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- modificagbes cientificas geradas por novos conceitos,

novas tecnologias e metodologias.
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compreensao clinica. Essa parceria auxilia na
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EDITORIAL

Ao comemorar o sexagésimo ano da criagdo da REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ, nio
podemos deixar de resgatar alguns trechos do editorial, escrito por J. P. Carvalho Lima, ent3o Diretor do Instituto,
publicado no primeiro nimero.

“O Instituto Adolfo Lutz é o Laboratorio Central de Saude Publica do Departamento de Saiude de Sao
Paulo. Criado pelo decreto-lei n® 11.522, de 26 de outubro de 1940, substituiu na organizagao sanitaria do Estado
o antigo e tradicional Instituto Bacteriologico, que desde sua funda¢do em 1892, vinha desempenhado,
integralmente, as fungdes de laboratdrio de Satide Publica. Além de suas antigas atribuigdes, teve novos encargos,
com a incorporacao do Laboratorio Bromatoldgico do Estado.

A Lein®43,de 18 de julho de 1892, autorizou a despesa para a montagem dos Laboratdrios Bacteriologicos,
Vacinogénico, o de Analises Quimicas ¢ o Laboratdrio Farmacéutico. A direcdo foi confiada a Felix Le Dantec,
biologista francés, discipulo de Pasteur. Le Dantec iniciou a sua atividade nao so no terreno das praticas, como
no campo das investigagdes cientificas. Foram seus assistentes Adolfo Lutz, Artur de Mendonga e Bonilha de
Toledo. Promissores corriam os trabalhos quando Le Dantec teve que regressar a Franga, assumindo a dire¢do
Adolfo Lutz que, desde 1885, investigava diferentes ramos da biologia.

A nomeagdo de Lutz para o Instituto Bacteriologico, em 18 de Margo de 1893, marcou o inicio da
Microbiologia no Brasil. Dificilmente se penetra num assunto de microbiologia ou de protozoologia, sem que por
ai tenha passado Lutz

Em Novembro de 1908 deixa Lutz o Instituto Bacteriologico de Sdo Paulo e, a convite de Osvaldo Cruz,
inicia nova e proveitosa fase de investigagdes experimentais em nosso pais.

O Instituto Bacterioldgico perdeu Lutz, mas a figura do mestre jamais se apagou do espirito dos seus
discipulos. Seu amor ao trabalho, seu devotamento a ciéncia ficaram como exemplo.

Ao lado do papel altamente beneficiador dos interesses do Departamento de Saude e das necessidades
gerais que pela evolug@o normal do Estado lhe foram impostas, o Instituto Adolfo Lutz levara avante o seu
programa cientifico. A lei que o reorganizou, conservou-lhe, alem de outras, a responsabilidade do estudo da
etiologia das epidemias e endemias e das epizootias que se transmitem ao homem, caracteristica que fez do
antigo Instituto Bacterioldgico um estabelecimento de renome universal. E se o diagnostico das moléstias infecciosas
¢ os meios de defesa do organismo necessitam de cuidados especiais, ndo menos importantes sdo os estudos
que se deverdo realizar em torno da Bromatologia e da Quimica. As duas ciéncias - Bacteriologia e Quimica -
marcham unidas nas investiga¢cdes modernas.

Para divulgar essas pesquisas, apresentamos hoje a REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ que,
preenchendo uma enorme lacuna, satisfaz, também, a uma das maiores aspiragdes dos discipulos de Lutz. Sera,
finalmente, o testemunho de que o espirito do grande biologista ainda dirige a sua escola”.

A Revista do Instituto Adolfo Lutz editou 120 volumes e publicou 897 artigos cientificos, em sua grande
maioria foram pesquisas desenvolvidas no proprio Instituto. O volume de trabalhos publicados pelos cientistas
que passaram ou que ainda se encontram no Instituto, deixam claro que o espirito de Lutz continua vivo, sua
dedicacdo e devotamento a pesquisa permanecem entre os que o sucederam e ficardo registradas na historia da
evolugdo da ciéncia. Como visualizado por Carvalho Lima “O Instituto Adolfo Lutz tem, portanto, mais um
dever o cumprir - Pesquisar”. A Revista tem assim possibilitado a divulgagdo do grandioso trabalho desenvolvido
pelo IAL, em beneficio da ciéncia, da pesquisa, do diagnostico laboratorial e, principalmente, a preocupagdo com
a populacdo do Estado de Sdo Paulo e do Brasil.

COMISSAO DE REDACAO DAS PUBLICACOES OFICIAIS DO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
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AOS COLABORADORES

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por finalidade
a divulgagdo de trabalhos relacionados com as atividades
laboratoriais em Satide Publica.

Os artigos destinados a REVISTA somente serdo recebidos se
redigidos de acordo com as seguintes normas:

NORMAS PARA A PUBLICACAO

O trabalho submetido a publicac¢do deve ser inédito, ndo sendo
permitida a sua apresentacdo simultanea em outro periddico,
conforme declaragdo a ser assinada pelos autores. Serdo aceitos
manuscritos em forma de artigos cientificos, de revisdes, de
atualizagOes, relatorios técnicos, relatos de casos, comunicagdes
cientificas e resumos de teses e dissertagdes. Os autores devem
escrever na carta de encaminhamento qual a natureza do trabalho.
Os originais serdo publicados em lingua portuguesa ou inglesa
preferencialmente. Deverdo ser encaminhados em trés vias,
sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos
autores e respectivas institui¢des, tanto na pagina de rosto
quanto nos resumos em portugués e inglés. O trabalho, apds
aprovado, deve ser encaminhado ao Setor de Publicagdes, em
uma cdpia impressa e em disquete 3 %2 conforme instru¢des que
serdo enviadas apds a aprovagio.

O artigo cientifico deve ser elaborado com a seguinte estrutura:
Pagina de rosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es); c)
filiagdo cientifica indicando o autor e endereco a quem devera ser
encaminhada a correspondéncia.

Texto: a) titulo: deve ser curto e especifico em inglés e portugués,
indicando precisamente o conteudo; em titulo longo, recorrer a
subtitulo; b) autores: nome e Gltimo sobrenome por extenso, € o
ultimo sobrenome em caixa alta (Ana Maria C. D. da SILVA); ¢)
filiagdo cientifica indicada por niimero sobrescrito, e o autor e
enderego a quem deverd ser encaminhada a correspondéncia
indicada por asterisco (*); d) resumo: deve ser claro e conciso
num unico paragrafo, contendo objetivo, metodologias,
resultados e conclusdes. Nao exceder 200 palavras; e) palavras-
chave: podem ser utilizados até seis descritores que identifi-
quem o conteudo do artigo; f) introdugdo: deve conter os
objetivos da pesquisa, justificativa de sua importancia,
apresentagdo das principais variaveis da pesquisa, definigdes,
se necessarias, e discussdo do problema a luz de bibliografia
pertinente; g) material e métodos: claramente descritos e
validados, de modo a possibilitar a sua reproducdo. Qualquer
modificagdo, em métodos ja publicados, deve ser devidamente
explicitada; h) resultados: devem ser claros e concisos, tabelas
e figuras devem ser usadas somente quando necessarias e
devem ser auto-explicativas; i) discussdo: pode ser apresentada
conjuntamente aos resultados; j) conclusdes: em alguns casos
podem ser incluidas no item discussdo, sendo assim, ndo ha
necessidade de repeti-las em item a parte; k) agradecimentos:
(se for o caso); 1) title, abstract e key words: em inglés
antecedendo as referéncias; m) referéncias.

Os artigos de revisio, atualizacdo e relatorios técnicos devem
apresentar:

Pagina de rosto: como no artigo cientifico. Texto: a) titulo, b)
autores, ¢) resumo, d) palavras-chave. Deve ser dividido em se¢des

v

com titulos e subtitulos apropriados. Incluir title, abstract ¢ key
words antecedendo as referéncias.

O relato de caso deve ser elaborado com a seguinte estrutura:
Pagina de rosto: como no artigo cientifico. Texto: a) titulo, b)
autores, ¢) resumo, d) palavras-chave. Deve ser divido em
introdug@o, relato de caso e discussdo. Incluir title, abstract e key
words antecedendo as referéncias.

A comunicacio cientifica deve ser elaborada com a seguinte
estrutura:

Pagina de rosto: como no artigo cientifico. Texto: a) titulo, b)
autores, ¢) resumo, d) palavras-chave. Nao deve dividi-lo, ou
seja, introdugdo, métodos, dados experimentais e outros devem
compor de tnico texto. Incluir no maximo duas tabelas ou figuras
ou uma tabela e uma figura, title, abstract e key words antecedendo
as referéncias.

Os resumos de teses e disserta¢oes deverdo conter o nome do
autor, titulo da obra, nome da Instituicdo para a qual foi
apresentado o trabalho e ano da defesa.

IMPORTANTE: os textos devem ser redigidos com processador
de texto WORD for WINDOWS 6.0 ou compativel, no formato
A4, espaco duplo, letra Times New Roman e tamanho de letra 12.
Se usar versio superior, enviar o arquivo em Rich Text Format
(.rtf). Nao seriao aceitos arquivos compactados por ZIP, ARJ etc.

ABREVIATURAS — Devem ser evitadas ou usadas apenas as
oficiais.

UNIDADES DE MEDIDA E SEUS SIMBOLOS - Utilizar as legais
do Sistema Internacional de Metrologia.

TABELAS — As Tabelas devem ser encaminhadas em folhas
separadas. A localizagdo aproximada destas deve ser indicada no
texto. Serdo numeradas consecutivamente, com nimeros arabicos
e encabegadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves e
indicar claramente o conteudo. Os dados apresentados em tabela
nao devem ser repetidos em graficos.

Na auséncia de um dado numérico, empregar os seguintes sinais
convencionais:

(-) Quando pela natureza do fendmeno, nao puder existir o dado;
(z) Quando o dado for rigorosamente zero;

(...) Quando nao se dispuser de dado;

(0,0) Quando a aplicacdo dos critérios de arredondamento nio
conseguir alcangar respectivamente, os valores 1; 0,1; 0,01, etc.;
(x) Quando o dado for omitido para evitar a individualizagdo da
informagao.

ILUSTRACOES (fotografias, graficos, desenhos, mapas etc.) —
Serdo designadas no texto como “Figuras™: terdo numeragdo inica
e seguida, em algarismos arabicos.

Todas as ilustragcdes devem ser identificadas com nimero, nome
do autor, titulo do artigo e nimero da pagina do texto onde serdo
inseridas; devem ser tdo claras que permitam sua reproducio
com reducdo de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de nitidez
ou legibilidade; as respectivas legendas devem estar escritas fora



da area de reprodugdo. As ilustragdes coloridas estdo sujeitas a
confirmagao. Se as ilustragdes enviadas ja tiverem sido publicadas,
mencionar a fonte e a permissdo para a reproducao.

REFERENCIAS — Devem ser mencionadas somente as de
trabalhos consultados diretamente ligados ao assunto.
A exatidao das referéncias é de responsabilidade dos autores.

No texto — As referéncias serdo citadas por meio de nimero indice
correspondente ao da lista de referéncias, escritas em versal.
Assim, para um autor: “Taunay?®' verificou”; para até dois autores
todos deverdo ser mencionados, separados pela letra e: “Pereira
e Maia®, pesquisando...”. para mais de dois autores usar a
expressdo et al. : “no trabalho de Tsunoda et al.®’; ou ainda...”
Segundo varios autores!>7-%”,

Observacao: nomes cientificos somente em italico.

As referéncias — terdo numeracao crescente e ordenadas
alfabeticamente pelo ultimo sobrenome do autor (regra geral).
Quando existirem mais de trés autores, indicar o primeiro seguido
da expressao et al.

Para artigos periddicos

Ultimo sobrenome do(s) autor(s) seguido das iniciais dos outros
componentes do nome, titulo do artigo, titulo do periddico em
negrito ¢ abreviado conforme estilo usado na Lista de Periddicos
Indexados no Index Medicus, n° do volume, paginas inicial e
final, ano da publicagéo.

Exemplo:

Morley, A.; Trainor, K.; Blake, M.A. A primary stem-cell lesion in
experimental chronic hypoplostic marrow failure. Blood, 45: 681-
8,1975.

Livro no todo

Ultimo sobrenome do (s) autor (s) seguido das iniciais dos outros
componentes do nome, titulo da obra, edi¢do, imprensa (local de
publicacdo, editora e ano de publicacdo), descrigdo fisica (n°s
paginas ou volumes), notas especiais.

Exemplo:

Naoum, P. C. Hemoglobinopatias e talassemias. Sdo Paulo: Sarvier;
1997. 171 p.

Capitulo de Livro

Ultimo sobrenome do (s) autor (s) da parte referenciada, seguido
das iniciais dos outros componentes do nome titulo da parte
referenciada, ultimo sobrenome do (s)autor (s) da publicagdo
(precedido por In:), titulo da publica¢do, nimero da edig@o, local
de publicacdo, editor, ano de publicagdo, pagina inicial e final da
parte referenciada e/ou volume.

Exemplo:

Mansfield, J.M. Non pathogenic trypanosomes of mammals. In:
Kreier, J.P,, editor. Parasitic protozoa I Taxonomy, kinetoplastids,
and flagellates of fish. New York: Academic Press; 1977. p.297-
327.

Gomes, S. Informatica e soberania. In: Benakouche, R.(org.). A
questdo da informatica no Brasil. Sdo Paulo: Brasiliense; 1985.
p.30-36.

Dissertagdes ¢ Teses

Silva, R.M. ELISA-IgG em Estudos Epidemiologicos da
Esquistossomose Mansdnica em Area de Baixa Endemicidade:
Comparacao com RIF-IgM e 0o Método Parasitologico Kato-Katz.
Sdo Paulo, 1998. [Dissertagdo de Mestrado - Faculdade de Saude
Publica, Universidade de Sdo Paulo].

Referéncia da Internet: ultimo sobrenome do(s) autor(es) do “site”
seguido das iniciais dos outros componentes do nome, titulo do
artigo, titulo do periddico (se for o caso), (em negrito e abreviado),
nome do “site” entre colchetes. Data da consulta.

Exemplo:

Trucksess, M.W.; Chou, J. P.; Young, K.; Page, S. W.
Determination and survey of ochratoxin A in barley, green coffee
and roasted coffee. FDA Science Forum Poster Abstract,
[http://Vm.cfsan.fda.gov/~frf/forum 97/97 A 30.htlm]. 5 maio 1997.

DA PUBLICACAO

1. Os trabalhos destinados a publicagdo na Revista do Instituto
Adolfo Lutz deverdo ser encaminhados a Biblioteca do Instituto
Adolfo Lutz, Setor de Publica¢Ges.

2. A publicagdo de artigos na Revista estd condicionada a
aprovagdo da Comissdo de Redacdo de Publicagdes Oficiais do
Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor alteragdes no
original. Este original s serd aceito quando tiver o visto desta
comissdo.

3. Todo trabalho entregue para publicagdo devera ser assinado
pelo autor e trazer enderego para correspondéncia ou enderego
eletronico. No caso de mais de um autor, devera ser expressamente
indicado o responsavel pela publicacdo.

4. Os trabalhos serdo publicados em ordem cronoldgica de
aprovagdo, salvo o caso especial de nota prévia, que tera
prioridade.

5. A data de recebimento e a de aprovacdo do artigo constardo
obrigatoriamente no final do mesmo.

6. As provas tipograficas serdo revisadas pela Comissdo de
Redagdo de Publicagdes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comissao se reserva o direito de introduzir alteracdes nos
originais, visando a manuten¢do da homogeneidade e a qualidade
da publicagdo, respeitando, porém, o estilo ¢ as opinides dos
autores.

7. E permitida a reprodugio, no todo ou em parte, de artigos
publicados na Revista do Instituto Adolfo Lutz, desde que sejam
indicados a origem e o nome do autor, de conformidade com a
legislagdo sobre direitos autorais.

DA DISTRIBUICAO

A Revista Adolfo Lutz ¢é distribuida gratuitamente a entidades
governamentais, culturais, ou em permuta de periodicos nacionais
ou estrangeiros.
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EDITORIAL

Ao comemorar o sexagésimo ano da criagdo da REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ, nio
podemos deixar de resgatar alguns trechos do editorial, escrito por J. P. Carvalho Lima, ent3o Diretor do Instituto,
publicado no primeiro nimero.

