 50 ng/Kg | the ELISA method was only statiscally equivalent to thin layer
chromatography { p < 0,601 ) when the samples were diluted at maximum level of 50 ug/Kg. No false
positives and negatives were obtained by ELISA when it was compared with thin layer chromatography.

KEY WORDS; peanut; aflatoxing; thin layer chromatography; ELISA.
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RESUMO: Foi realizado um levantamento de ocorréncia de aflatoxinas B, By G;’ G;, ocratoxing
A g zearalenona em produtos alimenticios comercializados nas cidades de Rio Grande e Pelotas. RS, As
amostras, produtos de arroz (47), mitho (39) e trigo (793, foram coletadas em supermercados nos anos
de 1996 ¢ 1997. Foi empregade o multimetodo de camada delgada descrito por Soares (1987). A per-
formance deste para cada tipo de produto estudado toi avaliada e os indicadores foram semelhantes aos
da literatura para este tipo de método. Os resultados mostraran que 6,7% das amostras estavam conta-
minadas por micotoxinas, Os produtos de mitho foram os que apresentaram niveis de aflatoxina B, (32
ug.Kg') acima dos limites penmitidos pela legislacio brasileira. Ocratoxina A fot encontrada em amos-
tras de arroz (48 ¢ 19 pg.Kg') e trige (18 e 26 pg. Kg')l. Zearalenona esteve presente em amostras de

milhe (163 pg.Kg' ) e farinhas de trigo (165 ¢ 97 ug.Kgh).

DESCRITORES: affatoxinas,ocratoxina A e zearalenona, arroz, trigo e milko

INTRODUCAQO

A motivaclo para as pesquisas em micotoxicolo-
gia, no Sul do Brasil como em outras regides do mundo,
decorrern do fato de que contaminacio fangica e a pro-
ducio de substincias téxicas (micotoxinas) sfo, direta
ou indiretamente, responsdveis por grandes prejuizos na
agropecudria regional, Diretamente por alterarem a qua-
lidade dos grios, do ponto de vista agrondmico e tecno-
l6gico. e indiretamente, por provocarem a diminuicio do

* P Cigncia de Alimentos
** Mestre ens Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial

#+% Bolsista de [niciagio Cientifica CNPg - Realizade no LABORATORIO DE MICOTOXINAS -

crescimento, da capacidade reprodutiva e até a morte de
animais que consomen os grios contaminados, o

A liferatura menciona gue para 0 humanos o
maior problema decorre da ac¢iio crénica das toxinas fun-
gicas, pois além da alteragfo do crescimento em jovens
e criangas, ocasionam distirbios neurologicos, imunolé-
gicos e aparecimento de cincer em alguns casos. ™"

Muitos levantamentos sobre a ocorréncia de mico-
toxinas vem sendo realizados no pafs, mas ainda hd
necessidade de informacgtes sobre produtos parcialmen-
te processados e muito empregados em preparos indis-
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triais e domésticos, tais como farinhas de trigo, deriva-
dos arroz ¢ de milho. Isto porgue a contaminaciio desies
¢ aleatéria e dependente de uma série de fatores bidticos
e abidticos, nem sempre previsiveis, =47

A informagio sobre a qualidade dos alimentos con-
sumidos pela populaciio poderia vir a colaborar com a
acdo preventiva, que vem sende desencadeada pelo
Ministério da Agricultura e do Abagtecimento, no senti-
do de oferecer alimentos seguros 2 populacdo. Esta tam-
bém poderia indicar a necessidade de possiveis corre-
¢fes no sistema de producio dos estabelecimentos rurais
e industriais de transformagio dog alimentos.

Dentre as dificuldades existentes para que estejam
disponiveis dados sobre a situagdo dos produtos comer-
cializados pode-se destacar a metoedologia analitica, os
jaboratérios com pessoal treinado e o custo das determi-
nacles € a amostragem™.

Agsim, pensando em ofimizar 0s recursos financei-
ros disponiveis e visando contribuir para a tomada de
medidas efetivas, no sentide de prevenir danos & saude
piblica, o objetivo deste trabatho fol realizar sistemati-
camente levantamento de ocorréncia de aflatoxinas B |
B,.G,G, ocratoxina A ¢ zearalenona em derivados de
trigo, arroz e milho, destinados ao consumo humano,
comercializados na regido sul do Rio Grande do Sul, nos
anos de 1996 ¢ 1997.

MATERIAL E METODOS
1. Amostragem

A coleta de amostras realizou-se no anc de 1996 ¢
1997 nas lojas de trés grandes redes de supermercados
existentes nas cidades de Rio Grande e Pelotas, regifio
sul do Rio Grande do Sul. Antes do inicio da coleta
foram identificadas as trés marcas mais consumidas de
arroz hranco, parboilizado e integral; de mitho para pipe-
ca, para canjica, fubd e farinhas de trigo especial, inte-
gral ¢ farelo de trigo. Os farclos de arroz, por néo esta-
rem disponiveis no coméreio, foram tomados em dife-
rentes engenhos da regido.

Em cada estabelecimento foram coletados um
nimero de pacotes de um quilograma de cada produto de
cada marca que representassem aproximadamente (0.3%
do total disponivel nas prateleiras do estabelechnenio no
momento da coleta.

Apds cada amostragem os produtos de mesmo tipo
¢ marca, provenicnies de diferentes pontlos de coleta,
foram misturados para formar um lote, que posterior-
mente era quarteado para a tomada da amostra analitica.

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

2. Avaliagiio da eficiéncia do método analitico

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

Foram testadas a recuperagio em frés niveis, a
repetibilidade e o limite de detecco para aflatoxina B
{10,20,50 peg.Kg"), ocratoxina A (15, 25,50 ugKg' 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 € do milho foram utilizades respectivamente o
arroz branco, a farinha de trigo especial ¢ o fubd.

3. Triagem e guantificacdo

Foram utilizadas placas prontas de silica gel G 60
com 0,25 mm de espessura (Wathman) como fase esta-
ciondria. Para eloicio das toxinas fo1 empregado o siste-
ma solvente tolueno : acetato de etila : dcido férmico

(5 3 :0,5) para triagem ¢ para a quantificacio o
mesmo com o dcido férmico na proporcdo de 1. A visua-
lizagio da presenca de toxinas padefio ¢ nos exiratos de
amostras foi sob luz ultravicleta de ondas longas e curtas.