“O Instituto Adolfo Lutz é o Laboratorio Central de Saude Publica do Departamento de Saiude de Sao
Paulo. Criado pelo decreto-lei n® 11.522, de 26 de outubro de 1940, substituiu na organizagao sanitaria do Estado
o antigo e tradicional Instituto Bacteriologico, que desde sua funda¢do em 1892, vinha desempenhado,
integralmente, as fungdes de laboratdrio de Satide Publica. Além de suas antigas atribuigdes, teve novos encargos,
com a incorporacao do Laboratorio Bromatoldgico do Estado.

A Lein®43,de 18 de julho de 1892, autorizou a despesa para a montagem dos Laboratdrios Bacteriologicos,
Vacinogénico, o de Analises Quimicas ¢ o Laboratdrio Farmacéutico. A direcdo foi confiada a Felix Le Dantec,
biologista francés, discipulo de Pasteur. Le Dantec iniciou a sua atividade nao so no terreno das praticas, como
no campo das investigagdes cientificas. Foram seus assistentes Adolfo Lutz, Artur de Mendonga e Bonilha de
Toledo. Promissores corriam os trabalhos quando Le Dantec teve que regressar a Franga, assumindo a dire¢do
Adolfo Lutz que, desde 1885, investigava diferentes ramos da biologia.

A nomeagdo de Lutz para o Instituto Bacteriologico, em 18 de Margo de 1893, marcou o inicio da
Microbiologia no Brasil. Dificilmente se penetra num assunto de microbiologia ou de protozoologia, sem que por
ai tenha passado Lutz

Em Novembro de 1908 deixa Lutz o Instituto Bacteriologico de Sdo Paulo e, a convite de Osvaldo Cruz,
inicia nova e proveitosa fase de investigagdes experimentais em nosso pais.

O Instituto Bacterioldgico perdeu Lutz, mas a figura do mestre jamais se apagou do espirito dos seus
discipulos. Seu amor ao trabalho, seu devotamento a ciéncia ficaram como exemplo.

Ao lado do papel altamente beneficiador dos interesses do Departamento de Saude e das necessidades
gerais que pela evolug@o normal do Estado lhe foram impostas, o Instituto Adolfo Lutz levara avante o seu
programa cientifico. A lei que o reorganizou, conservou-lhe, alem de outras, a responsabilidade do estudo da
etiologia das epidemias e endemias e das epizootias que se transmitem ao homem, caracteristica que fez do
antigo Instituto Bacterioldgico um estabelecimento de renome universal. E se o diagnostico das moléstias infecciosas
¢ os meios de defesa do organismo necessitam de cuidados especiais, ndo menos importantes sdo os estudos
que se deverdo realizar em torno da Bromatologia e da Quimica. As duas ciéncias - Bacteriologia e Quimica -
marcham unidas nas investiga¢cdes modernas.

Para divulgar essas pesquisas, apresentamos hoje a REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ que,
preenchendo uma enorme lacuna, satisfaz, também, a uma das maiores aspiragdes dos discipulos de Lutz. Sera,
finalmente, o testemunho de que o espirito do grande biologista ainda dirige a sua escola”.

A Revista do Instituto Adolfo Lutz editou 120 volumes e publicou 897 artigos cientificos, em sua grande
maioria foram pesquisas desenvolvidas no proprio Instituto. O volume de trabalhos publicados pelos cientistas
que passaram ou que ainda se encontram no Instituto, deixam claro que o espirito de Lutz continua vivo, sua
dedicacdo e devotamento a pesquisa permanecem entre os que o sucederam e ficardo registradas na historia da
evolugdo da ciéncia. Como visualizado por Carvalho Lima “O Instituto Adolfo Lutz tem, portanto, mais um
dever o cumprir - Pesquisar”. A Revista tem assim possibilitado a divulgagdo do grandioso trabalho desenvolvido
pelo IAL, em beneficio da ciéncia, da pesquisa, do diagnostico laboratorial e, principalmente, a preocupagdo com
a populacdo do Estado de Sdo Paulo e do Brasil.

COMISSAO DE REDACAO DAS PUBLICACOES OFICIAIS DO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
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RESUMO. O controle da esquistossomose no Estado de Sdo Paulo iniciou-se ao final da década de 60,
tendo como linhas mestras o uso de moluscidas e a de quimioterapia. Apesar da aparente reducdo nos
niveis de infeccdo, o Sistema de Vigilancia Epidemioldgica do Estado tem registrado continuamente casos
autdctones da doenga, tendo-se observado ampliagdo das areas de transmissao. Com o objetivo de
buscar-se método diagndstico mais sensivel para fins epidemioldgicos em areas de baixa endemicidade,
onde o exame de fezes se mostra pouco eficiente, uma técnica sorologica foi avaliada em quatro areas
consideradas endémicas para Schistosoma mansoni (Sm) no Estado. Amostras de fezes e de sangue
absorvido em papel-filtro foram coletadas de populagdes de quatro areas de transmissdo com diferentes
perfis epidemiologicos, acompanhando-as, por um periodo de 2 anos, com cinco inquéritos, a intervalos
semestrais. Dados de prevaléncia e incidéncia obtidos pela aplicagdo da reagdo de imunofluorescéncia
para anticorpos IgM contra tubo digestivo de Sm (RIF-IgM) e do exame de fezes (Kato-Katz) foram
analisados comparativamente nas quatro areas estudadas. Foi possivel diferenciar os niveis de endemicidade
das areas estudadas com maior sensibilidade que pelo método parasitologico e detectar sazonalidade em
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algumas das areas, através da observacao de taxas de soroconversao de RIF-IgM. Esta soroconversdo,
passando de negativo para positivo, indicando provavel infec¢do recente, foi mais freqiiente nos inquéritos
realizados no 1° semestre do ano (pos-verao). A RIF-IgM demonstrou ser util para estudos epidemiologicos
da esquistossomose, podendo constituir método diagnoéstico, tanto na fase aguda como cronica.

PALAVRAS-CHAVE. Esquistossomose; anticorpos IgM; epidemiologia; controle; baixa endemicidade.

INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni no estado de Sdo Paulo
caracteriza-se como uma doen¢a de pouca gravidade, com
manifestacdes clinicas vagas e pouco especificas, devido a baixa
carga parasitaria na maioria dos individuos infectados. Esta
caracteristica, além de impor limitagdes no que diz respeito ao
diagnostico clinico e parasitologico da doenga, dificultando seu
controle e erradicagdo, faz com que as populacdes infectadas
ou sob risco de infec¢do ndo se preocupem com a sua ocorréncia
e com as possiveis conseqiiéncias a médio e a longo prazo.
Destaca-se a sua expansdo a areas antes indenes ¢ a sua urba-
nizagdo, que vem se intensificando nos ultimos anos, com o
aparecimento da transmissdo da doenca em cidades de maior
porte, principalmente em areas peri-urbanas®?!'. O método mais
utilizado em inquéritos é o exame de fezes, pela técnica de Kato-
Katz?°, mas este mostrou ser pouco eficiente no diagndstico de
individuos que eliminam menos que 100 ovos/g fezes>!%?’, carga
esta correspondente & maioria dos casos nas areas endémicas
do estado. As técnicas de deteccdo de antigenos circulantes
também nao tém demonstrado sensibilidade suficiente para
diagnéstico de individuos com baixos niveis de infecgdo®.
Assim, as técnicas de detec¢do de anticorpos continuam a
constituir instrumento de valor indubitavel a serem usadas em
estudos populacionais e a sua incorporagdo se faz impres-
cindivel nos programas de controle da esquistossomose em
areas de baixa endemicidade, como as encontradas no estado
de Sdo Paulo!>!%1827 Em nossa experiéncia, em algumas regides
do estado, temos observado que os indices de prevaléncia mais
elevados revelados pelos testes imunodiagnosticos, quando
comparados aos obtidos pelo exame parasitologico de fezes, se
devem fundamentalmente a baixa sensibilidade do tltimo e que
os fatores que aumentam a sensibilidade deste exame, como a
repeticao do exame em maior niimero de amostras fecais, reduzem
essa diferenga!®',

O controle da esquistossomose no estado de Sdo Paulo
foi implementado em 1968-1969 pela Secretaria do Estado da
Saude, tendo como linhas mestras a quimioterapia seletiva e
uso de moluscocidas'*!. Desde entéo, o Programa de Controle
tem-se baseado no método parasitologico de fezes, segundo
Kato-Katz, como método de diagndstico unico, para a selecao
dos individuos a serem submetidos & quimioterapia. Estas
medidas reduziram os niveis de transmissao no estado, mas
esta continua a ocorrer nas varias areas do estado de Sdo Paulo
consideradas como de risco para a esquistossomose. As ativi-
dades de controle vém sendo desenvolvidas nas seguintes

2

regides do estado: Vale do Rio Paraiba do Sul, vale do Rio Ribeira
de Iguape, Baixada Santista, litoral Sul, Vale do Paranapanema e
areas metropolitanas de Sdo Paulo e Campinas. De todas essas
regides, a area dos municipios de Pedro de Toledo e Itariri, no
vale do Ribeira, vém sendo uma das mais ativamente pesquisadas
e controladas®’**, O controle da esquistossomose em Pedro
de Toledo foi iniciado em 1968 pela Campanha de Combate a
Esquistossomose da Secretaria de Satide do Estado de Séo
Paulo, tendo a Superintendéncia de Controle de Endemias-
SUCEN dado continuidade a partir de 1976. Apesar dos esforcos,
ataxa de prevaléncia que era de 4,0% em 1970 subiu para 12,0%
em 1978, sendo que 85% dos portadores eram autoctones desses
municipios. O indice de infec¢do de Biomphalaria tenagophila,
unica espécie de hospedeiro intermediario para Schistosoma
mansoni na area permaneceu o mesmo, ao redor de 1%’. Em
virtude desses achados, em colaboragdo com pesquisadores da
Universidade Estadual de Campinas, da SUCEN e do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo, iniciou-se em 1980, pesqui-
sas e controle mais intensos da endemia na area em questao.
Gragas aos esforgos conjugados e integrados dos diferentes
setores da sociedade, pesquisadores e planejadores em saude,
liderangas comunitarias e politicos locais determinados na
sustentacdo do programa, que incluia exame de fezes anual,
quimioterapia seletiva, uso de moluscocida, educacao sanitaria
e obras de saneamento, foi possivel uma drastica redugdo nos
indices de prevaléncia em Pedro de Toledo durante os onze
anos de estudo. Todavia, a persisténcia de uma taxa de pre-
valéncia residual sugere a existéncia de varios fatores res-
ponsaveis pela manuten¢do da endemia, destacando-se, entre
outros, a reinfec¢do, a falha terapéutica, resisténcia da cepa de
S. mansoni a droga utilizada, contribui¢do de hospedeiros de-
finitivos nao-humanos e de portadores migrantes e nao-de-
teccdo de portadores devido a baixa sensibilidade do exame de
fezes. Com relagdo a este ultimo, na tentativa de se encontrar
metodologias diagnoésticas alternativas, uteis e viaveis para
aplicagdo em trabalhos de campo na esquistossomose, 0s
resultados obtidos por duas técnicas imunodiagndsticas, de
intradermo-reagdo ¢ de imunofluorescéncia indireta em cortes
de vermes de S. mansoni congelados para detecgdo de anti-
corpos IgG, foram analisados comparativamente aqueles
encontrados pelo método de Kato-Katz, pelo qual, em 1980,
através da leitura de trés laminas por amostra de fezes, quando
a prevaléncia de S. mansoni na populagdo de Pedro de Toledo
foi de 22,8%. A partir desta analise, conhecendo-se a sen-
sibilidade e especificidade do método de Kato-Katz e das duas
técnicas imunodiagnoésticas, foi possivel elaborar um modelo
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probabilistico que permitiu estimar, na época, a prevaléncia
verdadeira da esquistossomose em Pedro de Toledo em 44,3%°.

A partir de 1991, tendo em vista os bons niveis de
sensibilidade e especificidade demonstrados pela reacdo de
imunofluorescéncia em cortes parafinados de vermes para
deteccao de anticorpos IgM contra antigenos de tubo digestivo,
tanto para diagnostico da esquistossomose aguda como
cronica'®*, passamos a avaliar a potencialidade desta técnica,
RIF-IgM, para aplicagdo em estudos de campo. A possibilidade
de detectar esses anticorpos em amostras de sangue coletadas
em papel-filtro tornou a RIF um teste de aplicag@o mais pratico,
tendo em vista a grande estabilidade a temperatura ambiente
dos cortes de vermes de Schistosoma mansoni, fixados em
solugdo de Rossman e incluidos em parafina, facilitando seu
armazenamento ¢ distribui¢do e ainda viabilizando a execugio
da RIF por laboratdrios que ndo mantinham o ciclo do parasita.

O presente trabalho compara os dados soroepidemio-
logicos de cinco grupos de individuos selecionados para a
avaliacdo da RIF-IgM, como instrumento diagndstico para
estudo da dindmica da transmissdo da esquistossomose em
quatro das regides consideradas importantes para a esquistos-
somose no estado de Sdo Paulo: Vale do Rio Ribeira de Iguape
(Vale do Ribeira), Regido Metropolitana de Sdo Paulo (Grande
Sao Paulo), Regido Metropolitana de Campinas (Campinas) e
Vale do Rio Paraiba do Sul (Vale do Paraiba), todas elas tendo a
B. tenagophila como tnica espécie descrita como hospedeiro
intermedidrio.

MATERIAL E METODOS

1. Areas de estudo e inquéritos soro-coproscopicos
Foram obtidas nas seguintes localidades:

1.1. No municipio de Itariri, no Vale do Ribeira: foi
selecionado para este estudo um grupo de escolares que
freqlientavam quatro escolas de primeiro grau, duas situadas
na localidade Ana Dias, uma em Raposo Tavares ¢ uma em Caixa
D’Agua, localidades rurais vizinhas, as quais apresentavam os
indices de prevaléncia para S. mansoni mais elevados dentro do
municipio em questdo, de acordo com o censo coproldgico
realizado em 1990. Nesse mesmo censo, a prevaléncia da
esquistossomose autoctone no municipio foi avaliada em 3,1%,
variando de 0,0 a 9,2% nas diferentes localidades. Cerca de 68,0%
dos casos detectados na regido puderam ser classificados como
autoctones do estado, com a infec¢do sendo adquirida no mesmo
ou nos municipios vizinhos na maioria deles. Biomphalaria
tenagophila é a unica espécie de caramujo descrita como
hospedeiro intermediario na area. Amostras de fezes e de sangue
em papel-filtro foram coletadas das criangas matriculadas nas
quatro escolas selecionadas, em cinco inquéritos, realizados a
intervalos semestrais, de abril de 1991 a abril de 1993,
acompanhado-se os escolares por um periodo de 2 anos através
de métodos parasitologico (Kato-Katz) e sorologico (RIF-IgM).
Resultados deste estudo foram publicados anteriormente'>!6.

1.2. No municipio de Ribeirdao Pires, na Regido
Metropolitana de Sao Paulo: foi escolhido um grupo de escola-
res residentes na localidade Jardim Mirante, onde nos ultimos
anos foram notificados seis casos autoctones de esquis-
tossomose, sendo dois deles detectados através de censo
coproscopico dirigido a escolares e os demais notificados pela
rede de Saude Publica. Os ultimos focos ativos, isto €, com
presenca de planorbideos infectados com cercarias de S.
mansoni, foram detectados na Regido Metropolitana de Sao
Paulo (RMSP), em 1984, nos municipios de Ribeirao Pires e
Guararema. A grande maioria dos casos de esquistossomose
notificada na RMSP ¢ importada de outros estados, prin-
cipalmente Bahia, Minas Gerais e Pernambuco. Entretanto, os
dados disponiveis na SUCEN levam a crer que a transmissao
autdctone da esquistossomose ocorreu nos ultimos 10 anos em
23 municipios da RMSP, embora em niveis muito baixos e de
maneira esporadica. A analise dos casos autdctones na RMSP,
feita através das fichas de investigagdo epidemiologica, dos
censos coprologicos e das pesquisas planorbidicas, revela que
a transmissdo da esquistossomose ndo estaria restrita ao “foco”
e que na verdade varios criadouros pareciam estar relacionados
aocorréncia de “casos”, embora ndo se conseguisse demonstrar
a presenca de caramujos infectados em repetidas pesquisas. Os
escolares desta regido foram acompanhados por métodos
parasitologico (Kato-Katz) e sorologico (RIF-IgM) em cinco
inquéritos, realizados a intervalos semestrais, de outubro de
1992 a outubro de 19942,

1.3. No municipio de Campinas, na Regido Metropolitana
de Campinas: foi selecionado um grupo de estudantes de uma
escola do bairro Vila Costa e Silva, no Distrito de Bardao Geraldo.
Na Regido Administrativa de Campinas, entre 1981 ¢ 1990, apds
uma diminui¢do inicial, observou-se aumento do nimero de
casos autoctones, ¢ isto se deve principalmente a uma ampliagdo
da area de transmissdo na regido ¢ ndo necessariamente a um
aumento do nivel de transmissdo nos municipios onde a
esquistossomose ja estava instalada. A transmissdo parece
ocorrer, na grande maioria dos casos, na area peri-urbana dos
municipios. Campinas, municipio sede da regido, foi o primeiro a
apresentar casos de esquistossomose, com autoctonia com-
provada, ja em 1960, ¢ ¢ hoje o que apresenta maior nimero de
casos autoctones na regido. Apesar da ampliagdo da area de
transmissdo, ndo se tem, pela avaliagdo dos dados disponiveis,
indicag@o de aumento dos niveis de transmissdo nos locais mais
antigos. Nos bairros que constituem a area do distrito de Bardo
Geraldo, uma das areas do municipio de Campinas com niveis
de transmissdo aparentemente mais elevados, situado na regido
norte da cidade, em zona urbana, foram notificados 264 casos
autoctones, entre 1979 € 1990. Nesse distrito, Vila Costa e Silva
foi o bairro que concentrou maior niimero de casos autoctones
(121 casos) no periodo. A partir de 1984 o niimero de casos
autdctones notificados diminuiu; exames de fezes realizados em
1990 entre escolares do bairro mostrou prevaléncia de 0,0%. Os
escolares desta regido foram acompanhados por métodos
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parasitologico (Kato-Katz) e sorologico (RIF-IgM) em cinco
inquéritos, realizados a intervalos semestrais, de outubro de
1993 a outubro de 1995%.

1.4. Nos municipios de Pindamonhangaba e de Piquete,
no Vale do Paraiba: Amostras de fezes e de sangue em papel
filtro foram coletadas com intervalos semestrais, em cinco
inquéritos, no periodo de dezembro de 1993 a dezembro de 1995,
de toda a populagdo da Fazenda Colmeia, em Pindamonhangaba,
e da Vila Cristiana, em Piquete, representando respectivamente
areas de transmissdo antiga e recente de esquistossomose no
Vale do Rio Paraiba do Sul. Nesta regido a parasitose ocorre em
nove municipios, sendo esta a area no estado de Sdo Paulo com
maior nimero de casos autoctones registrados no periodo de
1981 a 1990. A média dos casos notificados por ano ¢ de cerca
de 400, dos quais 60% sdo classificados como autoctones. Os
primeiros casos autoctones do Vale do Paraiba surgiram por
volta de 1956, sendo que a histdria da esquistossomose na
fazenda Colmeia deve ter-se iniciado nessa época, enquanto a
da Vila Cristiana deve ter comecado na década de 80. A Fazenda
Colmeia fica numa éarea de varzea e sua populagdo tem como
atividade economica principal a rizicultura. Vila Cristiana é uma
area periurbana e o acometimento da esquistossomose estaria
associada principalmente a atividades de lazer>.

2.Reacao de imunofluorescéncia (RIF)

A RIF foi realizada utilizando-se, como antigeno, cortes
de vermes adultos fixados em solu¢do de Rossman e incluidos
em Paraplast®, para detec¢io de anticorpos IgM, de acordo com
metodologia ja descrita®. Os eluatos, obtidos a partir das
amostras de sangue absorvido em papel-filtro'!, foram utilizados
na dilui¢do 1/16 e incubados por 45 minutos a 37° C, em camara
umida. Os conjugados anti-IgM com fluoresceina (Biolab, RJ —
Brasil) foram diluidos segundo seus titulos 6timos. As leituras

foram realizadas em microscopio de fluorescéncia, sendo
consideradas positivas as reagcdes que apresentaram estruturas
fluorescentes apenas no tubo digestivo dos vermes, como ja
descrito em trabalhos anteriores'>°.

3. Exame de fezes

Uma amostra de fezes por individuo, em cada inquérito,
foi submetida a exame pelo método de Kato-Katz?. O mimero de
ovos por grama de fezes foi determinado através da médias das
contagens encontradas em trés laminas.

4. Analise estatistica

Um banco de dados foi organizado para o armazenamento
dos dados pessoais, clinicos e laboratoriais, utilizando-se o
programa Epi-Info. O mesmo programa foi usado para analisar
os resultados obtidos nos cinco inquéritos®.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra os dados de prevaléncia para diferentes
helmintos e a Tabela 1 o numero de individuos envolvidos no
projeto e as respectivas faixas etarias para as cinco localidades
selecionadas para o presente estudo. Com relagio ao tratamento
anterior com droga esquistossomicida, as porcentagens
encontradas para as duas populacdes do Vale do Paraiba sdo
apenas estimativas.

De acordo com os dados da Tabela 1 em duas areas, Vale
do Ribeira e Campinas, o nimero de amostras de sangue
submetidas ao teste soroldgico foi maior que o de fezes
examinadas, enquanto nas duas outras areas, Grande Sao Paulo
e Vale do Paraiba, observa-se o inverso.

A populag@o com niveis mais elevados de positividade
para S. mansoni, segundo os dados encontrados tanto pelo
método parasitologico como soroldgico, foi a do Vale do Ribeira,
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Figura 1. Indices de prevaléncia para helmintiases nas diferentes areas de estudo (dados do primeiro inquérito realizado em cada

uma das populac¢des estudadas)
Regides = vide Tabela 1
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Tabela 1. Alguns dados das populacdes estudadas nas diferentes areas de estudo (dados do primeiro inquérito).

Vale do Paraiba

Vale do Ribeira® Grande Sdo Paulo® Campinas®
1¢ 2¢
N° de participantes 628 402 466 456 846
(Masc/Fem) (328/300) (207/195) (236/230) (216/240) (348/498)

Periodo de estudo 04/91 a 04/93

Faixa etaria 5-18 anos 5-18 anos
N° amostras submetidas 513 400
ao Kato-Katz

N° amostras submetidas 627 377
ao RIF-IgM

% tratamento anterior 19,4% 0,0%
para esquistossomose (122/506) (0/402)

(Sim/N3ao)

10/92 a 10/94

10/93 a 10/95 12/93 a 12/95

0-18 anos 0-88 anos 0-86 anos
255 409 722
426 344 620
0,0% 8,3% 5,4%

(0/466) (38/418) (46/800)

a = Localidades de Ana Dias, Raposo Tavares e Caixa D’Agua, no municipio de Itariri; b = Jardim Mirante, no municipio de Ribeirdo Pires; ¢ = Vila Costa
e Silva, no municipio de Campinas; d = Fazenda Colmeia, no municipio de Pindamonhangaba; e = Vila Cristiana, no municipio de Piquete.

seguida pelas duas populagdes estudadas do Vale do Paraiba.
A positividade observada nas outras duas areas foi muito baixa

(Figura 2).

As porcentagens de positividade obtidas pelos métodos
parasitologico e soroldgico, nos cinco inquéritos realizados,
com intervalos semestrais, nas diferentes areas estudadas estdao
apresentados na Figura 3.

Foi possivel observar influéncia da infec¢do passada no
resultado da RIF-IgM, pois a porcentagem de positividade
sorologica foi significativamente maior nos individuos com
historia de tratamento anterior com droga esquistossomicida
(85,2%) que no grupo que ndo recebeu esse tratamento (49,5%).
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Dos 299 escolares do Vale do Ribeira que se submeteram
a RIF-IgM nos cinco inquéritos, 40,5% foram sorologicamente
positivos em todos os inquéritos e apenas 21,8% foram nega-
tivos durante todo o periodo de acompanhamento (Tabela 2).
Ocorréncia de viragem sorologica foi observada com maior
freqiiéncia nos inquéritos pos-verdo, em 10,7% dos casos do 2°
para o 3° inquérito e em 7,4% do 4° para o 5° inquérito, sendo
que o0 3° e o 5° inquérito foram realizados ambos no primeiro
semestre, apos as férias de verdo, respectivamente em 1992 ¢
1993. Nos inquéritos pds-inverno, as porcentagens de casos
com viragem sorologica foram baixas 2,0% e 1,0% res-
pectivamente do 1° para o 2° e do 3° para o 4° inquérito. A

B Kato-Katz
ZJRIF-IgM

VRibeira

Campinas VParaiba-2

regides

Figura 2. indices de positividade para esquistossomose por método parasitologico (Kato-Katz) e sorologico (RIF-IgM) nas

diferentes populagdes estudadas (dados do primeiro inquérito)



Kanamura, H.Y. et al. Estudo de anticorpos IgM para vigilancia epidemioldgica da esquistossomose mansoni em area de baixa endemicidade.

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 60(1):1-10, 2001

Grande Séao Paulo

(Ribeirdo Pires)

I Kato-Katz
ARIF-IgM

7

%
.
.
)
.
.
.
|
%
1s/93

Vale do Ribeira
(ltariri)

80

%
.
.
.
g
.
%
%
%
%
.
0
%
v
1s/94

7
%
/
.
0
|
.
.
%
0
|
|
2s/93

Positividade (%)

inquérito

Vale do Paraiba-1
(Pindamonhangaba)

Campinas

7
%
%
.
%
.
.
7
25793

7
.

.
|
.

.
1s/94

1s/95 2s/95

15194 25/94

SR

25194 2s/9

Vale do Paraiba-2
(Piquete)

é
o
.
%
|
|
.
.
|
o
|
é
1s/95

40

.
.
|
|
.
%
.
|

%
é
/
.
%
.
)
% é
. | |
2s/95 2s/93

2
|
.
.
.
% ,
1s/94  25/04

%

/

%
2s/94

MY
AN\

N

Figura 3. Porcentagens de positividade para esquistossomose por método parasitoldgico (Kato-Katz) e soroldgico (RIF-IgM), nos
cinco inquéritos realizados, com intervalos semestrais, em cada uma das populac¢des estudadas

analise quanto a ocorréncia de soroconversao nas demais areas
ficou prejudicada pelo pequeno numero de casos com seguimento
soroldgico completo (Tabela 2). Entretanto, observando-se os
dados da Tabela 3, foi possivel detectar diferencas nas taxas de
soroconversdo nos diferentes periodos, indicando possivel
ocorréncia de sazonalidade na transmissdo da esquistossomose,
também na localidade Fazenda Colmeia, no Vale do Paraiba. Nesta
localidade, taxas elevadas de soroconversao foram observadas
do 1° para 0 2° e do 3° para 0 4° inquérito, sendo que os inquéritos
2° ¢ 4° foram realizados ambos no primeiro semestre, apos as
férias de verdo, respectivamente em 1994 ¢ 1995. Nas demais
areas, as diferencas observadas nas taxas de soroconversao
foram pouco expressivas (Tabela 3).

DISCUSSAO

No presente trabalho, a RIF-IgM foi avaliada com o
objetivo de se verificar sua potencialidade para estudo da
dindmica de transmisso da esquistossomose em areas de baixa
endemicidade. Em trabalhos anteriores'>'**, foi demonstrada a
boa sensibilidade desta reagdo para diagndstico tanto da
esquistossomose aguda como cronica, assim como sua excelente
especificidade com soros de individuos clinicamente sadios ou
mesmo com outras infec¢des parasitarias.

Em todos os inquéritos, nas diferentes areas estudadas,
os indices de positividade pela RIF-IgM foram significativamente
mais elevados que os encontrados pelo Kato-Katz (Figura 3).
De fato, nos varios estudos soroepidemioldgicos realizados no
Brasil ou no exterior, empregando diferentes métodos
sorologicos e parasitoldgicos, os autores tém encontrado indices

6

de prevaléncia de 2 a 5 vezes mais elevados pelo primeiro que
pelo segundo método®1427:2829.32,

E interessante observar neste trabalho diferencas nas
dificuldades encontradas com relagdo a coleta de material clinico
para os exames laboratoriais nas varias localidades. Nas areas
do Vale do Ribeira e de Campinas ficou favorecida a obtengdo
de amostras de sangue, enquanto na Grande Sao Paulo ¢ no
Vale do Paraiba, a de fezes (Tabela 1). Tais diferengas podem
estar relacionadas as caracteristicas sociais ¢ culturais das
populagdes estudadas, mas deve-se levar em conta também as
formas de treinamento e capacitacdo das equipes de campo,
assim como dos recursos alocados para esta fase do projeto
nas diferentes areas.

O estudo de acompanhamento sorologico com a RIF-
IgM possibilitou diferenciar os niveis de endemicidade das areas
estudadas com maior sensibilidade que pelo método
parasitologico e detectar ocorréncia de sazonalidade na
transmissdo da esquistossomose na populagdo escolar de Itariri,
no Vale do Ribeira, ¢ na Fazenda Colmeia, no Vale do Paraiba.
Nestas populagdes, taxas de soroconversao mais elevadas foram
observadas nos inquéritos pos-verdo, quando comparadas com
as taxas encontradas nos inquéritos pds-inverno (Tabelas 2 e
3). Nas areas da Grande Sdo Paulo ¢ de Campinas, tendo em
vista os baixos indices de positividade soroldgica, pela RIF-
IgM (Figura 3), confirmando os dados de prevaléncia
parasitologica extremamente reduzidos encontrados pelo método
de Kato-Katz, pode-se sugerir como sendo pequeno o risco de
exposi¢ao das criangas ao S. mansoni. Nestas duas areas ndo
foram observadas diferengas nas taxas de soroconversdo nos
diferentes periodos (Tabela 2 ¢ 3). Nos poucos casos em que
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Tabela 2. Numero e porcentagem (%) de casos para cada combinagado de resultados do teste sorologico
(RIF-IgM), nos cinco inquéritos realizados, da populagdo examinada nas diferentes areas de estudo.

Resultado da RIF-IgM Numero (%) de casos p/ cada combinagdo de resultados
em cada inquérito Da RIF-IgM, em cada uma das areas de estudo

Vale do Paraiba

1° 2° 3° 4° 5° Vale do Ribeira®  Grande Sdo Paulo® Campinas® ;
1 2¢
N* N N N N 65 (21,8%) 151 (93,2%) 69 (95,8%) 41 (56,9%) 54 (79,4%)
p* P P P 121 (40,5%) 6 (3,7%) 0 14 (19,4%) 6 (8,8%)
N P P P P 6 (2,0%) 2 (1,2%) 0 2 (2,8%) 6 (8,8%)
N N P P P 32 (10,7%) 0 0 1 (1,4%) 0
N N N P P 3 (1,0%) 0 0 0 1 (1,5%)
N N N N P 22 (7,4%) 0 0 0 0
P N N N N 1 (0,3%) 1 (0,6%) 0 1 (1,4%) 0
P P N N N 0 0 0 0 0
P P P N N 0 0 0 0 0
P P P P N 2 (0,7%) 1 (0,6%) 0 1 (1,4%) 0
P P P N P 15 (5,0%) 0 0 0 0
P N P P P 11 (3,7%) 0 0 0 0
P N P N P 6 (2,0%) 0 0 0 0
P N N N P 4 (1,3%) 0 0 0 0
P P N P P 2 (0,7%) 0 2 (2,8%) 4 (5,6%) 0
P P N N P 1 (0,3%) 0 0 0 0
P P N P N 0 0 0 0 1 (1,5%)
N N P N P 4 (1,3%) 0 0 0 0
N N P N N 2 (0,7%) 0 0 0 0
N N P P N 1 (0,3%) 0 0 0 0
N P N N P 1 (0,3%) 0 0 0 0
N P P P N 0 1 (0,6%) 0 0 0
N P P N P 0 0 1 (1,4%) 1 (1,4%) 0
N P N P P 0 0 0 3 (4,2%) 0
N P N N N 0 0 0 4 (5,6%) 0
TOTAL 299 (100%) 162 (100%) 72 (100%) 72 (100%) 68 (100%)

a, b, ¢, d, e = Vide Tabela 1
* = Resultado Negativo (N) ou Positivo (P) para RIF-IgM
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Tabela 3. Numero de casos com ocorréncia de viragem soroldgica em dois inquéritos subsequentes, isto €, alternando de RIF-IgM
negativo para positivo, independentemente do resultado sorolégico nos inquéritos anteriores ou posteriores.