Para confirmacio foram empregadas co-cromato-
grafia e derivacio quimica®™.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Amostragem

Em vista da disponibilidade de recursos financeiros
a amostragem enfatizou agueles produtos que sfio consu-
midos em maior quantidade ¢ frequéncia, semipre com o
cuidado de garantir a representatividade das amostras.
Os farelos de trigo e arroz, pouco consumidos em ali-
mentagdo hunanas, foram anakisados pelo risco de con-
taminagio direfa e indireta que oferecem.

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

A eficiéneia do multimétodo de Soares™, que vem
sendo largamente empregado pelos laboratérios nacio-
nais por sua sensibilidade, preciso, exatidio, simplicida-
de e custo acessfvel; foi avaliada, pois para cada tipo de
produto a presenca de interferentes ¢ de falsos positivos
em fungdo de sua matriz. Os reagentes ¢ 0s procedimen-
tos do analista também influenciam os resultados e preci-
sam estar considerados quando se pretende implantar
uma rotina de avaliaciio de ocorréncia de micotoxinas.

Na Tabela 1 estdo os resultados médios de trés
repeticbes do estudo da recuperagio; os coeficientes de
variagio ¢ os limites de deteccio para aflatoxina B,
ocratoxina A e zearalenona em arroz branco, farinha de
trigo especial e fubd que ndo se apresentaram contamina-
dos durante a triagem. '

A micotoxina de mais altos limites de detecco foi
a zearalenona, em termos de repetibilidade a aflatoxina
B foi a de menor variabilidade, como vem sendo refata-
do por outros autores que tem utilizado esta metodologia
no pats. ="M

Tabela 1. Recuperacio , coeficiente de variagio e limite de detec¢fio de afiatoxina B . ocratoxina A e zearalenona

kol

em diferentes produtos

Arroz branco

Farinha de trigo Fuba

Recuperacio (%) Média 3 niveis (CV)

Aflatoxina B, 84 (5,1%)
Ocratoxina A 78 (6.3%)
Zearalenona 75 (6,4%)
Coef. Variacio(%)

Aflatoxina B, 18
Ocraioxina A 19
Zearalenona 20
Lim.Deteccho pgKg!

Aflatoxina B, 2.5
Ocratoxina A 6,0
Zearalenona 45

Média 3 nivels (CV)
91.5 (4,3%)

82,7 (5.6%)

88 (4.3%)

Média 3 niveis (CV)
83 (5.8%)
77 (3.8%)
85 (6,0%)

12 17
16 23
21 18
1,9 4,0
6.0 8.5
40 32

CV: coeficiente de variagho entre 03 niveis de contaminago
*média de trés repeti¢des

O método apresentou melhor eficiéncia quando
aplicado u farinhas de trige. No caso do arroz os resulta-
dos dos indicadores de eficidéncia do método foram atri-
buidos a maior dificuldade em se uniformizar a granule-
metria da amostra. Na clapa de iriagem, o fubd apresen-
tava muitos inierferentes que difteultaram a determina-
¢do das micotoxinas. No aspecto geral todos os indicado-
res de eficiéncia testados ndo diferivam dos mencionados
ern literatura.

Resultados
O arroz e seus derivados estdo entre produtos agro-

pecuérios de maior volume de produgio ¢ comercializa-
¢do na regido sul do Rie Grande do Sul. Os grios de

arroz sBo beneficiados para obtenciio de arroz integral,
branco e parboilizado. O farelo resultante destes proces-
sos é utilizado para extragio de ¢leo. Pode-se estimar a
partir da diversidade de produtos e dos hibitos de consu-
mo a grande exposi¢io da populacio a substincias téxi-
cas, no caso destes produtos estarem contaminados.

A agroindustria, que processa grios de trigo, estd
também, entre as que mais fornecem produtos destina-
dos a0 consumo humano. Diariamente sdo consumidos
diversos produtos preparados em ambiente doméstico ou
comercial com farinhas comum, especial e integral. Os
tratamentos efetuados nos grios, para dar origem a estes
insumos, removem parcialmente a contaminagio porém
manuseios posteriores ao heneficiamento, tais como
embalagem, armazenamento e comercializagio podem
propiciar a recontaminagfo.
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O milho, denire os cereats estudados, € consumido
na forma de grio principalmente na alimentacio animal.
Beneficiado € consumido na forma de farinhas de virias
granulometrias. Milho para pipoca e canjica sfo princi-
palmente consunndes na alimentacdo infantil, sem mui-

tos tratamentos que propiciem grande diminuiciio nos
niveis de micotoxinas, quando presentes no grio.

Na Tabela 2 aparscem os resultados da triagem e
quantificagiio das micotoxinas aflatoxina B, B, G,,G.,.
ocratoxina A e zearalenona.

Tabela 2. Amostras suspeitas e contaminadas dos produtos estudados

Tipo de Produto Micotoxina Amostras Niveis Detectados
Suspeita Confirmadas g Kg
Farelo de arroz Aflatoxinas {4) I 48
Ocratoxina A (2} i 33
Arroz Integral Aflatoxina B, (3) nd —
Ocratoxina A (2)
Arroz Parboilizado AflatoxinaB (2) nd
Ocratoxina A (2) 19
Arroz Branco Zearalenona (2)
Ocratoxina A (2) nd o
Total 19 3
Farelo de rigo Ocratoxina A {4) 1 18
Zearalenona €3) 1 103
Farinha mntezgral Affatoxina B, (3) nd —
Zearalenona (1) 1 97
Farinha especial Zeralenona (2) nd —
Ocratoxina A (2) 1 26
Total i5 4
Milho pipoca AflatoxinaB, (3) l 32
AflatoxinaG (3) nd
OcratoxinaA(2) nd
Fuba AflatoxinaB (3) i 30
AflaioxinaB (1}
Canjica Aflatoxinas (3) 1B 163
Zearalenona{2)
Total 17 4

- 1cl; o detectado
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A tabela acima mostra farelos de arvoz e de trigo
contaminados. Os farelo s@o constituidos principalmente
pelas por¢es mais externas dos grios, a mais exposta a
contaminacdo fiingica, além disso por se tratar de um
subpreduto os cuidados no sea manuselo ndo scguem
condi¢bes rigidas de higiene '

A contaminacio do arroz pasboilizado poderia ser
justificada pelo fato gue este foi submetido a um proces-
5o de encharcamento prévio ao descascamento que pode-
ria propiciar a migracio de micotoxinas de porgSes mais
externas para o interior do griie *.