Resultado da RIF-IgM
em cada inquérito

Numero (%) de casos com viragem sorologica
em cada uma das areas de estudo

Vale do Paraiba

1° 2° 3° 4° 5° Vale do Ribeira® Grande Sio Paulo® Campinas®
1¢ 2¢

N*  pP* ? ? ? 9 4 7 27 17
(4,9%) (80,0%) (41,2%) (64,3%) (47,2%)

? N P ? ? 73 1 3 1 8
(39,7%) (20,0%) (17,6%) (2,4%) (22,2%)

? ? N P ? 15 0 5 13 8
(8,1%) (29,4%) (30,9%) (22,2%)

? ? ? N P 87 0 2 1 3
(47,3%) (11,8%) (2,4%) (8,3%)

Total 184 5 17 42 36

(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

a, b, ¢, d, e = Vide Tabela 1
* = Resultado Negativo (N) ou Positivo (P) para RIF-IgM

mudanga de sorologia negativa para positiva foi detectada entre
dois inquéritos subsequentes, ndo se conseguiu confirmar a
ocorréncia de possivel soroconversdo por causa das flutuagoes
nos resultados da RIF-IgM ou por falha no seguimento soro-
loégico apos a viragem sorologica. Em alguns individuos, em
geral com niveis de anticorpos muito baixos, proximos a diluigdo
de corte, oscilagdes nos resultados da RIF-IgM de negativo
para positivo e vice-versa eram ocasionalmente observadas. A
elevada porcentagem de individuos com resultado sorolégico
negativo nos cinco inquéritos nas areas da Grande Sao Paulo e
Campinas, respectivamente 93,2% e 95,8% (Tabela 2), confirmam
o baixo nivel de infec¢do nestas localidades.

Vale ainda analisar comparativamente os resultados
encontrados nas duas localidades do Vale do Paraiba, sele-
cionadas para o presente estudo. Indices de positividade mais
elevados tanto pelo método parasitologico como sorologico
(Figura 3) foram observados na Fazenda Colmeia, area de trans-
missdo mais antiga (década de 50) que na da Vila Cristiana
(década de 80). Os percentuais de positividade para RIF-IgM
subiram acentuadamente até as idades de 10 a 14 anos nas duas
populagdes, mas na primeira estes indices mantiveram-se eleva-
dos nas demais faixas etarias, enquanto na segunda, obser-
vou-se queda a partir das idades de 15 a 19 anos (dados ndo
apresentados). Essas diferencas podem ainda ser justificadas
por padrdes de aquisicdo da infeccdo distintos nas duas areas,

8

associada ao trabalho de rizicultura, que envolve populagdo
economicamente ativa, em Colmeia, € ao lazer, em Vila Cristiana,
envolvendo populagdo mais jovem °.

O niimero relativamente grande de casos positivos para
RIF-IgM e negativos para Kato-Katz nas quatro areas estudadas
pode estar associado a diferentes fatores, entre eles podemos
citar: maior sensibilidade do método soroldgico, falha do método
parasitologico nos casos de baixa carga parasitaria, reagdes
cruzadas com outros parasitas ou com cercarias de vida livre e
permanéncia de anticorpos nos individuos com infec¢@o anterior.
Todos estes fatores precisam ser melhor investigados para uma
interpretagdo mais acurada dos dados soroepidemioldgicos
encontrados nas diferentes areas, de modo a permitir a obtengéo
de um resultado mais proéximo da realidade. Todavia, apesar
destas limitagdes, tendo em vista a excelente sensibilidade ja
demostrada pela RIF-IgM na detecgdo de casos de esquistosso-
mose numa fase bem precoce, esta técnica constitui, sem duvida,
instrumento valioso para se estudar a dindmica de transmissdo
da esquistossomose em areas de baixa endemicidade. A RIF-
IgM pode ser util para a selecdo de casos a serem posteriormente
comprovados por exames parasitologicos exaustivos e contribuir
para incrementar os programas de controle ¢ de vigilancia epide-
miologica da esquistossomose, principalmente em regides antes
indenes, como por exemplo no Rio Grande do Sul, onde foi pela
primeira vez descrito um foco da endemia'?.
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ABSTRACT. The control of schistosomiasis in the State of Sdo Paulo started at the end of the sixties. The
main control measures included the application of molluscicides and chemotherapy. Despite the apparent
decrease of the infection levels, the Epidemiological Vigilance System of the State has continually recorded
cases of the disease, and expansion of transmission areas has been observed. Since the stool examination
showed to be insufficiently sensitive for epidemiological purposes in areas with low transmission, a
serological technique was evaluated in four schistosomiasis endemic areas of the State with the aim of
finding a more efficient diagnostic method. For a period of two years, five follow-up measures of prevalence
and incidence rates were obtained for the four areas, through the stool examination (Kato-Katz method)
and detection of IgM antibodies to gut antigens by the immunofluorescence test (IgM-IFT) on filter paper
blood samples. The comparative analysis of the data showed the occurrence of seasonal transmission in
some of the studied areas, detected by the observation of differences in the seroconversion taxes.
Seroconversion from IgM-IFT negative to positive, indicating newly acquired Schistosoma mansoni
infection, was observed more frequently in surveys carried out after summer holidays. The IgM-IFT
proved to be a useful technique for epidemiological purposes in shistosomiasis, so that it can be applied
for diagnosis of both acute and chronic forms of the disease.

KEY WORDS. Schistosomiasis, IgM antibodies, epidemiology, control, low endemics.
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RESUMO. Entre os patdogenos entéricos que acometem os pacientes portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) estdo os protozodarios oportunistas Cryptosporidium sp € Isospora belli.
O objetivo deste estudo ¢ avaliar a freqiiéncia de criptosporidiose e isosporiase em pacientes soropositivos
para o HIV naregido de Ribeir2o Preto. Entre julho de 1990 a junho de 1997, foram examinadas no Instituto
Adolfo Lutz de Ribeirao Preto 3.340 amostras de fezes de 1.833 pacientes sintomaticos ou ndo, com idade
entre 10 meses e 55 anos, atendidos nos Ambulatorios de DST/AIDS do municipio. A freqiiéncia destes
protozoarios nas amostras de fezes foi de 9,3%. Foi observado que 207 (11,3%) dos pacientes estavam
parasitados, sendo que Cryptosporidium sp foi encontrado em 117 (6,4%) pacientes e Isospora belli em

81 (4,4%). Infecgdo concomitante por ambos os parasitas ocorreu em 09 (0,5%) dos pacientes.

PALAVRAS-CHAVE. Cryptosporidium sp; Isospora belli; AIDS; Ribeirdo Preto, SP.

INTRODUCAO

A diarréia ¢ a manifestacdo gastrointestinal mais comum
que acomete os pacientes com AIDS. Entre os agentes
etioldgicos da mesma, estdo os protozoarios oportunistas
Cryptosporidium sp e a Isospora belli. Estes parasitas
passaram a receber a aten¢do da comunidade médico-cientifica
¢ a serem melhor estudados, a partir da década de 70, com o
advento da AIDS.

A infeccdo pelo Cryptosporidium sp nos individuos
imunocompetentes geralmente ¢ autolimitada e de curso

benigno®>'%; no entanto, nos individuos imunocomprometidos
ela se manifesta de forma intensa, com quadros diarréicos
altamente espoliativos, podendo levar a desidratagéo, perda de
peso e evoluir para a sindrome de ma-absor¢do®>'%*. Nas
criangas, as manifestagdes clinicas sdo mais severas do que
nos adultos, principalmente nas menores de 1 ano de idade'.
Contudo, a duracdo e a severidade da infec¢do estdo diretamente
relacionadas com o estado imunitario do paciente®'*. Os
pacientes com AIDS podem apresentar um largo espectro clinico
da doenga com evolugdo para formas hepato-biliares®, pan-
creaticas’ e pulmonares'.

' Instituto Adolfo Lutz — Laboratério I de Ribeirdo Preto — Area de Parasitologia
* Enderego para correspondéncia: Instituto Adolfo Lutz — Laboratério I de Ribeirdo Preto — Rua Minas, 877. Campos Eliseos, Ribeirdo Preto CEP

14.085-410
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A transmissdo se faz através dos oocistos que podem
ser disseminados diretamente de pessoa a pessoa, homem-
animal e animal-homem. A contaminagao fecal de alimentos e da
agua tém contribuido para a alta prevaléncia da criptosporidiose
em areas com condigdes sanitarias deficientes®.

O tratamento nos casos mais graves exige a hos-
pitalizagdo do paciente para reposi¢cdo hidro-eletrolitica e
suplementagdo nutricional'*. Atualmente ainda ndo ha um
tratamento comprovadamente eficaz para a criptosporidiose.
Muitas drogas tém sido desenvolvidas e testadas, incluindo a
terapia antiretroviral®. Tzipori® pressupde que a razdo da faléncia
terapéutica deve-se ao fato de o parasita situar-se abaixo da
membrana celular, mas fora do citoplasma da célula, resultando
numa barreira para os medicamentos antimicrobianos e
antiparasitarios, ¢ que este fato deve ser considerado na
investigagdo de novas drogas terapéuticas.

A partir de 1996, o Ministério da Satde passou a fornecer
gratuitamente a terapia antiretroviral combinada, com a
introdug@o dos medicamentos inibidores da transcriptase reversa
e dos inibidores da protease em substituigdo a monoterapia®.
Esta nova terapéutica, associada ao acesso aos testes de carga
viral e de exames CD,, resultou num melhor estado imunitério e
numa maior sobrevida dos pacientes!’.

O protozoario Isospora belli ¢ um parasita monoxeno,
encontrado predominantemente em climas tropicais*, sendo o
ser humano o unico hospedeiro. Todo o ciclo reprodutivo ocorre
dentro das células epiteliais do intestino delgado. A isosporiase
¢ uma infec¢do com baixa prevaléncia entre os individuos
imunocompetentes, sendo geralmente assintomatica ou
apresentando diarréia auto-limitada*. Nos pacientes imuno-
comprometidos adquire elevada incidéncia, provocando quadro
diarréico intenso**!8, podendo evoluir para desidratagdo e
sindrome de ma-absor¢do*®*. Nestes pacientes podem ocorrer,
ainda, quadros de disseminagdo extra-intestinal, acometendo
linfonodos mesentéricos, periadrticos, mediastinais e traqueo-
bronquicos*. A transmissdo pode ocorrer diretamente de pessoa
para pessoa, através da contaminagdo fecal-oral e através da
agua e alimentos contaminados pelos oocistos*. Para o
tratamento da isosporiase existe terapia adequada’.

O municipio de Ribeirdo Preto, localizado a 329 km ao
norte da capital do Estado de Sdo Paulo, constitui um centro de
referéncia na regido no atendimento de pacientes soropositivos
para o HIV. O municipio possui 3 Ambulatorios Especializados
em DST/AIDS: Distrital Central, Distrital Sumarezinho ¢ o
Ambulatorio Regional de Especialidades (ARE). O Instituto
Adolfo Lutz — Laboratdrio Regional de Ribeirdo Preto —, faz
parte da rede de Laboratorios de Referéncia para DST/AIDS,
sendo referéncia macroregional no diagnéstico das infecgdes
oportunistas.

Pretendemos com o presente estudo avaliar a freqiiéncia
dos coccidios Cryptosporidium sp e I. belli nos pacientes
soropositivos na regido de Ribeirdo Preto, fornecendo a classe
médica informagdes que possam subsidiar atividades de
assisténcia médica junto a estes pacientes.

12

MATERIAL E METODOS

Entre julho de 1990 e junho de 1997, foram examinadas
na Secdo de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz de Ribeirdo
Preto, 3340 amostras de fezes diarréicas ou nao de 1833 pacientes
(1193 homens e 640 mulheres) soropositivos para o HIV, com
idade entre 10 meses e 55 anos (média de 26,5 anos), atendidos
nos Ambulatorios Especializados em DST/AIDS do municipio.

Para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium sp e de
L belli, as fezes foram submetidas a técnica da concentragio
pelo formol-éter modificado’, seguido de coloragdo pelo método
de Kynioun®. As laminas foram entdo examinadas em microscopio
optico com aumento de 400X e 1000X.

RESULTADOS

No periodo estudado foram examinadas 3340 amostras
de fezes (média de 1,8 amostras/paciente), constatando-se a
presenca dos coccidios em 310 (9,3%) amostras. A Tabela 1
demonstra a freqiiéncia anual destes coccidios nas amostras de
fezes examinadas no periodo. Observa-se uma freqiiéncia maior
de Cryptosporidium sp no ano de 1995 (10,6%) e de I. belli em
1997 (7,2%). Este fato talvez possa ser explicado por diferentes
sazonalidades entre os dois parasitas. Nota-se uma tendéncia
decrescente no nimero de amostras examinadas a partir de 1995.
Na Figura 1 podemos observar a distribuigdo das amostras posi-
tivas de acordo com a época do ano. Verifica-se maior freqiiéncia
de Cryptosporidium sp entre os meses de margo a maio, apos
os meses mais quentes ¢ imidos do ano na regido e de /. belli
entre dezembro e fevereiro, durante os meses quentes e umidos.

Do universo de 1833 pacientes, 207 (11,3%) estavam
parasitados pelos coccidios, sendo que 117 (6,4%) apresentaram
infeccdo pelo Cryptosporidium sp, 81 (4,4%) pela I. belli e 09
(0,5%) por ambos os parasitas.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nao ha registros de trabalhos anteriores avaliando a
freqiiéncia de Cryptosporidium sp ¢ de 1. belli na populagdo de
pacientes HIV positivos na regido de Ribeirdo Preto. Neste
estudo encontramos uma freqiiéncia de 6,4% para o
Cryptosporidium sp e de 4,4% para a I. belli. Esta freqiiéncia de
Cryptosporidium sp foi inferior a observada entre os pacientes
com AIDS no municipio de Sdo Paulo, de 12,1%; 14,3% ¢ 21,2%,
respectivamente por Dias et al.?, Rodrigues et al.’ e Guizelini e
Amato Neto'®. A positividade encontrada para ambos os
coccideos também foi menor em relagdo a estudos realizados no
Rio de Janeiro por Moura et al.', em Santos por Sauda et al.?' e
em Campinas por Garlipp etal.!' e Baraldi et al.?, com positividade
para o Cryptosporidium sp de 18,2%; 19,1%; 18,0% ¢ 18,6% ¢
paraal. belli de 10,1%; 9,9%; 5,4% ¢ 15,7%, respectivamente.
No entanto, a ocorréncia de /. belli na nossa regido foi superior
a constatada por Wuhib et al.”” entre os pacientes com AIDS ¢
sem diarréia em Fortaleza, de 2,4%.
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Tabela 1. Freqiiéncia anual de Cryptosporidium sp e Isospora belli em amostras de fezes de pacientes HIV positivos. Regido de

Ribeir@o Preto — SP, julho de 1990 a junho de 1997.

Ano Eixii;;jls Cryptosporidium sp Isospora belli C?; p[?()f; Z:;di];le’;’lfp
N % N % N % N %
1990 68 2,0 - - 01 1,5 - -
1991 95 2,8 02 2,1 03 3,1 - -
1992 436 13,1 10 2,3 07 1,6 01 0,2
1993 647 19,4 23 3,5 25 3,9 01 0,1
1994 758 22,7 31 4,1 31 4,1 01 0,1
1995 639 19,1 68 10,6 15 2,3 06 0,9
1996 531 15,9 38 7,1 27 5,1 02 0,4
1997 166 5,0 06 3,6 12 7,2 - -
TOTAL 3340 100,0 178 5,3 121 3,6 11 0,3
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Figura 1. Distribuicdo de amostras de fezes positivas para Cryptosporidium sp ¢ Isospora belli de pacientes soropositivos para
o HIV, de acordo com a época do ano. Regido de Ribeirdo Preto — julho de 1990 a junho de 1997.

As prevaléncias mais baixas observadas neste estudo
talvez possam ser justificadas pela diluicao da positividade na
amostra estudada, uma vez que ndo utilizamos a diarréia como
parametro de seleg¢do, envolvendo pacientes assintomaticos
apenas com sorologia positiva para o HIV, mas sem AIDS-
doenga. Outros fatores que também podem estar envolvidos
sdo o clima seco e os recursos sanitarios satisfatorios encon-
trados na regido de Ribeirdo Preto. Dados da Fundagdo SEADE
de 1996 mostram que os niveis de abastecimento de dgua, coleta

de lixo e esgotamento sanitario na regido de Ribeirao Preto foram
99,13%, 97,59% e 95,76%, superiores aos do Estado de Sao
Paulo, de 96,39%, 96,15% e 80,63%, respectivamente'’. O clima
seco com baixa umidade relativa do ar, associado as condi¢des
sanitarias satisfatorias nao seriam favoraveis para a transmissao
dos oocistos destes coccidios.

Observou-se neste estudo (Figura 1) sazonalidade na
ocorréncia de infecgdo por ambos os coccidios. Tzipori* e mais
recentemente Wuhib et al.?’ verificaram que a infec¢do pelo
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Cryptosporidium sp é sazonal, ocorrendo mais comumente no
verdo e durante os meses mais quentes e umidos do ano.
Entretanto, ndo sdo conhecidos estudos sobre a sazonalidade
da I. belli, sabe-se apenas que a sua freqiiéncia € maior em areas
tropicais e subtropicais do mundo®.

A tendéncia decrescente no numero de amostras
examinadas observada nos ultimos anos do periodo estudado
(Tabela 1) pode estar relacionada com um melhor estado
imunitario dos pacientes devido aos avancos na assisténcia
médica, a terapia antiretroviral e ao monitoramento da progressao
da doenga através dos testes de carga viral e exames CD,.
Segundo dados da Coordenadoria do Programa Estadual de
DST/AIDS de Sao Paulo, entre 1995 a 1997, houve uma queda
de 59% nas taxas de Obitos por AIDS". Portanto, ¢ de se esperar
uma diminui¢@o da ocorréncia das doencas oportunistas nestes
pacientes, incluindo a criptosporidiose e a isosporiase. Este
fato foi constatado por Guimaraes'? em estudo de nivel nacional,
que demonstrou tendéncia de redugdo na incidéncia de doengas
associadas a AIDS, entre elas as infec¢des pelos protozoarios

Cryptosporidium sp e I. belli, em adultos acima de 13 anos de
idade, entre 1980 a maio de 1999, especialmente a partir de 1995/
96. Este autor aponta como hipdteses para explicar essa reducao
a introdug@o da terapia antiretroviral combinada e a busca mais
precocemente dos servigos de satde pelos individuos
infectados pelo HIV.

Concluindo, esperamos que este estudo possa preencher
uma lacuna e contribuir para um melhor conhecimento da
criptosporidiose ¢ da isosporiase entre os portadores do HIV
na regido de Ribeirdo Preto. Por fim, frisamos a importancia da
inclusdo de técnicas adequadas na rotina parasitologica dos
laboratorios da regido, visando a pesquisa destes coccidios.
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ABSTRACT. Among the enteric pathogens that attack patients with the human immunodeficiency virus
(HIV) are opportunistic protozoans Cryptosporidium spp and Isospora belli. The purpose of this
investigation was to establish the frequency of cryptosporidiosis and isosporidiosis in HIV seropositives
patients in Ribeirdo Preto region. From July 1990 to June 1997 in Adolfo Lutz Institute — Ribeirdo Preto,
3340 stool samples were examined from 1833 symptomatic and asymptomatic patients, with ages ranging
between 10 months and 55 years, attended in Ribeirao Preto AIDS Outpatient Departaments. The frequency
of these protozoans among all the examined stool samples was 9,3%. We observed 207 (11,3%) patients
with these parasites. Cryptosporidium spp was identified in 117 (6,4%) patients, Isospora belli in 81(4,4%)
and 09 (0,5%) patients were infected by both parasites.

KEY WORDS. Cryptosporidium spp; Isospora belli; AIDS; Ribeirao Preto, SP.
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RESUMO. Estudou-se a composi¢do quimica das sementesridnocarpus muehlbergiantiassl.,
pertencente a familia Leguminosae-Faboideae (= Papilionoideae). Os frutos procederam do Parque Estadual
do Morro do Diabo, Municipio de Teodoro Sampaio, SP. A determinacao de umidade, cinzas e lipidios foi
realizada por métodos gravimétricos; protidios, pelo processo digestdo Kjeldahl; fibras, pelo método
enzimatico-gravimétrico da AOAC, modificado por Lee; elementos inorganicos, pela técnica da
espectrometria de emissdo atdmica acoplada ao plasma indutivamente (ICP-AES) e os acidos graxos, por
cromatografia em fase gasosa. As sementes revelaram altos teores de lipidios (26,8 g/100g), protidios (25,9
0/100g9) e fibras alimentares (18,4 g/100g). Na fracdo oleosa foram identificados predominantemente os
acidos palmitico (11,65%), oléico (56,0%) e linolénico (12,9%), acido graxo essencial da série 6mega-3. As
sementes apresentaram conteldos elevados para P (0,214 g/100g), Mg (0,135 g/100g) e K (0,458 g/100g) e
concentracdes menores a niveludgg para Al (47ug/g), Zn (33ug/g) e Fe (231g/g), ndo tendo sido
detectados metais pesados (Cd, Ni, Pb). Os resultados favorecem o uso das sementes para o enriguecimento
de racdes e/ou produtos alimenticios, no entanto, sugere-se a pesquisa de rotenona, referida como
substancia toxica, presente nas folhas e raizes do démeroocarpus

PALAVRAS-CHAVE. Leguminosaelonchocarpus muehlbergiand$assl.; sementes; composi¢céo
guimica; acidos graxos; elementos inorganicos.

INTRODUCAO tiveis. S&o utilizadas como alimento humano e animal ndo sé as
sementes, mas também os legumes, folhagens, raizes e as flores
Dentre todas as familias botanicas estudadas, @s algumas de suas espé€igdesse contexto, Lago et'al.
leguminosas como o feijdo e a soja contribuem com um ma&studaram, dentre outras espécimes da Amazorarkaa
potencial para a producdo de proteina e 6leos vegetais cong@gantocarpaDucke eParkia oppositifoliaSpruce, da familia

: Apresentado no VII Encontro Nacional de Contaminantes Inorganicos, Campinas — SP, 2000

s Instituto Florestal, Divisdo de Dasonomia, Se¢do de Madeiras e Produtos Florestais
Instituto Adolfo Lutz, Divisdo de Bromatologia e Quimica, Diretoria de Servigo de Alimentos

* Endere¢o para correspondéncia: Instituto Florestal, Divisdo de Dasonomia, Secdo de Madeiras e Produtos Florestais, Ru®3fo Horto
CEP 02377-000, S&o Paulo, SP, e-mail: vallilo@uol.com.br
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Leguminosae, subfamilia Mimosacea, de nomes vulgaresneficiamento, resultando 14,850 kg de sementes, as quais
visgueiro e arara, respectivamente. Foram consideradas espdoissm submetidas a teste de germinacdo e posterior
ricas em proteinas (alto teor de triptofano), além de apresergamazenamento em camara fria (temperatura de £ 5° C).

de 12 a 15% de &cidos graxos de elevado peso molecular

(araquidico, C20:0 e behénico, C22:0) e um contetdo aproximado

de 40% em C18:2 (acido linoléico).

Estudos realizados por Vallilo etZlcom sementes de
Dipteryx alataVog., subfamilia Faboideae, revelaran
significativo valor calérico (560,73 kcal/100g), lipidico (41,65%
e protéico (23,45%). O Gleo apresentou o acido oleico (C18
como principal componente (50,17%), seguido de linoléic
(30,70%). A soma de ambos confere ao 6leo alto grau
insaturacao, similar ao azeite de dliva

A espécieLonchocarpus muehlbergianudassl.
conhecida popularmente em algumas regifes do Brasil co
embira-de-sapo, feijdo-cru (Parana), timbo (Minas Gerais) e ral
de-bugio ou de macaco, pertence a familia Leguminose
Faboideae (= Papilionoide&®) Sua ocorréncia se da desde «
Mato Grosso do Sul, passando por Minas Gerais e estender
se até o Rio Grande do Sul, mas destaca-se principalmentt
floresta latifoliada semidecidua da bacia do Parana

A subfamilia Faboideae (= Papilionoideae) abrange 4t
géneros e 12.000 espécies aproximadamente. E considera

grupo mais evoluido entre as Leguminosae, sendo m “
difundido em regides de clima temperado ‘ ’

SEMENTES

A espécie.. muehlbergianug considerada uma planta
decidua, helidfita. Apresenta larga mas descontinua e pol
expressiva disperséo, preferindo solos profundos, férteic _
umidos. Floresce de outubro a janeiro. A maturacdo de s@y§ura 1. Fruto e sementes dilenchocarpus muehlbergianus
frutos ocorre nos meses de julho a agosto, sendo que 1 Kg d@ss|. (Foto: Dr. Jo&o Batista Baitello).
mesmos podem produzir aproximadamente 1.160 seritentes

Com relagdo a composicao quimica dessa espécie, pouco
se sabe. No entanto, € relatada na literatura a presenca '8y iamento da amostra
folnas e raizes de algumas especies do gémerchocarpus As sementes (100 g) foram trituradas e homogeneizadas
(L. utilis eL. urucy, de umisoflavonoide biologicamente ativo 45y de multiprocessador doméstico. O material moido foi

arotenona. Essa substancia tem efeito narcoético, sendo utilizglglgmetido as analises quimicas, conforme metodologia descrita
por indigenas ou nativos na captura de peixes e também &8eguir

pregada comercialmente ha muitos anos como insétitidia A composicao centesimal (umidade, residuo mineral fixo,

~ Considerando a escassez de dados sobre a composjgdfios e protidios) foi efetuada segundo as “Normas Analiticas
quimica e o valor nutricional das sementes.aeuehlbergianus 44 |nstituto Adolfo Lutz?, sendo os carboidratos calculados
este trabalho teve como objetivo determinar a sua COMpOSIERY giterenca. Foi empregado o fator de 6,25 para a conversio
centesimal, de elementos inorganicos e de acidos graxg§nitrogénio em protidios. O valor calérico foi calculado utili-
visando contribuir para o conhecimento do seu valor alimenticjg,,qo-se os seguintes fatores: 9, para lipidios; 4, para protidios
el/ou energético, bem como para os estudos de conservaggql,epara carboidratbs
armazenamento dessa semente. A determinacao das fibras alimentares seguiu 0 método
enzimético-gravimétrico da AOAC - Association of Official
MATERIAL E METODOS Analytical Chemists, modificado por Lee et‘al
Para a analise dos ésteres metilicos dos acidos graxos, o
1. Procedéncia Oleo foi extraido a frio das amostras, segundo o método modi-
Os frutos, na forma de vagens (40 kg), foram colhidos ficado de Stansby e Len®nA conversdo dos acidos graxos
més de setembro de 1999, por técnicos do Instituto Florestalemo ésteres metilicos foi realizada conforme os métodos descritos
Parque Estadual do Morro do Diabo, Municipio de Teodortas normas acima mencionadas.
Sampaio, Estado de S&o Paulo (Figura 1). Em seguida, foram Os ésteres metilicos foram analisados em cromatégrafo
transferidos a sec¢do de Silvicultura daquele Instituto pareagas, marca Shimadzu, modelo GC-17A, com detetor de ionizagao
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de chama. Os compostos foram separados em coluna capilaffdbdela 1. Composi¢cdo centesimal das semented de
silica fundida CP-Sil 88, de 50 metros, com didmetro interno dauehlbergianuslassl., expressa em g/100g de material moido*.
0,25 cm e espessura do filme de 0,20 mm. Foram obedecidas as

seguintes condi¢Bes de operacdo: temperatura programada da

coluna, 80 a 220°C (5°/min.); temperatura do injetor, 230°C;
tempc_aratura_l do detetor, 240°C;~gas d_e _a[raste, hidrogénio; Umidade a 105°C 10,536 + 0,006
velocidade linear de 40 cm/s; razéo de divisdo da amostra 1:50.

Determinacdes Média = o (g/100g)

Os acidos graxos foram identificados através da comparaggo Residuo mineral fixo a 550°C 2,23+0,08

dos tempos de retencdo dos padrdes puros de metil ésteres deLipidios 26,8 + 0,5

acidos graxos e das amostras. A quantificacéo foi feita por protidios 250 + 0.2

normallzrf\(;a_o de afea' ~ s . Carboidratos totais** 16,0 £ 0,7
O indice de iodo da fracéo oleosa (lipidios) foi calculado

pelo método da A. O.C.S. Cd 1¢l85 Fibras alimentares*** 18,4 £ 0,3
Para a determinacdo dos elementos inorgéanicos, solubi- Valor calérico em Kcal/100g 400 + 2

lizou-se as amostras utilizando o seguinte procedimento me
dificado, a partir do método descrito por Vallilo e¥’altatou-se  +  média de 03 determinacdes.

1 g da amostra moida com 10 mL de HMOncentrado p.a.. ** calculado por diferenca.

Deixou-se em repouso por cerca de 48 horas. Em seguid¥, polissacaridios (exceto amido) e ligninas.
adicionou-se 1 mL D, a 30% em volume e aquecimento em

banho-maria até solubilizacdo completa da amostra ou atécﬁ)inig@% de que altos teores de proteinas sdo encontrados

solucéo fica_r c!ara. 0] solu_bilizado, depois de frio, fqi filtrado ey, sementes oleaginosas, enquanto que valores baixos se asso-
papel quantitativo e recolhido em um baldo volumetrico de 50 ML, 1 s albuminosas

O volume foi aferido com agua destilada e desionisada. A Do ponto de vista energético, a maior contribuicio para

solucdo foi acondicionada em frasco de polietileno € mantigayeyado valor calérico (409 kcal/100g) deve-se praticamente
sob refrigeracao. L aos teores lipidicos e protéicos.