Em derivados de grios de milho a micotoxina mais
frequentemente detectada foi a aflatoxina B, inclusive
em niveis superiores aos permitidos pela Resolucio
34/76, do Ministério da Salde® e Portaria 183 do
Ministério da Agricuitura’, o que vem sendo frequente-
mente refatado na literatura >

E interessante observar que o nimero de produtos
falsos positivos foi alto (30, 9%) no conjunto de amos-
tras analisadas, porém considerando cada tipo de produ-
to estudado o milhe se destacou com 28,2% de amostras
suspeitas de contaminacio. Os derivados de trigo foram
0s que apresentaram o menor nlimero de falsos positivos,

© que ja era esperado pelos resultados dos testes de ava-
liagdo da metodologia.

Os produtos analisades neste trabatho ndo sdo
muito frequentes nos levantamentos de outros paises,
pois trata-se de uma amostragem regional, porém os
niveis e a frequéncia da ocorréncia pedem ser considera-
dos baixos"”. Cabe salientar que na maioria dos relatos
sdo analisados produtos pouco processados, diferente
deste caso em que foram coletados alimentos prontos
para preparo doméstico ou industrial.

Em qualquer caso & presenca de micotoxinas em
produtos destinados ao consumo humano coloca em
risco a seguranca da satide da populagio e deveriam ser
tomadas providéncias no sentido de minimizar ou alertar
scbre o problema. sempre salientando o aspecto cronico
do efeito da contaminacio.

Os resultados demonsiram também a necessidade
de um controle mais rigido da qualidade dos produtos
alimenticios, no sentido da contaminaciio por micotoxi-
nas e suas transformactes ao longo de toda a cadeia pro-
dutiva.

AFigura 1 ijustra a distribuicfio percentual de ocor-
réncia de micotoxinas nos produtos estudados.

E1AFLA

OTA

O - N W B O~ 0

ARROZ MILHO

TRIGO

LIZEA

TOTAL-

Figura 1 - Distribuiclo percentual de micotoxinas nos diferentes produtos

A figura acima mostra que nflo houve ocorréncia
simuitinea de aflatoxinas, ocraioxing A ¢ zearalenona
em todas as amostras estudadas e que no conjunto de
produtos avaliados a ocorréncia ¢ inferior a 3%.

CONCLUSOES

O multimétodo de camada delgada para deteccéo
das micotoxinas analisadas apresentou eficiéncia adequa-

da para todas as matrizes deste levantamento, pois 0s
valores de recuperagio foram supertores a 75%, coeficien-
tes de variaclo entre 12 e 23% e limites de deteccfio entre
1,9 ng Kg' {aflatoxina B, ) e 45 png Kg™' (zearalenona} .

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

— o maior alimero de falsos positivos ocorres em
amostras de mitho (56%);

109



FURLONG, E. B. et al. — Aflatoxinas, Ocratoxina A ¢ Zearslenons em alimentos da regido sul de Rie Grande do Sul — Rev. Inst. Adoto Lutz 58(2): 163-11,

1999 -

vaim

- um total de 6,7% das amosiras avaliadas esta-
contaminadas pelas micotoxinas objeto deste

estudo;

- 0% insumos derivados de milho (15,4%) sdo os

mais contaminados, segnidos pelos de arroz {5%) e de
trigo (53%);

4 dnica micotoxina, detectada em niveis acima do

permiiido pela legisiacio do Ministério da Sadde e da
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Agriculiura, foi a aflatoxina B, em farelo de arroz (48
ug.Kg") e milho para pipoca {32 ug. Kg').
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ABSTRACT: A survey about occurreance of aflatoxing B1, B2, G1, G2 ochratoxin A and zearale-
noue in food products comercialized in the cities Rio Grande {RS) and Pelotas (RS) was conduacted. The
samples — products of rice (47), corn {39) and wheat (79} - were purchased on the supermerkets
during 1996 and 1997, Simultaneous method of thin layver 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% of samples was contamined with analysed mycotoxins. Corn products had
aflatoxin B1 levels that exceeded Brazilian legislation {(32 ug . Kg-1 ). Ochratoxin A was Tounded in rice
products (48 e 19 ug.Kg-1) and wheat (8 e 26 ng.Kg-1}. Zearalenone was present in corn samples (163

ug.Kg-1 ) and wheat meals (105 e 97 pg.Kg-1).

KEY WORDS: aflatoxins, ochratoxin A and zearalenone, rice, com. wheat.
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TURRA , M. & AYUB, M.AZ. — Estudo da variagiio do teor de nitritos e nitratos em embutidos colo-
niais: Possiveis implicagGes para a Sadde Piblica. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 58(2): 113-120, 1999,

RESUMO: Nitratos e nitritos sio aditivos largamente utilizados em produtos caraneos, por contri-

buirem para a fixagfio da cor réseo-avermethada da carne curada, um fator altamente deseiavel do ponto
de vista sensorial, além de possuirem comprovada agio bacteriostitica. Estes conservantes apresentam,
entretanto, efeitos téxicos & sadde humana, sendo seu uso e coutrole objeto de pesquisa no mundo intei-
ro. No Brasil, sfio abundantes os pequenos fabricantes de embutidos “coloniais”™ (ama designaco regio-
nal), que se caracterizam por métodos artesanais de fabricagfo, guase sempre sem um controle (éenico
quanto as especificacdes dos produtos. Neste trabalhe, for investigada a variaglo quantitativa destes
conservanies praticada por estes produtores. A cidade de Blumenau foi escolhida para a realizacfo do
[evantamento guantitativo destes compostos, porque constitui-se em uma localidade com forte tradigiio
na fabricagio de embutidos cdrmeos. Foram escolhidos 9 produtores selecionados aleatoriamente dentre
os 18 cadastrados pelo Servige Municipal de Inspecio daquela cidade. Obteve-se a média semanal das
amostras de lingliigas defumadas de cada produtor individaalmente. O experimento estendeu-se por tiés
semanas ¢ foi possivel observar uma significativa heterogeneidade, sem um critérie Ecnico na utiliza-
¢do destes adidvos, por parte dos produtores. Tanto para nitritos, como para nitratos, observou-se ainda
que a quantidede utilizada ficon muito abaixo dos valores recomendados pela legislacao, implicando em
possivels riscos i satide pablica e redugfio da vida-de-prateleira dos produtos,

DESCRITORES: Nitritos; Nitratos; Aditivos Alimentares; Satide Priblica; Embutidos Artesanais