Os elementos quimicos (K, Mg, Ca, P, Al, Fe, Cue Zn)  gequndo a definigéio mais aceita na atualitlasdibras
foram caracterizados e quantificados, nas amostras S°|Ub'“za%ﬁnentares sdo constituidas de polissacaridios (exceto amido)
pela técnica da espectrometria de emisséao atémica acopladg figninas, que ndo sdo digeridas e absorvidas pelo intestino
plasma indutivamente (ICP-AES), no equipamento Perkin—EImgé|g(,ido humaria O valor encontrado (18,4 g/100 g), embora
400, operando nas seguintes condicoes estabelecidas confGegiyamente elevado, esta abaixo da faixa de ingestdo diéria
recomendaggo do fabricante do equipamento: frequéncia dedQit4ve| recomendada pela Organizagdo Mundial de Satde
mHz, pressao do gas argonio para o equipamento de 70-75 S), que é de 27 a 40 g/iaA sua ingestdo em quantidades
pressdo do gas argonio para o nebulizador de 3,0 psig (0.g4fquadas colabora para o funcionamento do trato intestinal.
min) e velocidade de introducao da amostra de 1,0 mL/min.giqos epidemiolégicos sobre os possiveis efeitos benéficos

leitura dos elementos foi feita nos seguintes comprimentos §eiiy 4 tam demonstrado o seu papel na diminuigdo e prevengao
ondads) emnmA, = 404,723, = 2852107 = 317,940A,=  4e doencas gastrointestirfais

214,902, =236,902A=239,902 =324,744, =334,503, Comparando o valor obtido com os encontrados na

atraves de curvas analiticas, elaboradas com solucoes;glear ra, verificou-se que esta préximo aos dos feijoes crus do
trabalho multielementares preparadas em concentraces de Qiﬂa;branco seco (18,1 g/100g)iima (19,0 g/100), e supera o
0,1,0,5; 1,0; 5,0; 10; 50 e 1p@/mL em HNQ a 1% de cada g, spja crua (4,2 g/100gEssa constatacio permite sugerir o

elemento constituinte, por diluicdo das solucGes-estoque. emprego da semente crua ora estudada na elaboracéo de racdo
Os limites de deteccdo para os elementos quimicos Qgma).

estudados sao os mesmos propostos em trabalho anterior com  a gjia porcentagem de dleo encontrada, bem como a sua
frutos deLecythis pisoni€amb?,

> ) o composicao em 4cidos graxos (Tabela 2), o qualifica para ser
Todas as analises foram feitas em triplicata.

utilizado como matéria prima na industria oleoquimica e como
Oleo vegetal na alimentagdo humana. A composi¢cao em acidos
RESULTADOS E DISCUSSAO graxos revelou a predominancia do acido palmitico (C16:0) dentre
os acidos saturados e, do acido oléico (C18:1) dentre os
A composicdo centesimal das sementes estudadasaturados, seguido do &cido linoléico (C18:2), &cido graxo
encontra-se descrita na Tabela 1, onde se observa praticamessencial da série 6mega-6. Os trés se enquadram na faixa
0s mesmos teores para os lipidios (26,8 + 0,5 g/100g) eeastabelecida pelo regulamento técnico brasfigiaoa o azeite
protidios (25,9 0,2 g/100g). de oliva, o mesmo ndo ocorrendo no caso do indice de iodo
Esses resultados tornam-nas bastante promissoras caaloulado, em fungdo, principalmente, do alto teor encontrado
fonte oleaginosa e protéica e, confirma as afirmacdes feitas geracido linolénico (C18:3), também essencial, da série dmega-3.
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Deve ser enfatizado que o teor de &cido linolénico obtido Por outro lado, comparando os dados obtidos com os
(12,9 +0,9%) foi igual ou superior aos referidos para os 6leos@&udos feito por Vallilo et 8l.com as sementes @8pteryx
soja e de canola, cujas faixas de concentragdo variam de 4alaga Vog. (Leguminosae-Faboideae), verificou-se diferencas
11,0% e de 5,0 a 13,0%, respectivanferdeue reforcaria o tanto na composi¢éo centesimal das sementes como no perfil
emprego do 6leo de. muehlbergianugambém para o dos acidos graxos do 6leo. Este comportamento ja era esperado,
enriquecimento de racdes e produtos alimenticios. visto que séo espécimes da mesma familia botéanica, mas de
Segundo Hammond, Thro e Mounts apud Saastamoing@neros diferentes.
et al?®, os acidos linoléico e linolénico sao acidos graxos essen-  Complementando este estudo, determinou-se a compo-
sicdo dos minerais (Tabela 3), que, na maioria das vezes, também
Tabela 2.Composicdo de acidos graxos do 6leo das semensé® encontrados em outras partes da planta.
deL. muehlbergianuglassl, expressos em % (p/p) em estéres
metilicos*. Tabela 3.Composicéo dos elementos inorgénicos nas sementes
de L. muehlbergianu$iassl., expressos em g/100g@g de
material moido*.

Acidos graxos Média + ¢ (g/100g)

C16:0 (palmitico) 11,65 + 0,09
o Elementos Média + o (g/100g)
C18:0 (esteéarico) 58 +0,1
C18:1 (oléico) 56,0 + 0,8 K 0,458 + 0,005
P 0,214 + 0,005
C18:2 (linoléico) 10,9 + 0,2 Mg 0,135 + 0,003
C18:3 (linolénico) 12,9 + 0,9 ca 0,061 + 0,001
/
C20:0 (araquidico) 0,94 + 0,05 (hafe)
Al 47 £ 3
C20:1 (eicosaendico) 0,147 + 0,009 Zn 33+ 3
- Fe 23+3
22: h +
C22:0 (behénico) 0,56 + 0,05 Cu 10,0 £ 0.1
C24:0 (lignocérico) 0,17 + 0,02
Total AGS 19,1 + 0,3 * - média de 03 determinagdes.
Total AGI 80,0 + 0,3
N.I. 0,75 + 0,04 Verificou-se que dentre os 8 elementos determinados, 7
indice de iodo calculado. 101 + 2 sdo considerados essenciais para a planta, exercendo fungfes

plasticas, eletroliticas e cataliticas nas células e tecidos vegetais.
Os elementos K, P Mg e Ca foram encontrados na faixa de
macronutrientes (0,061 a 0,458 g/100g) e Al, Zn, Fe e Cu em
concentra¢cdes menores, na faixa dos micronutrientes (10,0 a 47
pg/g). Dentre os elementos determinados, o Al é considerado
ciais na nutricdo de mamiferos e, o acido palmitico aumentgdaico para a planta, na faixa de concentracdo equivalente a
estabilidade do 6leo contra a peroxidagdo, 0 mesmo nao od)f-30 mg/L. No homem, ha indicios de uma correlacdo entre a
rendo com o &cido linolénico, que causa instabilidade do Olsnia presenca e a doenca de Alzhefinporém a legislacao
A peroxidagdo natural do acido linolénico resulta em hidropbrasileira relativa a contaminantes quimicos em alimentos ndo
réxidos que sdo tdxicos aos mamiferos e causa alteracacesimbelece limites méximos para aluntinio
sabor e aroma do 0leo. A excec&o do potassio e do aluminio, os demais minerais
Estudos feitos com sementesRiauspor Kaloyera¥ constam das tabelas adotadas pelo Ministério da Saude, refe-
demonstram que existe uma relagéo entre a rancidez do 6lesentes a ingestéo diaria recomendada (IDR) de nutrientes para
perda do poder germinativo da semente. Mirov apud Kaldyeraadultos, lactentes, gestantes e criahcas
atribui a esse fato a presenca de acidos graxos insaturados, Os micronutrientes minerais cadmio, chumbo e niquel,
principalmente do &cido linoléico. considerados toéxicos, ndo foram quantificados por estarem
Analisando sob esse ponto de vista, podemos infedbaixo do limite de detec¢do estimado pelo aparelho, ou seja,
gue o alto grau de insaturacéo encontrado no 6leo (75,56% @P7 mg/L, 0,042 mg/L e 0,010 mg/L, respectivamente, podendo-
confere-lhe uma baixa estabilidade quimica, tornando-o mais admitir a sua auséncia has amostras analisadas.
suscetivel a oxidacao e a problemas de conservacgdo e germinagdo Comparando-se os dados obtidos com os encontrados
de sementes. Nesse contexto, sugere-se estudos sobre anpesementes dBipteryx alat&’, observou-se que, com
senca de antioxidantes naturais, como o0s tocoferdis, e a influéreecdo do Zn, as sementesLdenuehlbergianugbsorvem
cia dos acidos graxos polinsaturados no poder de germinac&do@l concentram valores menores de nutrientes inorganicos.
conservacdo da. muehlbergianus. Varios fatores podem explicar esse comportamento, como: acidez

* - média de 03 determinagdes.
AGS - &cidos graxos saturados.
AGI- acidos graxos insaturados.
N.I- néo identificados.
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do solo, disponibilidade dos elementos quimicos na solucéofdwa alimentar, favorecendo o uso das sementes para o enri-

solo, fisiologia e fatores genéticos de cada planta. quecimento de ra¢fes e/ou alimentos industrializados.
Os valores obtidos para os elementos inorganicos en-
CONCLUSOES guadram-se dentro dos niveis necessarios para uma dieta
balanceada.
As sementes deonchocarpus muehlbergianusos- Em funcao do alto grau de insaturagéo do 6leo sugere-se

traram-se promissoras quanto aos teores de lipidios, protidiestidos quanto a presen¢a de antioxidantes naturais e a in-
fibras alimentares, podendo se constituir numa boa fonte caloficeéncia dos acidos graxos insaturados nos processos de con-
para dietas. servacgéo e de germinacdo dessas sementes.

Quanto a composigdo em &cidos graxos do 6lelo. de Devido a possivel presenc¢a de rotenona, substancia
muehlbergianugdestaca-se o alto teor de acido linolénico, aciddxica, relatada em raizes e folhas do géhermchocarpus
graxo essencial da série dmega-3 e o valor relativamente altsdgere-se também a pesquisa desse metabdlito nas sementes.
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Inst. Adolfo Lutz, 60(1):17-22, 2001.

ABSTRACT. A partial chemical characterization bbnchocarpus muehlbergianuisassl. seeds
(Leguminosae-Faboideae family) was carried out. The fruits were obtained from State Park “Morro do
Diabo”, Teodoro Sampaio, SP, Brazil. Moisture, ash and lipid determination followed the gravimetric methods;
that of protein was done according to Kjeldahl digestion process and the dietary fiber, the A.O.A.C.
enzymatic-gravimeter method, modified by L&l Inorganic elements and fatty acids were determined
through ICP-AES and GC, respectively. The seeds showed a high lipid (26,8 g/100g), protein (25,9 g/100g)
and dietary fiber (18,4 g/100gdntent. The major fatty acids components of the oily fraction were palmitic
(11,65%), oleic (56,0%) and linolenic (12,9%), an esseant&fatty acid. Among the inorganic elements,

high levels of P (0,214 g/100g), Mg (0,135 g/100g), K (0,458 g/100g) and low concentrations of Al
(47 mg/g), Zn (33 mg/g) and Fe (23 mg/g) were found. The results favour the use of the seeds for enrichment
of rations and/or food products, nevertheless it suggested an investigation about rotenone, reported as a
toxic substance present at leaves and roots dfdhehocarpusgenus.

KEY WORDS. Leguminosad, onchocarpus muehlbergiantiass|. seeds, chemical composition, fatty
acids, inorganic elements.
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RESUMO. No presente trabalho realizou-se um estudo do processo de refino de 6leo de pescado,
determinando-se através de um Planejamento Experimental Fatorial as varidveis que influenciam
significativamente as etapas de neutraliza¢ao e branqueamento. O 6leo bruto de pescado foi tratado com
acido fosforico 85%, neutralizado com hidréxido de s6dio 20% p/p em excesso, lavado com 4gua quente e
seco sob vacuo, sendo branqueado com substancias adsorventes, e filtrado. Na etapa de neutralizacdo
obteve-se um 6leo com Indice de Perdxidos de 2,1 mEq/Kg e 0,04% de Acidos Graxos Livres, na faixa de
40°C e 4,0% de excesso de NaOH 20%, sendo a temperatura e o excesso de NaOH, as variaveis de principal
influéncia no processo. No estudo da etapa de branqueamento foi utilizado um planejamento experimental
fatorial completo (2%), tendo como parametros a temperatura, o tempo de retengéo, a %oAdsorvente e a
%(Carvao/Adsorvente), sendo que estes dois tltimos influenciaram significativamente na cor Lovibond e
no Indice de Peroxidos do 6leo clarificado. Os melhores resultados para a cor Lovibond (30 Amarelo e 1,24
Vermelho) e para o Indice de Peroxidos (3,93 mEq/Kg) do 6leo clarificado foram encontrados nas faixas de
70°C e tempo de 20 minutos, com 5,0% de adsorvente e 10,0% de (Carvao/Adsorvente).

PALAVRAS-CHAVE. Oleo de pescado; refino; farinha de pescado; planejamento experimental.

INTRODUCAO produzida a partir de peixes inteiros. E muito utilizada para
alimentacdo animal, sendo uma fonte de proteinas de alta
qualidade. O dleo de pescado ¢ extraido industrialmente a partir

A produgdo de farinha de pescado ¢ uma das principais  de sua elaboracio, sendo submetido a processos hidrotérmicos
formas de aproveitamento dos residuos das plantas de e mecanicos, sendo que essas operagdes fornecem um odleo
processamento de pescado, embora a farinha também possa ser  bruto de baixa qualidade'”*.
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No Brasil, este 6leo é usado basicamente em curtumes,
na fabricagdo de tintas e vernizes, como lubrificante, imper-
meabilizante e outros'. O 6leo de pescado contém os mesmos
tipos de acidos graxos que outros oleos ¢ gorduras, diferindo
apenas em seu contetdo de acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa, podendo ser benéfico a satde humana*.
Entretanto, necessita ser purificado para ser utilizado de maneira
mais nobre, como na alimentagao humana, atuando na redugao
de problemas de trombose coronaria relacionada ao colesterol>".

As industrias locais de Rio Grande, RS produzem o 6leo
bruto, proveniente do processamento da farinha de pescado,
sendo que este necessita de técnicas adequadas de refino, a fim
de poder ser aproveitado em acidos graxos para fins alimenticios
ou farmacéuticos.

Como o 6leo bruto de pescado contém os mesmos tipos
de compostos ou impurezas presentes em outros 6leos e
gorduras brutos, destinados para fins comestiveis, estas subs-
tancias podem ser removidas pelos mesmos processos que sdo
utilizados para os 6leos vegetais*!”.

Dentre os tipos de refino de dleos existentes, o refino
quimico permite o processamento de 6leo de qualquer natureza,
mesmo com alto teor de fosfatidios, como € o caso do 6leo de
pescado’. O refino quimico ou alcalino inclui a degomagem,
neutralizagdo e lavagem, clarificag@o (branqueamento e filtracao)
e desodorizagdo.

A degomagem visa a remogdo, eliminagdo ou inativagdo
de fosfolipidios (também chamados de fosfatidios) e substancias
afins, além da eliminagdo de outras impurezas, como sabdes ¢
ions metalicos®®13:1%,

Na etapa de neutralizagdo, os acidos graxos livres sdo
neutralizados por solugdo aquosa de alcali em excesso, ¢
eliminados com hidratagdo®'>'4!°_ O alcali mais usado ¢é a soda
caustica, por ser mais efetivo na descoloracdo do que outros
alcalis, reduzindo o conteido de acidos graxos livres do 6leo
neutralizado até niveis entre 0,01-0,03%'41.

Na lavagem de 6leo de pescado neutralizado, pode-se
aquecé-lo a 88°C, e se adicionar 10-20% de 4gua quente (85-
90°C), separando-se os residuos de processo por centrifugagdo
ou decantagdo®. Para o posterior branqueamento do 6leo, este
deve estar seco, uma vez que esta etapa ¢ mais efetiva quando
o teor de umidade estiver em torno de 0,1%. A secagem pode
ser realizada, aquecendo-se o 6leo neutralizado até 80-90°C, sob
vacuo de 30 mmHg'".

O oleo a ser branqueado ¢ colocado em contato com
materiais adsorventes (terras neutras ou ativadas e carvoes
ativos) a fim de haver a remogdo de pigmentos, produtos de
oxidagdo, metais e outros'®!®. A temperatura, a quantidade de
adsorvente, o tempo de contato, a agitacdo, a pressdo e o tipo
de adsorvente sdo pardmetros de processo muito importantes a
serem controlados”**. Os critérios de acompanhamento de
qualidade no processo de branqueamento sdo normalmente a
cor Lovibond, o indice de peroxidos e o indice de anisidina. Para
a filtracdo pode-se utilizar os coadjuvantes de filtragdo como as
terras de diatomacea, ap6s o branqueamento, a fim de aumentar
a filtrabilidade do liquido a ser filtrado'®"°.
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A desodorizagao do o6leo clarificado consiste em uma
destilagdo em corrente de vapor, sob pressdo reduzida (1,0-8,0
mmHg abs) e temperatura elevada (200-240°C), dos &cidos graxos
livres, componentes volateis e produtos de degradacéo térmica
(peroxidos e compostos secundarios da oxidagdo). Neste
processo, deve-se obter um 6leo desodorizado com um teor de
acidos graxos livres menor do que 0,02-0,04% expressos como
acido oléico, praticamente inodoro e insipido, com estabilidade
oxidativa maxima'®.

Os experimentos de refino foram realizados através de
um planejamento de experimentos. Neste procedimento,
alteracdes propositais sdo feitas nas varidveis a serem estudadas
em um processo, a fim de que se possa avaliar as possiveis
alteragdes sofridas pela variavel resposta, bem como as razdes
destas alteragdes?!. Os experimentos fatoriais 2¥ (variaveis em
dois niveis de variagao) sdo muito utilizados nos estagios iniciais
dos experimentos fornecendo os dados para se ter o
conhecimento dos principais fatores que exercem efeito
significativo na resposta, bem como podem fornecer também a
faixa de operacdo de um processo''.

O objetivo do presente trabalho foi estudar o processo
de refino de 6leo de pescado, através da utilizag@o das técnicas
de refino de 6leos, caracterizando a matéria-prima e os produtos
obtidos em cada etapa do processo. Outro objetivo do trabalho
foi estudar as varidveis que influenciam nas etapas de
neutraliza¢do e branqueamento através de um Planejamento
Experimental Fatorial, visando obter as condi¢des 6timas de
processo.

MATERIAL E METODOS

1. Matéria-Prima: para a realiza¢do dos experimentos,
foi utilizado 6leo bruto de pescado (cerca de 6 litros) proveniente
daindustria PESCAL S.A, localizada no municipio de Rio Grande,
RS. Este foi coletado diretamente na linha de produgéo de farinha
de pescado, a partir de residuos do processo de filetagem de
pescado. Estes residuos eram compostos principalmente de
visceras, cabegas e 0ssos de peixes de varias espécies.

2. Equipamentos: nas diferentes etapas do processo
(degomagem, neutralizacdo e branqueamento), foi utilizado um
tanque aquecido e submetido a agitacao, constituido de um
balao tribulado revestido com papel aluminio. A energia térmica
e a agitagdo foram fornecidas por um agitador magnético com
aquecedor, sendo que o tanque possuia entrada para a injecao
de vacuo, fornecido por uma bomba de alto vacuo, e uma saida
conectada a um condensador, a fim de remover a umidade do
sistema. Um funil de decantacdo foi usado para a realizacdo de
separacdo Oleo-agua, durante a operacdo de lavagem, sendo
que este equipamento foi também revestido com papel aluminio.
Para separagdo dos sdlidos do 6leo foi utilizado um filtro
centrifugo. A filtragao do 6leo branqueado foi realizada em um
filtro-torta de funcionamento a vacuo, com prévia formagao de
pré-capa.
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3. Metodologia Analitica: para o 6leo bruto e o obtido
em cada etapa do refino (neutralizagdo e branqueamento) foram
determinados os seguintes parametros: Acidos Graxos Livres
(AGL), Indice de Iodo (1I), Indice de Peroxidos (IP), indice de
Saponificagdo (IS), empregando as metodologias da American
Oil Chemists’ Society, AOCS (1980)', e os métodos adaptados
por Windsor e Barlow (1984)% para 6leo de pescado. Além destes
parametros, foi determinada a cor do 6leo neutralizado e seco, e
dos produtos obtidos apds a clarifica¢do, segundo o método
Lovibond*.

4. Procedimento Experimental: o 6leo bruto de pescado,
apos ser obtido da industria, foi processado conforme o diagrama
de blocos da Figura 1.

OLEOBRUTO

l

PRE-LIMPEZA

!

DEGOMAGEM

|

Oleo Degomado

!

NEUTRALIZACAO

!

LAVAGEM

|

Oleo Neutralizado

!

SECAGEM

!

BRANQUEAMENTO

!

FILTRACAO

!

OLEO CLARIFICADO

Figura 1. Diagrama de blocos do procedimento experimental
para a clarificag@o do 6leo bruto de pescado

4.1. Pré-Limpeza: a pré-limpeza do 6leo bruto foi realizada
em filtro centrifugo, tendo como principal objetivo a retirada
dos so6lidos em suspensao.

4.2. Degomagem: esta foi realizada mediante a adigdo de
acido fosforico concentrado (85% p/p), a uma quantidade de
1,0% p/p, com relag@o a massa de 6leo, sendo a temperatura de
processo utilizada de 80°C (+ 3,0°C), com um tempo de retengao
de 30 minutos. O processo foi conduzido sob vacuo (600 mmHg),
com agitacdo vigorosa.

4.3. Neutralizacao: o 6leo foi neutralizado com solugao
de hidroxido de sodio 20% p/p, sob diferentes condigdes de
temperatura e excesso de solug@o. O processo foi efetuado sob
vacuo de 420 mmHg, com agitagdo vigorosa, por um tempo de
20 minutos. Apoés este tempo, cessou-se a agitagdo e elevou-se
atemperatura até 80°C, a fim de facilitar a separacao do 6leo e da
borra. A mistura foi resfriada e a fragdo oleosa foi separada com
o auxilio do filtro centrifugo.

4.4. Lavagem: o processo transcorreu através da adi¢ao
de 4gua ao dleo neutralizado, a temperatura de 90-95°C, com
subseqiiente agitacdo da mistura por cinco minutos, sob vacuo
de 440 mmHg. Esta foi resfriada e submetida a decantagdo em
funil de vidro, até a separagdo completa das fases aquosa, solida
(borra) e oleosa.

4.5. Secagem: a temperatura de secagem variou de 40
até 90°C, com uma pressao de vacuo de 450 até 720 mmHg, por
um tempo de 10 minutos, com agitacdo branda, sendo que o
oleo foi resfriado logo a seguir.

4.6. Branqueamento: o processo de branqueamento
ocorreu através da adicdo de substancias adsorventes (terra
ativada Fulmont Premiére e carvao ativo) ao 6leo seco, sob vacuo
de 660 mmHg com agitacao lenta, sob diferentes condi¢des de
temperatura, tempo de retengdo, quantidade de adsorvente e
mistura de adsorventes.

4.7. Filtragdo: para a operagdo de filtragdo do 6leo
branqueado, foi realizada uma pré-capa em filtro com formagao
de torta, através de uma suspensao 1,1% p/p de terra diatomacea
do tipo celite supercell a uma quantidade de 0,5 Kg por m? de
area filtrante. Na filtragdo do 6leo de pescado, o tempo de filtragcdo
foi de 5,0 minutos para um volume inicial de 60 mL, sob vacuo de
280 a 500 mmHg. Nos primeiros 2,5 minutos quase todo 6leo ja
estava filtrado.

5. Metodologia Estatistica: os experimentos de
neutralizagdo e branqueamento do 6leo de pescado foram
ordenados segundo uma Matriz de Planejamento Experimental
Fatorial Completo (2¥), onde foram indicadas as variaveis de
estudo, com seus respectivos niveis!!?!, Na matriz de
planejamentoexperimental, os valores codificados das variaveis
sdo determinados segundo a expressdo apresentada pela

Equacao 1.
X =2 Xv—Xmed )
X max — X min
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Sendo:

X =valor codificado da variavel
xmed = valor médio da variavel
X min = valor minimo da variavel
X = valor da variavel

X max = valor maximo da variavel

As respostas obtidas para as etapas de neutralizagio e
branqueamento foram: indice de peroxidos, acidos graxos livres
(expressos como acido oléico), indice de iodo e cor Lovibond
(unidades de Amarelo e Vermelho).

As variaveis estudadas na etapa de neutralizagdo foram
o0 excesso de solugdo de hidroxido de sodio e a temperatura de
processo, e as varidveis utilizadas para o estudo do branquea-
mento foram a temperatura, o tempo de retencdo, a percentagem
de adsorvente e a relagdo carvao ativo/adsorvente. Nas Tabelas
1 e 2 s@o apresentadas a Matriz de Planejamento Experimental
com as variaveis estudadas em seus valores (niveis) na forma
real e codificada para a neutralizacdo e o branqueamento
respectivamente. Os resultados da matriz de planejamento expe-
rimental foram analisados estatisticamente, a fim de se obter as

Tabela 1. Matriz de Planejamento Experimental Fatorial Completo
para a etapa de Neutralizagao

Temperatura Excesso
Experimento
(°C) Codificado (%) Codificado
1 40 -1 1,0 -1
2 80 +1 1,0 -1
3 40 -1 4,0 +1
4 80 +1 4,0 +1

principais variaveis de influéncia bem como as faixas de operagao
para estas etapas. A validade desta analise foi verificada pelo
grafico da distribui¢do dos residuos?..

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Caracterizacio da Matéria-Prima

A Tabela 3 apresenta os valores para os indices de Iodo,
Peroxidos e Saponificagdo e a % dos Acidos Graxos Livres para
amatéria-prima (Oleo Bruto de Pescado) utilizada nos experimen-
tos do estudo das etapas de Neutralizacdo e de Branqueamento.

Os valores encontrados para o indice de iodo expressos
na Tabela 3, estdo dentro da faixa segundo a literatura?, para a
matéria-prima utilizada nos experimentos de neutralizag@o, e um
pouco abaixo para a utilizada nos experimentos de branquea-
mento; isto se deve a variabilidade das espécies que compunham
0 6leo bruto. Além disso, a matéria-prima utilizada foi de baixa
qualidade, estando em estado de decomposi¢do, sendo que isto
pode ser observado pelo alto teor de acidos graxos livres de
ambos os 0leos na Tabela 3. O indice de saponificagdo do 6leo
bruto estd um pouco abaixo da faixa de valores encontrados na
literatura para o 6leo de sardinha®, mas dentro da faixa para 6leo
de atum (164-194), encontrando-se entéo proximo das faixas
para 6leo de pescado. Com relagdo ao indice de perdxidos, estes
compostos nao foram detectados no o6leo bruto. Isto se deve
provavelmente ao avangado estado de oxidacdo da matéria-
prima, de modo que os peroxidos formados foram decompostos
em outros produtos, ndo detectaveis por este indice.

2. Etapa de Degomagem

Os resultados obtidos apds a etapa de degomagem para
cada matéria-prima utilizada (6leo bruto) nos experimentos de
neutralizagdo e branqueamento sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 2. Matriz de Planejamento Experimental Fatorial Completo para a etapa de Branqueamento

Temperatura Tempo Adsorvente Relagdo (Ca/Ads)
Experimento
(°C) Codificado (min) Codificado (%) Codificado (%) Codificado

1 70 -1 20 -1 1,0 -1 0,0 -1
2 100 +1 20 -1 1,0 -1 0,0 -1
3 70 -1 30 +1 1,0 -1 0,0 -1
4 100 +1 30 +1 1,0 -1 0,0 -1
5 70 -1 20 -1 5,0 +1 0,0 -1
6 100 +1 20 -1 5,0 +1 0,0 -1
7 70 -1 30 +1 5,0 +1 0,0 -1
8 100 +1 30 +1 5,0 +1 0,0 -1
9 70 -1 20 -1 1,0 -1 10,0 +1
10 100 +1 20 -1 1,0 -1 10,0 +1
11 70 -1 30 +1 1,0 -1 10,0 +1
12 100 +1 30 +1 1,0 -1 10,0 +1
13 70 -1 20 -1 5,0 +1 10,0 +1
14 100 +1 20 -1 5,0 +1 10,0 +1
15 70 -1 30 +1 5,0 +1 10,0 +1
16 100 +1 30 +1 5,0 +1 10,0 +1

Sendo: Relacdo (Ca/Ads): relagdo Carvao Ativo/ Adsorvente
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Tabela 3. Caracterizagio do Oleo Bruto de Pescado utilizado nos experimentos de neutralizagdo e branqueamento

Oleo Bruto*

Oleo Bruto** Oleo Pescado®**

indice de Todo (IT) 141,5+ 0,3
% Acidos Graxos Livres (%AGL) 52 +0,2
indice de Saponificagdo (IS) 186 = 1,0

indice de Peroxidos (IP) -

130,0 £ 0,5 155 £ 152
5,1 £0,4 7,5+ 5,58
188 = 1,0 179 £ 158

*  Oleo utilizado nos experimentos de neutralizagio
** Oleo utilizado nos experimentos de branqueamento

*** Referéncias de literatura. Fontes: BARLOW & YOUNG (1996); YREGULY (1983); SHARTMAN & ESTEVES (1981).

Tabela 4. Caracterizagio do Oleo ap6s a degomagem

Oleo Oleo
Degomado* Degomado**
Indice de Todo (IT) 137 £ 6 130 £ 8
% Acidos Graxos Livres (% AGL) 7,2 +0,9 6,8 + 0,7
Indice de Saponificagdo (IS)

191,3 £ 0,7 191 £ 1,0

Indice de Peréxidos (IP)

*  Oleo utilizado nos experimentos de neutraliza¢do
** Oleo utilizado nos experimentos de branqueamento

Durante o processo de degomagem, o teor de acidos
graxos livres aumentou consideravelmente, provavelmente
devido a hidrélise de 6leo neutro. Além disso, ha também o
excesso de acido fosforico que ndo reagiu, e conseqiientemente,
influenciou para aumentar a acidez do 6leo degomado. Pelos
mesmos motivos que no 6leo bruto, os compostos peroxidos
também ndo foram detectados. O processo pode ser considerado
adequado, ja que ndo produziu grandes alteragdes nos indices
de iodo e de saponificagdo no 6leo degomado, demonstrando
que a identidade da matéria-prima nao foi prejudicada.

3.Etapa de Neutralizacio

Na Tabela 5 pode-se observar os resultados da Matriz
de Planejamento Experimental Fatorial Completo utilizada no
estudo da etapa de neutralizacdo. O indice de peroxidos teve

variagdo em todos experimentos de neutralizacdo do dleo de
pescado, sendo que no experimento niimero trés, os teores deste
indice e dos acidos graxos livres foram maiores que nos demais,
e a acidez apresentou-se alta para um o6leo neutralizado, pois
este deveria possuir um teor maximo de acidos graxos livres de
0,1%, segundo cita Rittner (1996)".

3.1. Analise Estatistica dos Resultados Obtidos na Etapa de
Neutralizacao

Os dados obtidos na Tabela 5 foram tratados estatis-
ticamente através de uma analise de variancia, a fim de se verificar
a significancia (a nivel de 95%) dos fatores considerados sobre
as respostas analisadas. Além disso, buscou-se a determinacao
das faixas de operacao para o processo.

Na Tabela 6 pode-se observar que os fatores de estudo
afetaram a acidez do 6leo neutralizado e lavado, bem como a
interacdo entre eles, pois o nivel de significancia foi menor do
que 0,05.

Conforme pode ser observado no grafico dos efeitos
principais da Figura 2, a temperatura influenciou de modo a
aumentar o percentual de acidos graxos livres do dleo neu-
tralizado e a percentagem de excesso de solugdo de soda, de
maneira a diminui-los. Isto é coerente, uma vez que quanto maior
atemperatura, maior ¢ a velocidade de hidrdlise dos acidos graxos
esterificados ao glicerol'>".

Na Figura 3, observa-se o efeito da interagdo entre o
fator temperatura e o fator excesso de solucdo alcalina na forma

Tabela 5. Resultados da Matriz de Planejamento Experimental da etapa de neutralizagdo para o percentual de Acidos Graxos Livres
(% AGL), o Indice de Perdxidos (IP), o indice de Iodo (II) e o Indice de Saponificagio (IS)

Experimento % Exces. Temper. % AGL 1P II IS
P (cod) (cod) (mEg/Kg)
1 1 1 0,043 2,92 133,2 193,1
0,038 3,12 133,8 190,9
2 1 1 0,048 2,03 138,4 188,3
0,043 2,18 139,0 189,5
3 1 1 0,162 5,90 134,9 191,4
0,181 6,02 134,6 192,2
4 1 1 0,043 3,52 131,1 186,1
0,048 3,26 131,5 186,6
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Tabela 6. Analise estatistica para os Acidos Graxos Livres (%
AGL) no estudo da etapa de neutralizag@o do 6leo de pescado

Tabela 7. Analise estatistica para o Indice de Peréxidos no
estudo da etapa de neutralizagdo do 6leo de pescado

Parametro Efeito Teste F Significancia Desv~10 Parametro Efeito Teste F Significancia Desv~10
Padréo Padrao
Meédia - - - - Média - - - -
Temperatura 0,066 157,4 0,0002 0,005 Temperatura 2,115 504,0 <0,0001 0,094
Excesso -0,061 134,3 0,0003 0,005 Excesso -1,742 342,1 0,0001 0,094
(Temper/Exces) -0,066 157,4 0,0002 0,005 (Temper/Exces) -0,827 77,1 0,0009 0,094
1 -
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Figura 2. Efeitos principais dos fatores estudados na forma
codificada sobre o teor de Acidos Graxos Livres do 6leo
neutralizado

-1 1

Figura 3. Efeitos das interacdes entre os fatores estudados na
forma codificada sobre o teor de Acidos Graxos Livres do 6leo
neutralizado

codificada. Nesta figura pode-se notar que a percentagem de
excesso de solugdo de hidréxido de sodio influenciou de forma
significativa na diminui¢do dos acidos graxos livres do 6leo
neutralizado, quando se operou na temperatura mais alta (nivel
+1), sendo que na temperatura mais baixa (nivel -1), o excesso
ndo exerceu influéncia, quando se passou de 1,0% para4,0%. A
temperatura do processo ndo promoveu um efeito significativo
de forma a aumentar os acidos graxos livres, quando se operou
na maior quantidade de excesso de solucdo de alcali. Isto levaa
crer que quando se trabalhou a 80°C, houve uma formagao de
acidos graxos livres, sendo estes neutralizados quando se
utilizou a maior quantidade de excesso (4,0%).