INTRODUCAO

Nitritos e nitratos siio aditivos iradicionalmente uti-
lizados na fabricaciio de diversos alimentos e, em espe-
cial, em embutidos e carnes curadas devido as suas pro-
priedades de conservagio. Os nitritos combinam-se com
a mioglobina da carne, dando origem ao pigmento oxi-
donitrosomioglobina, responsavel pela cor avermelhada

das carnes curadas’, e retardam a oxidagdo de lpideos,
fatores sensoriais essenciais para a aceitagio destes pro-
dutos."*" Além disso, estes aditivos possuem comprova-
da atividade bacteriostitica, notadamente sobre bactérias
do género Clostridium, especialmente em alimentos de
baixo pH., o que confribui para a preservacfo destes ali-
mentos, evitando riscos de envenenamenios alimenta-
res.™ Sews usos como aditivos para estes fins estdo bem

i Universidade do Vale do Htajal (UNTVALL). SC- Médica Veterindria {UFPEL) --Especialista em Vigilincia Sanitiria (Fund. Osvaldo Cruz)

FE-mail: marilenaturra®@ zip.com.br

2 Instituto de Ciéneia e Tecnologia de Alimentos (ICTA), Universidade Federal do Rio Grande do Sul {UFRGS), Av. Bento Gongalves, 9500,
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documentados.™"™"* Apesar disto, intimeros estudos
demonstram que nitritos e nifratos sofrem reagdes de
nitrosacdo e decompdem-se gerando nitrosaminas, com-
postos cuja toxicidade é bem documentada, estando seu
consume excessivo possivelmente associado ao surgi-
mento de cincer gdstrico e outras formas de cén-
cer, P AINILILE Partanto, a utilizacio destes aditivos em
alimentos € rigorosamente controlada por legislagdo em
todo o mundo. No Brasil, os limites do uso de aditivos
sdo regulamentades pela Resolugio n® 4 de 24 de
novembro de 1988 do Ministério da Saide’, sendo esta-
belecido o limite de 200 ppm de nitrito em predutos cir-
ncos curados (exceto e charque) e o limite de 500 ppm
de nitrato. Desta forma, um controle rigoroso da uliliza-
¢iio de nitritos e nitratos em carnes curadas ¢ embutidos
¢ necessario do ponto de vista de sadde publica. Em
OSSO pais, existe um grande ndmero de pequenos proda-
tores rurais de embutidos que, muito embora, sa maioria
dos casos, estejam regularmente registrados junto aos
orgios de inspe¢io locais, regionais ou federais, carecem
de condi¢Bes téenicas efou informagdes que 08 permitam
utilizar corretamente aditivos e outros elementos de for-
mulagéo. Esta pratica implica em potencial risco a satde
publica, uma vez que seus produtos — com o forte apelo
mercadoldgico de “produtos colonials” — s8o bastante
consumidos pela populacio em geral.

Neste frabalhio objetivou-se avaliar quantitativa-
mente a pratica da adi¢do 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 realizacfo do levantamento
quantitativo destes compostos, porque constifii-se em
uma localidade tradicienalmente produtora de embutidos
cdrneos. Com os resultados obtidos. pode-se inferir
sobre a necessidade de futaros estudos em outras locali-
dades do pafs &, mais importante, estabelecer uma rede
de informagdes que auxilie os produtores sobre o uso
correto —- quantitativa e qualitativamenie — de aditivos
permitidos por lei.

MATERIAL E METODOS

Amostragem. A experimentacdo pratica foi efetua-
da com produtores da regido de Biumenau, SC, por tra-
tar-se de uma regifio com forte tradigio na confecgfo de
embutidos cdrneos e defumados. Os produtores {oram
escolhidos aleatoriamente, pesfazendo am total de 9
fabricantes (n=50%) denire os cadastrados pelo Servigo
Municipal de Inspeciio daquela cidade. O produto esco-
Thido para a mvestigagio foi a lingtiica defumada porque
esta apresenta uma vida-de-prateleira estimada empirica-
mente em 135 dias pelos produtores, guando mantida &

{14

temperatura ambiente. Tal fato estimularia o produtor a
utilizar concentragdes maiores de nitritos e de nitratos.

Cada produtor contribuiv com {rés amosiras por
lote, produzido semanalmente. As amostragens foram
feitas alcatoriamente pelos autores, na propria inddstria.

As pegas individuais de lingiiicas sufnas defuma-
das possufam peso médio de 200g. As condigdes de cole-
ta e transporte sofreram poucas oscilacdes nos periodos
compreendidos entre cada andlise, ou seja, duranie as
trés semanas do experimento o procedimento rotineiro
de coleta de amostras para andlise fisico-quimica foi o
mesmo. Imediatamente apos @ amostragem, as lingiiigas
eram levadas ao laboratério onde as andlises eram inicia-
das no mesmo dia.

Para que ndo houvesse comprometimento enire as
marcas de cada produto, sga identificagio junto ao labo-
ratdrio do Ministério da Agricultura {Sio José, SC), foi
feita por niimeros compreendidos entre 1 ¢ 9.

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

Preparo das amostras. Foram moidas ¢ homogenei-
zadas 200 g da amostra, operando com saficiente rapi-
dez, para evitar gue o produto desidratasse, sendo anali-
sadas imediatamente.

Método de Determinacio de Nitratos e Nitritos. A
metodologia empregada seguiu rigorosamente os méto-
dos analiticos do Ministério da Agricultura® e os descri-
tos por SENZEL & REYNOLDS” e por TRUGO &
LASZILO™ com detalhes sobre 0s procedimentos e o pre-
paro das solugdes de trabalho. Todos os reagentes utili-
zados foram de grau analitico. Os nitritos e nitratos
foram extraidos em meio aquoso, ¢ identificados por
espectrofotometria, utifizando-se o Reativo de
Zambelli " Os nitratos foram reduzidos a nitritos atra-
vés da passagem do filtrado por uma coluna de cidmio.
Para quantificar os nitratos, obteve-se uma diferenca
entre nitritos totais e iniciais. Para cada determinagiio,
uma curva padrio foi construida utilizando-se solugdes
padrio de NaNO,. Os resultados finais foram apresenta-
dos como ppm de nitritos ou nitratos em relagcdo ao pro-
duto integral. Os graficos representamn a média de trés
determinacBes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise da variagio do conteido de nitritos.
Os grificos apresentados nas Figuras 1, 2 e 3 repre-
sentam os resultados obtidos para a andlise do teor de

nitritos dos nove predutores (n=50%) de hingiiica defu-
mada para um periodo de wés semanas. E possivel obser-
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var uma grande variabilidade no critério de utilizagio de
nitrifos enire os produtores, com os niveis variando em
mais de 22 vezes cntre si (produtores 5 ¢ 7) e em até 4
veres para 0 mesmo produtor em serpanas diferentes
{produtor 7). Este fato demonstra uma falta de metodo-
logta empregada na fabricacio de produtos embutidos
coloniais, com conseqlientes prejuizos 4 gqualidade do
produto ¢ levaniando uma preocupacio quanto 40s riscos
a satde pablica advindos desta pratica. Pode-se observar
claramente que, mesmo o produtor 5, que apresentou os
nivels mais altos de nitrito em todas as amostragens
(ppm NO, = 32,92+10,65) estd muito aquém do limite
permitido pela legislacio brasileira, que € de 200 ppm.
Embora niveis reduzidos de nitritos possa representar
uma mefhoria quanto a questio dos efeitos t6xicos e car-
cinogénicos associados a estes aditivos,™™ sua baixa
concentragio pode representar um sério risco de nic for-
necer as caracteristicas de conservagiio esperadas, com
wna possivel diminuwicdo 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-
tanie no Brasil devido As condigdes de higiene praticadas
por peguenos produtores, associados as temperaturas de
estocagem, fransporie e comercializagio, nem sempre
adequadas, Nos Estados Unidos, o teor de nifritos em
embutidos reduziu em cerca de 80% nos gltimos anos,
sendo hoje de cerca de 15 ppm para produtos similares
aos 4o escopo deste trabalho.® Comparado com esie
valor, cito dos nove produtores (excetuando o de nime-
re 5), apresentaram teores médios de nitrito bem inferic-
res (ppm NO_ = 1" sem.c 5,74; 2* sem.: 7,25; 3* sem.:
4,07. E importante notar ainda, que a reducdo 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 priticas
sendo observadas para o universos amostrado.

Anidlise da variacio do contedde de nitratos.

Na andlise 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 ¢ 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
diferenca entre 0 maior ¢ o menor valor medido (produtor
1, 2*sem. e produtor 9, 19 sem., respectivamente), Os resul-
tados também acusaram grandes variagdes para um mesmo
produtor, entre semanas diferentes. Assim, por exemplo, 0s
produtores 1 e 7 apresentaram as maiores variagdes, com
niveis de nitratos oscilando em cerca de 24 e 15 vezes res-
pectivamente, comparande-se 0s menores ¢ matores teo-
res. N3¢ obstante & grande variacio do teor de nitratos,
seus valores sempre ficaram aguém do limite méximo per-
mitido pela Resolugio Normativa n° 4 de 24 de Novembro
de 1988 do Ministério da Saide, que fixa o valor maximo
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 Sdo Paulo pois os niveis de nitrito e nifraios
encontrados nagueles estudos foram sempre superiores aos
observados por nos e, em alguns casos, estavam acima do
permitido pela legislacdo brasileira. Os resultados obtidos
para os niveis de nitratos reforcam as observacOes feitas
anteriormente quanto & qualidade das prdticas produtivas
deste tipo de industrializagio.
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Figura 1 — Andlise de variagio do contetide de nitritos em lingliica defumada — 1* semana. Resultados representam a média de 3 amostras

por produtor, numerados de [ & 9. Valores dados em ppm NO .
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Figura 2 — Andlise da variagio do contetdo de pitritos em hingliica detumada — 2° semana. Resultados representam a média de 3 amostras
por produtor, numerados de 1 2 9. Valores dados em ppm NO,,
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Figura 3 — Anglise de variagao do conteddo de nitritos em lingiiica defumada — 3* semuamna. Resultados representam a média de 3 amostras
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por produtor, numerados de 1 2 9. Valores dados em ppm NO
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Figura 4 — Andlise de variacio do conteddo de nitratos em lingliica defumada ~ 1% semana. Resultados representam a média de 3 amosiras
por prodator, nunerados de 1 a 9. Valores dados em ppm NO .
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Figura 5 - Andlise de variacio do contelido de nitratos em lingfica defumada — 2* semana. Resultados reprasentan: & média de 3 amostras
por produtor, numerados de | a 9, Valores dados em ppm NO,,
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Figura 6 — Anilise de variacio do contetido de nitratos em linglica defumada ~ 3* semana. Resultados representam a média de 3 amosiras

por produter, numerados de T a 9. Valores dados em ppm NG,

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que 0s
produtores ndo obedeceram a um padriio técnico pré-
determinado. Possivelmente por esta razdo, desconhe-
cem a respectiva legislagio referente & wtilizagio destes
compostos e consequentemente as provaveis implica-
¢Oes da manipulagio sem critérios de nitratos e nitritos.

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

Os valores encontrados estavam aquém do limite
legal permitido, com valores muito heterogéneos durante
as tr€s semanas. Considera-se aconselhdvel que drgdos
responsaveis pelo assessoramenio de produtores rurais,
realize programas de esclarecimento e treinamento periii-

tIg

tindo assim que os mesmos conhecam o critério téenico de
manipulacio dos nitratos e nitritos. Recomenda-se tam-
bém um acompanhamento técnico permanente € a realiza-
¢80 de coletas e analises periddicas por laboratério oficial,

Através dos resultados obtidos seria possivel esta-
helecer um programa propondo a utilizacio somente de
nitratos ¢ de inibidores da reacfo de nitrosacio, especial-
mente ascorbates, diminuvindo assim os riscos da forma-
¢ao de nitrosaminas, sem gue com isso a qualidade final
do produto fosse comprometida.
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TURRA . M. & AYUB, M. A. Z. -— Studies of the Content Variability of Nitrites and Nitrates in Cottage
Sausage: Possible Pubiic Health Implications. Rev. Inst. Adolfo Lutz 58(2):1699,

ABSTRACT: Nitrites and nitrates are food additives used In large 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 aiso because these components present bacteriosiatic action. They possess,
however, possible toxic effects to health, being their use and contrel the subject of world wide
concern and research. In Brazil, there are many small producers of cottage sansage whose methods of
production do not follow any technical guidance. In this work it was investigated the guantifative
vagiation of nitrites and nitrates added to these products. Producers from the city of Blumenau, state
of Santa Catarina, sonth of Brazil, were chosen to run this study because the region represents a
raditional centre of these kind of small industries. Nine out of eighteen producers (n=50%} were
randomly chosen among those registered by the Municipal Health Inspection 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 samples, showing
a clear lack of techpical criteria in the use of these additives, Por both nitrites and nitrates observed
amounts utilised were always well below of those recoramended by Brazilfan legislation, dicating

possible risks to public heaith through bacteria contamination.

Key words: Nitrites; Nitrates; Food Additives; Public Health; Cottage Sausage producers.
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RESUMO: Os virus dengue sio patdgenos que vém afetando milhdes de pessoas durante os dois

Gitimos séculos. No presente trabalho, comparou-se a téenica tradicional de MAC-ELISA e o teste de
Immunoblotting, utilizando-se protemas recombinantes, para pesquisa de anticorpos da classe M, con-
tra os virus Dengue sorotipos 1 e 2. Foram testadas [00 amostras de soro de pacientes, com suspeita cli-
nica de dengue, por MAC-ELISA e Immunoblotting. Estes soros quando submetidos ao MAC-ELISA
resuftaram 56 positivos para dengue e 44 negativos. Hstas mesmas amostias avaliadas por
Immunoblotting revelaram 36 soros negatives, 36 soros positivos para DEN-1, 6 para DEN-2 e 2 para
DEN-1e2.

Protefnas recombinantes {DEN-1 ¢ DEN-2) utilizadas como antigeno em Immunoblotting possibi-
litamn um diagndstice diferencial dos sorotipos de dengue circulantes em determinada frea, enguanto o
teste de MAC-ELISA apesar de sensivel e rdpido néo tipifica ¢ sorotipo de dengue, dado importanie

duranie os perfodos de epidemias.

DESCRITORES: Dengue, MAC-ELISA, Inununoblotting, proteinas recombinantes

1. INTRODUCAO

Os virus Dengue v8m infectando milhdes de pes-
soas durante os dois dltimos séculos, A historia natural
da doenga estd ligada ao meio ambiente e a hibitog
domésticos da populagio. Sdo transmitidos principal-
mente pelo mosquito Aedes aegypti, porém outros Aedes
ssp, encontrados nos répicos, sdo vetores potenciais e

1 Pesquisador Clentifico do Institute Adoife Luz, Laboratdrio Central
2 Professor da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP

mais da metade da populagio humana estd exposta 4
picada destes artrépodos. Na maioria dos casos de infec-
¢&0, ocorre a febre do dengue cldssico ou a febre indife-
renciada, porém a febre hemorrigica do dengue pode
acontecer evoluindo para choque (sindrome de chogue),
ocasionando morte do paciente®".

Os vitus Dengue sdo arbovirus que pertencem ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae. Até o momento

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 Veterindria, USP
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sd0 conhecidos quatro sorotipos distintos do virus
Dengue: sorotipe 1 {DEN-1), sorotipo 2 (DEN-2), soro-
tipo 3 (DEN-3) € sorotipo 4 (DEN-4). A exemplo de
outros flavivirus apresentam envelope, nucleocapsideio
e genoma formado por um RNA de fita simples, senso
positivo ¢ aproximadamenie 11 kb™2% Um aspecto
importante do genoma destes vitus é a presenca de uma
estrutura conhecida como Open Reading Frame (ORI,
Este ORF € responsdvel pela codificacio de uma poli-
prodeina, a qual € processada em 3 proteinas estrotorais ¢
7 ndo estruturais’. Entre as trés proteinas estruturais
(core [C1. membrana [M] ¢ envelope [E]) a proteina E
temn um papel importante na biclogia do virus uma vez
gue é responsavel por varias atividades biologicas
incluindo montagem do virus {maturagdo}, fusdo celular
e imunogenicidade induzindo anticorpos neutralizantes e
de anticorpos intbidores da hemaglutinacio™®

O mapa topoldgico da proteina E revelou vérios
dominios antigénicos, entretanto trés (domfnio I, 1 e TD
foram definidos como principais, sendo cada um com-
posto de virios epitopos que exibem diferentes ativida-
des funcionais e soroldgicag'™ 9223,

O dominio I da proteina E contém um fragmento
de aproximadamente 100 aminodcidos, com varios resi-
duos de cisteina, 0s quais sdo importantes na preservagio
da ponte dissuifidica N-terminal, responsidvel pela estro-
tura conformacional dos sitios antigénicos. A partir dessa
seqlidncia de aminodcidos foram produzidas proteinas
recombinanies dos viras da encetalite japonesa (Japanese
encephalitis virus - JEV) e DEN-1 que podem ser empre-
gadas como antigenos em reacdes soroldgicas™"”

Proteinas E recombinantes para a regiiio do domi-
nio I dos sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4
foram produzidas e restadas em suas reatividades com
fluido ascitico de camundongoes imunizados, vtilizando-
se Os ensalos imunoenzimdticos tipo ELISAY

No presente trabalho, a partir de soros de pacientes
com suspeita clinica de dengue, estudou-se a resposta
imune humoral de anticorpos da classe M pela técnica
tradicional de MAC-ELISA e comparou-se 0s resultados
com o teste de fmmunoblotting realizado com protefnas
E recombinantes dos sorotipos DEN-1 ¢ DEN-2.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras de Soro
Amostras de soro foram obtidas de 100 pacientes,
apds 5 dias ou mais do infcio dos sintomas da doenca. Os
soros  eram de pacientes procedentes de diferentes

regifies geogrificas do Brasil: Sfo Paulo, Alagoas ¢ Mato
Grosso do Sul e foram enviadas para a Segfo de Virus
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Transmitidos por Arrdpodos  para diagndstico sorologi-
co de infecgho pelo virus Dengue. Amostras do Estado de
Siio Paulo foram enviadas por Centros de Sadde,
Laboratérios Regionais do Instituto Adolio Luiz e
Servigos de Vigildncia Epidemiologica. Os soros proce-
dentes de Alagoas e Mato Grosso do Sul foram enviados
pelo Laboratério Central de Saide (LACEN) de cada
Estado. As amostras de sangue foram coletadas em tubos
sem anticoagulante e os soros foram separados por cen-
trifugacio (10 min. 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,
apos separacio dos soros, em caixas de isopor com gelo
comum ou gelo seco ¢ também mantidas a -20°C aé
serem analisadas pelas téenicas propostas neste estudo.

2.2, Antigenos

(s antigenos foram preparados pela Segio de Virus
Transmitidos por Artedpodos (Instituto Adolfo Lutz), a
partir de cérebro de camundongos albinos swiss, de dois
ou trés dias de idade, por exiracio com sacarose - aceto-
na e titulacdo por hemaglutinagdo, com hemdcias de
ganso’. A diimgao gue corresponde a 16 unidades hemna-
glutinantes {oi utilizada para a realizagiio da técnica de
MAC-ELISA.

3, Proteinas E recombinanies

E. coli transformadas, contendo parte do genoma
da proteina E, inserido em plasmidio pATH 3DNA,
toram gentilmente cedidas pelos Drs. Benedito
A.L.Fonseca e Peter Mason (Yale University School of
Medicine, Yale Arbovirus Rescarch Unit, department of
Epidemiology and Public Health, New Haven, CT,
USA). Os recombinanies untilizados foram DE, DE,
DE ¢ DE, A diferenca entre E ¢ E, ¢sta na prcsemd d(}
dmmoamdo cisteina em E rpspomavcl pela formaciio da
ponte dissuifidica do ‘;eomemo i1 da proteina E.

As bactérias E. coli tmﬁslormadas foram crescidas em
meio M, formulado segundo Sambrook et al®, na presenca
ou auséncia de mpzofzmo para producio das proteinas
recombinantes. Apds tratamento com lisozima e NaCl a 5M
for obtido vm sedimento amareiado contendo as proteinas
recombinantes que foram ressuspensas em 1 ml de tampdo
TRIS/SBU (10mM TRIS, 1% SDS (Sodiwm Dodecil
Sulphatey, 1% $ -mercaptoethanol, 6M drea, pH 7.2)
(MASON et al 1989) e entiio estocadas a -20°C até o uso. -

2.4. MAC-ELISA

O MAC-ELISA foi realizade, segundo a téenica
desenvolvida por KUNO et al®. A sensibilizagiio das
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microplacas (Coming, NY, USA) foi feita wtilizando-se
100 wl, por orificio, de ant-IgM humano (Sigma,
Chemical, St Louis, USA), especifico para a cadeia, produ-
zido em cabra, difuido a 1:240 em solugfio tampio carbo-
mato O.1M pH 9,6, As microplacas foram incubadas a 4°C
em cmara imida por I8 horas e entdo lavadas 5 vezes
comn phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4, Uma etapa
de blogueio foi efetuada com 150 ul por orificio de PBS,
contendo albumina bovina, (Sigma, Chemical, St Louis,
USA), a 4%, e incubagio de 30 min a temperatura ambien-
te. Apds este periodo foram lavadas novamente 5 vezes
com PBS e usadas imediatamente ou estocadas a -20°C até
O Us0.

Apds lavagem, de 5 vezes com PBS, foram adicio-
nados, por orificio. 50 ul de cada soro em feste em uma
diluigiio de 1/40 em PBS com 0,5% de albumina bovina.
A seguir as microplacas foram incubadas por 1 homa 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 antigenos
DEN-1 e DEN-2, com 16 unidades hemaglutinantes de
cata antigeno, diduido em PBS com 20% de soro de cava-
le normal, for adicionada em cada orilfcio. As placas
foram incubadas por 18 horas a 4°C, em cidmara damida,
Apés incubaciio € lavagens o anticorpo monoclonal, anti-
tflavivirus, preparado em camundongos, marcado com
peroxidase (Jackson lmmuno Research Laboratories), uti-
lizado na diluicdo de 1/2500 em PBS com 20% de soro de
cavalo normal, foi adicionado (25ul em cada orificio) e as
placas foram incubadas por Th a 37°C em cimara timida .
As microplacas foram lavadas 7 vezes com PBS e seguiu-
se a adigio de 100ul de substrato ABTS (2,2-azino-di-(3-
ethyl-benzothiazoline sulfonic acid) diammoniom salt -
marca Kirkegaard & Perry Laboratirie), composto por
duas solugdes: Sol. A = ABTS e Sol. B = H,O, preparada
em paries iguais, no momento de uso. Apés incubagio a
37°CHA30 minutos  a leitura for realizada em lettor de
ELISA Titertek Multiscan MCC a 414 nm. Nio foi neces-
sdrio interromper a reacgfo para leitura.

As amostras de sorc foram testadas em duplicata.
0O primeiro orificio denominado TESTE continha todas
a3 etapas do MAC-ELISA radicional come descrito
acima, o segundo orificio denominado controle ndo con-
tinha o antigeno, apenas o diluente do mesmo. Este tipo
de controle foi importanie na redugdo de falsos positivos.
Resultado positivo nos dois orificios sio considerados
inespecifico. Soros positivos foram agueles com leitura
de densidade &ptica (DO) mator que 0.200.

2.5, immunoblotting

O método usado foi o descrito por TOWBIN et al”
e BURNETTE! com algumas modificag8es. O extrato de

proteina E recombinante obtido foi submetide & separa-
ciio em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) e
transferido para membranas de nitrocelulose™. As mem-
branas foram cortadas em tiras contendo os guatro ¢ipos
de antigenos: DE, DE, DE ¢ DE. Proceden-se ini-
cialmente o blogueados com BSA 3%, duranie 18 horas,
em temperatura ambiente. Posteriormente cada tira foi
lavada trés vezes em PBS pH 7,4 e a seguir foi adiciona-
do o soro do paciente diluido [:40 em BSA 1% por 2h a
temperatura ambienie ¢ constanie agitagdo. Pecorrido
este periodo 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 & peroxidase (Sigma,
Chemical, St Louis, USA) e diluido 1:800 em BSA 1%.
A incubaciio foi realizada a temperatura ambiente por 2
horas e constante agitagio. As tiras foram lavadas como
acima e coradas com soluciio de 0,5 mg/mL de 3.3.dia-
minobenzidina (DAB — Sigma, Chemical, St Louis,
USA) com 0,1% H,O, em PBS.

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

Tabela 1. Formulas para os céleulos da sensibilidade,
especificidade e eficiéneia,

MAC-ELISA  positivo negativo Total
Immunobl.
Positivo a b a+h
Negativo c d c+d
Total atc b+d a+b+ct+d
1) Sensibilidade

A
Sex P 100
2) Especiticidade

D

e e 100
brd 0

3) Eficiéncia
. at+d
El=  ———me 100

A+b+esd
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3. RESULTADOS

(s soros de pacientes com suspeita clinica de den-
gue testados por MAC-ELISA resultaram em 56 positi-
vos para dengue € 44 negativos. Estas mesmas amostras
quando avaliadas por immunoblotiing apresentando dife-
rentes antigenos para a detecclo de DEN-1 ¢ DEN-2,
revelaram 56 soros negativos, 36 positivos para DEN-1,
6 para DEN-2 e 2 produziram reag@io visivel para DEN-
I e DEN-2. Entre os soros positivos pelas duas técni-
cas{n=40} verificou-se que 33 eram DEN-1 positivo, 3
DEN-2 positivas e 2 DEN-1 e DEN-2 positivos pela téc-
nica de immunoblotting, 16 amostras foram positivas so
em MAC-ELISA, nfic sendo possivel determinar gual o
sorotipo, quatro foram positivas apenas em immunoblot-
ting, sendo 3 DEN-1 ¢ 1 DEN-2 ¢ 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 clinica de dengue, colhidas de pacientes
a partir do 5" dia pos manifestacBes clinicas.
Sio Paulo, 1995,

MAC-ELISA
Inmunobloring Positivos  Negalivos  Total
DEN-1 33 3 30
DEN-2 5 1 6
DEN-1 e DEN-2 2 - 2
Negativos 16 46 56
Total 56 44 100

Tomando os resultados de MAC-ELISA como
padrao, a sensibilidade do immunoblotting com antige-
nos recombinantes para DIEI e D2E1 foi de 71%,
enguanto a especificidade ¢ eficiéncia foram de 90% ¢
80% respectivamente.

4, DISCUSSAO

Immunoblotiing & uma técnica relativamente rapida
e sensivel de caracterizacio de antigenos proteicos pois
combina a separacio de proteinas de diferentes pesos
moleculares por eletroforese, com a identificacio imu-
noidgica dessas protefnas®, sendo portanto uma técpica
valiosa para propositos experimentais ¢ informagbes
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moleculares™®. A técnica de immunoblotting no diagnods-
tico de dengue pode identificar o sorotipo especifico cir-
culante em determinada regiio. CHURDBOONCHART
et al’ usaram esta combinagio para detectar imunoglobu-
linas M e (3 produzidas contra ¢ virss dengue, em soro
de pacientes com Febre Hemorrdgica e Sindrome do
Chogue, confirmando o diagndstico sorolégico; uina vez
que MAC-ELISA, como tinico teste diagnostico de roti-
na, para a detecgdo de [gM contra o virus dengue, pode
resultar em possiveis reacles cruzadas iniraespecitica e
interespecifica, levando a resultados falsos positivos.
Viérias evidéncias sugerem que muitos dos epito-
pos neutralizantes em flavivirus esto na glicoproteina
E. O dominio 11 (aminodcidos 300 a 400) parece fazer
parte dos sitios de ligagio de receptores dos flavivirus®,
Analisamos o8 antigenos recombinantes de DEN-1 ¢ 2,

desta regido, a fim de explorar as possibilidades de um

diagndstice diferencial destes dois sorotipos de dengue.
Os soros dos pacientes, utilizados nas andlises, foram
obtidos de trés diferentes regides brasileiras: Estado de
Sido Panlo, Estado de Alagoas e Estado de Mato Grosso
do Sul, onde estes viras sio epidémicos. Em infecgbes
primarias por virus Dengue, altos titulos de 1gM podem
ser detectados por MAC-ELISA; todavia, 1gM para os
polipeptideos dos vitus DEN sdo ainda pouco detectd-
veis em immuagoblotéing. Partindo da estrutura integra
do virus, CHURDBOONCHART et al’ analisaram, por
immunoblotting, soros de pacientes apés intecgfio prima-
ria com dengue ¢ mostraram que IgM para este viros
foram raramenic ¢ inconsistentemente detectados por
SDS-PAGE! immunoblotting. Nossas observagbes estao
de acordo com estes dados, pois do total de positivos
para MAC-ELISA (56} apenas 78,5% (44 de 56) foram
positivos para 1gM quando testados por immunoblotiing.

Entre os casos de dengue negativos por MAC-
ELISA quatro (7% foram positivos para IgM em inmmu-
noblotting. Tiste resultado pode ser devido a falsos nega-
tivos, deatro dos 10% esperados em MAC-ELISA,
segundo dades da PAHO™. J4 16 casos foram MAC-
ELISA positivos e “immunoblotting” negativos para
IgM. Estes achados podem ser decorrentes de uma pos-
sivel perda de reconhecimento do antigeno-anticorpo. A
maioria dos epitopos das proteinas E ¢ NS1 dos virus
MVTE ¢ TBE sdo sensiveis a agentes redutores™", efeito
também observado sobre algumas proteinas de virus
dengue, apés tratamento com 2 B-mercaptoetanel, utili-
zado como agente redutor®,

Estes resultados podem ainda ser decorrentes de
titulo da imuncglobulina M insoficiente para uma res-
posta positiva assim como da perda de intensidade de
higacio da proteina E em immunoblotting, por proviveis
alteracOes conformacionais dos epitopos DIEI/DIEZ e
D2EI/D2E2, tornando menos acessiveis para os anticor-
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pos IgM. E importante também salientar a competicio
entre as imunoglobulinas 1gG e IgM na téenica de fmmu-
noblorting, o gue fica reduzide no MAC-ELISA por se
tratar de um métedo de Captura.

Ressaltamos que até o momento ndo foram isola-
dos casos positivos autdctones para os sorolipos 3 ¢ 4,
nos Hstados de origem das amostras de sangue analisa-
das. Sendo assim, futuras investigagOes da presencga de
anticorpos, para estes sorotipos do virus da dengue,
serdo necessdrias naquelas 16 amostras positivas sé no
MAC-ELISA, antes de descartanmos a possibilidade de
falsos positivos e/ou a ocorréncia real de alteragBes nos
epitopos dos sorotipos estudados neste trabalho.

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

¢do de anticorpos especificos tanto para o virus da Peste
Sufna Africana’ como para o reovirus sorotipo 3%
Entretanto, o uso de imumunoblotting no diagndstico
laboratorial tem consistido apenas na confirmacio dos
casos positivos em ELISA. Nos casos da Peste Suina
Africana muitos laboratdrios de diagudstico tem stibsti-
tuido a imunofluorescéneia por immunoblotting',

Apesar de MAC-ELISA ser um método sensivel ¢
rapido, no diagndstico de dengue, ndo tipifica os sorotipos
de dengue circulantes e ainda podem ocorrer reaghes cru-
zadas entre os diferentes flavivirus, Nossos estudos mos-
traram que os ensaios de immunobloiting, com proteinas
recombinantes (DEN-1 ¢ DEN-2), siio qualitativas e
importantes na definiciio do sorotipo circulante, pois resul-
tam em respostas rapidas durante perfodos epidémicos.

% RIALA 06/874

BARBOSA, M.1. et al. — Detection of dengue virus serotypes | and 2 by immunoblotiing techaiques
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ABSTRACT: Dengue viruses {DEN-1 to 4} are human pathogens affecting millions of people in
the last two centuries. Results of a comparative study between the traditional MAC-ELISA method and
the Immunoblotting techniques using recombinant proteins of DEN-1 and DEN-2 to detect viras speci-
fic 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 techni-
que: 36 to DEN-1, 6 to DEN.2 and 2 10 DEN-1 and 2 sorotypes. So, the serotype identification of the
dengue virus circulantig in a determined arca is possibie by using these recombinant proteins in
Immunoblotting techniques. These data are important for epidemiological surveillance mainly during

the occurrence of an epidemie
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