Na Tabela 7 observa-se que os pardmetros de estudo
afetaram o indice de peroxidos a nivel de 95% (significancia
£0,05).

Nas Figuras 4 e 5 pode-se observar a influéncia dos
fatores no indice de peroxidos.

A influéncia dos fatores de estudo através de seus efeitos
principais sobre o indice de peréxidos ¢ semelhante ao que foi
observado para os acidos graxos livres, conforme Figura 2. Pode
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Figura 4. Efeitos principais dos fatores estudados na forma
codificada sobre o Indice de Perdxidos do 6leo neutralizado
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Figura 5. Efeitos das interagdes entre os fatores estudados na
forma codificada sobre o Indice de Peroxidos do 6leo neutralizado

ser observado na Figura 5 que o excesso de solucgao de hidréxido
de sddio influencia de modo a diminuir o indice de peréxidos,
nao importando o nivel utilizado de temperatura.

Os indices de iodo e de saponificacdo ndo foram afetados
significativamente, a nivel de 95%, por nenhum dos fatores de
estudo.

3.2. Faixas de Trabalho Obtidas para o Processo de
Neutralizaciio do Oleo de Pescado

Nos quadrados de resposta das Figuras 6 ¢ 7 observa-se
que a temperatura de 40°C, utilizando-se 4,0% de excesso de
hidroxido de sodio 20% p/p, obteve-se um 6leo neutralizado
com baixo percentual de acidos graxos livres (em torno de 0,04%)
e menor indice de perdxidos (2,1 mEq/Kg), estando em condi¢des
adequadas para ser branqueado.

4. Etapa de Branqueamento

O 6leo bruto utilizado neste estudo corresponde ao da
segunda coluna da Tabela 3, sendo o 6leo degomado obtido,
apresentado na segunda coluna da Tabela 4. O 6leo neutralizado
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Temper.
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Figura 6. Quadrado de resposta para o teor de Acidos Graxos
Livres no estudo da neutralizagao do 6leo de pescado
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Figura 7. Quadrado de resposta para o Indice de Peréxidos no
estudo da neutralizacdo do 6leo de pescado

utilizado nos experimentos foi o obtido da melhor condigao de
neutralizagdo determinada na etapa anterior (ntimero 3). Este
apresenta-se caracterizado na Tabela 8. A diferenca entre os
indices de caracterizagao deste 6leo comparado com o utilizado
na etapa anterior ¢ devido, provavelmente, 8 matéria-prima (6leo
bruto) ndo ser a mesma.

Tabela 8. Caracteristicas do Oleo de Pescado neutralizado,
lavado e seco

% AGL II IP (mEq/Kg) Cor Lovibond

0,098 £ 0,03 130,4 = 0,7 2,5+0,3 8,0 £ 0,1 V¥; 30 A*

*V= vermelho * A= amarelo

A Tabela 9 apresenta os resultados da matriz do pla-
nejamento experimental fatorial completo na etapa de bran-
queamento do 6leo de pescado com as respectivas respostas
obtidas.

A cor Lovibond do 6leo neutralizado foi determinada,
fixando-se a cor “Amarelo” em 30 unidades, e variando-se a cor
“Vermelho”.

Observando-se a Tabela 9, percebe-se uma diminui¢éo
na cor do 6leo apos a clarificagdo. Ha uma aparente formagédo de
peroxidos no produto clarificado durante o processo, devido
aos maiores valores destes, sendo que isto pode ter ocorrido
pela instabilidade do 6leo pelas suas condi¢des iniciais, bem

como pelo seu grau de insaturacdo ser elevado, ja que quanto
maior forem a insatura¢do dos acidos graxos e a quantidade
inicial de produtos de degradacdo, maior serd a formacdo de
compostos oxidativos!'>'°.

4.1. Analise Estatistica dos Resultados Obtidos da Matriz de
Planejamento Experimental do Tipo Fatorial Completo (2¢)
para a Etapa de Branqueamento

Nas Tabelas 10 e 11 apresentam-se os resultados da
analise estatistica realizada dos experimentos para as respostas
cor Vermelho Lovibond e Indice de Peréxidos, respectivamente,
levando em consideragdo apenas os fatores principais e inte-
racdes de segunda ordem que exerceram influéncia significativa
(ao nivel de 95%) nas respostas.

As Tabelas 10 e 11 mostram que, pelo sinal algébrico dos
coeficientes dos pardmetros, os efeitos principais dos fatores
em estudo influenciaram de maneira a diminuir a cor Vermelho
Lovibond do 6leo clarificado, bem como o indice de peroxidos.
Isto ocorreu também pelos efeitos das interagdes de segunda
ordem entre os parametros de estudo, quando os referidos
fatores estavam envolvidos, principalmente para a cor Lovibond
do dleo.

Pode-se evidenciar nas Figuras 8 e 9 que a quantidade
de adsorvente e a presenca de carvao ativo tendem a remover
de forma mais efetiva os compostos peroxidos, com a conse-
qiiente remogao da cor do dleo clarificado de forma significativa
(95%), quando se operou no maior nivel destas variaveis. Estes
resultados sdo coerentes, j4 que os compostos peroxidos
acentuam a cor dos 6leos.

Lo (V]

e e e
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Figura 8. Efeitos principais dos fatores estudados na forma
codificada sobre a Cor Vermelho Lovibond do 6leo clarificado
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Figura 9. Efeitos principais dos fatores estudados na forma
codificada sobre o Indice de Perdxidos do 6leo clarificado
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Tabela 9. Resultados da matriz de planejamento para a Cor Vermelho Lovibond, Indice de Peréxidos, indice de Iodo e percentagem
de Acidos Graxos Livres

Experimento Temper Tempo % Ads % (Ca/Ads) Cor Lov. 1P 11 AGL
nto (cod) (cod) (cod) (cod) (V; 30 A) (mEq/Kg)

1 -1 -1 -1 -1 2,7 6,79 126,7 0,080

3,0 6,82 122,4 0,114

2 1 -1 -1 -1 3,0 9,31 123,6 0,090

2,6 8,34 124,4 0,081

3 -1 1 -1 -1 3,0 6,28 123,8 0,083

2,6 6,63 126,4 0,083

4 1 1 -1 -1 4,0 6,73 127,2 0,105

4,0 6,01 129.,4 0,098

5 -1 -1 1 -1 2,7 6,02 116,4 0,084

2,7 6,42 116,4 0,069

6 1 -1 1 -1 3,0 7,34 128,0 0,080

3,0 7,52 129,3 0,080

7 -1 1 1 -1 2,1 7,06 118,5 0,088

2,2 6,99 117,3 0,083

8 1 1 1 -1 3,0 7,71 112,4 0,083

3,1 8,04 113,8 0,091

9 -1 -1 -1 1 2,9 8,23 119,3 0,093

2,7 8,50 119,5 0,106

10 1 -1 -1 1 2,0 4,45 117,2 0,037

2,1 4,41 118,0 0,041

11 -1 1 -1 1 2,0 5,54 120,0 0,046

2,1 4,84 124,0 0,039

12 1 1 -1 1 2,3 7,87 117,0 0,116

2,5 8,69 115,4 0,102

13 -1 -1 1 1 1,4 3,60 124,2 0,064

1,4 4,01 126,7 0,050

14 1 -1 1 1 1,3 2,90 125,3 0,081

1,3 3,32 127,0 0,075

15 -1 1 1 1 1,0 2,98 130,9 0,075

0,8 2,84 129,6 0,076

16 1 1 1 1 1,0 3,46 127,9 0,095

1,1 3,50 124,8 0,100

*V= vermelho* A= amarelo
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Tabela 10. Resultados da analise estatistica para a Cor Vermelho
Lovibond do 6leo clarificado

Parametro Efeito  Teste F  Significancia Desv~10
Padrao
Média - - - -
% Ads -0,775 120,3 <0,0001 0,0707
% (Ca/Ads) -1,175 276,5 <0,0001 0,0707
(Temper/ Tempo) 0,400 32,1 <0,0001 0,0707
(Temper/ %(Ca/Ads)) -0,338 22,8 0,0001 0,0707
(Tempo/ %Ads) -0,250 12,5 0,0019 0,0707
(Tempo/ %(Ca/Ads)) -0,225 10,1 0,0045 0,0707
(%Ads/ %(Ca/Ads)) -0,388 30,1 <0,0001 0,0707

Tabela 11. Resultados da anélise estatistica para o indice de
Perdxidos do 6leo clarificado

Parametro Efeito Teste F Significancia Desv~10
Padrao

Média - - - -

% Ads -1,605 15,1 0,0009 0,4135

% (Ca/Ads) -2,180 27,8 <0,0001 0,4135

(%Ads/ %(Ca/Ads)) -1,632 15,6 0,0007 0,4135

Observando as Figuras 10 e 11, percebe-se que
adicionando-se carvao ativo ao 6leo, a influéncia da quantidade
de adsorvente na diminui¢do dos peroxidos ¢ muito maior, se
comparada apenas com a adiga@o de terra ativada. S6 utilizando
terra ativada como agente branqueador, a redugdo da cor do
6leo foi pouco significativa.

E interessante salientar também que, analisando-se as
mesmas figuras, a temperatura tendeu a aumentar o indice de
peroxidos, quando se operou com 30 minutos, € com 20 minutos
de processo, esta variavel promoveu um efeito de modo a diminuir
o indice de peroxidos. As mesmas conclusdes podem se tiradas
se se considerar os efeitos das interagdes de segunda ordem
para a cor vermelho Lovibond.

O indice de iodo e a percentagem de acidos graxos livres
do o6leo clarificado no decorrer dos experimentos ndo tiveram
variagdo significativa (95% de significancia) por nenhum dos
efeitos principais dos fatores estudados.
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Figura 10. Efeito das interagdes de segunda ordem entre os
fatores estudados na forma codificada sobre a Cor Vermelho
Lovibond do 6leo clarificado
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Figura 11. Efeito das interagdes de segunda ordem entre os
fatores estudados na forma codificada sobre o Indice de
Peroxidos do dleo clarificado

Sendo:

AB: Temper/ Tempo; AC: Temper/ % Ads; AD: Temper/ %
(Ca/Ads);

BC: Tempo/ % Ads; BD: Tempo/ % (Ca/Ads); CD: % Ads/ %
(Ca/Ads).

4.2.Faixas de Trabalho Obtidas para o Processo de
Branqueamento do Oleo de Pescado

Nos cubos de resposta das Figuras 12 e 13, observa-se
que o 6leo clarificado apresenta uma melhor cor Lovibond (30
Amarelo, 1,24 vermelho) quando a % Adsorvente e a mistura de
adsorventes (% Carvdo Ativo/Adsorvente) estdo em seus
valores maximos (5,0% e 10,0% respectivamente). Esta é a mesma
faixa de processo a fim de se obter um o6leo clarificado com
menor indice de Peroxidos (3,93 mEq/Kg).

Como a temperatura e o tempo de processo ndo tiveram
influéncia significativa nas respostas, a regido de trabalho para
estes fatores pode ser em seus menores niveis, que ¢ 20 minutos
a70°C.

Para verificar a validade da analise de variancia utilizada
para se analisar os resultados da etapa de branqueamento, foi
realizada a suposi¢do da independéncia dos erros experimentais,
através do grafico da distribui¢@o dos residuos. Nas Figuras 14
e 15 sdo apresentados estes graficos para a cor Vermelho
Lovibond e para o indice de Perdxidos obtidos nos experimentos,
respectivamente. A independéncia dos erros experimentais foi
constatada, pois os residuos estdo distribuidos de forma alea-
toria em torno do eixo horizontal (zero).

1,24 1.4
190 g
s 11T
8 (Cu A g -
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Figura 12. Cubos de resposta para Cor Vermelho Lovibond no
estudo do branqueamento do 6leo de pescado
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Figura 13. Cubos de resposta para o indice de Peroxidos no
estudo do branqueamento do dleo de pescado
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Figura 14. Distribui¢do dos residuos para a Cor Vermelho
Lovibond
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Figura 15. Distribuigao dos residuos para o Indice de Peréxidos

CONCLUSOES

A matéria-prima, 6leo bruto de pescado obtido como
residuo da producdo de farinha de industria local de Rio Grande,
RS, apresentou um Indice de Todo de 136 (+ 6,0) e um Indice de
Saponificagdo de 187 (+ 3,0), estando dentro da faixa citada na
literatura para o6leos de diferentes espécies de pescado. Ja os
altos teores obtidos para o percentual de Acidos Graxos Livres
de 5,2% (+ 0,2) evidenciam o estado de decomposicao do residuo
industrial do pescado utilizado como matéria-prima para a
obtencdo de farinha.

Na etapa de degomagem do dleo, a utilizagdo de 1,0% de
Acido fosférico a 85% durante 30 minutos, & temperatura de
80°C foi adequada, pois ndo produziu alteragdes acentuadas
nos indices de Iodo (133 £+ 11) e de Saponificagdo (191 + 1,0) do
6leo degomado. Contudo ocorreu um aumento no teor de Acidos
Graxos Livres.

Na etapa de neutralizagdo do 6leo de pescado, a
temperatura de processo ¢ a percentagem de excesso de solugio
de hidréxido de sodio 20% p/p influenciaram significativamente
no Indice de Perdxidos e na percentagem de Acidos Graxos
Livres do 6leo neutralizado.

A regido de operacgdo para obter um 6leo neutralizado
com menor Indice de Perdxidos (2,10 mEq/Kg) e baixo percentual
de Acidos Graxos Livres (0,046%), utilizando solugio de
hidroxido de sodio 20% p/p, sob agitagdo vigorosa e vacuo de
420 mmHg, foi de: 4,0% de excesso de solugdo de soda e
temperatura de 40°C.

Na etapa de branqueamento do 6leo de pescado,
verificou-se que a quantidade de Adsorvente e a relagdo Carvao
ativo/ Adsorvente influenciaram significativamente, ao nivel de
95%, na Cor Vermelho Lovibond e no Indice de Peréxidos do
6leo clarificado.

Nas quantidades de 5,0% de adsorvente e de 10,0% de
Carvao ativo/Adsorvente obteve-se um 6leo clarificado com
menor cor Lovibond (30 Amarelo 1,24 Vermelho) e indice de
Peréxidos (3,93 mEq/Kg), utilizando a temperatura de 70°C, o
tempo de reten¢do de 20 minutos, sob vacuo de 660 mmHg e
agitacdo lenta de aproximadamente 40 rpm.
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Morais, M.M. et al. Study of fish of refining process. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 60(1): 23-33,2001

ABSTRACT. In the current work a process of refining fish oil was studied that determined, through
Factorial Experimental Design, the variables which significantly influence the neutralization and bleaching
stages. The crude fish oil was treated with phosphoric acid 85%, neutralized with sodium hidroxide 20% w/w
in excess, washed with hot water and dried under vacuum, being bleached with adsorbent substances and
filtered. During the neutralization stage some oil with Peroxide Values of 2.1 mEq/Kg and 0.04 of Free Fatty
Acids was obtained, in the range of 40°C and 4.0% excess NaOH 20%. The temperature and the excess
NaOH were the main influential variables of the process. During the bleaching stage, a complete factorial
experimental design (2%) involving temperature, retention time, %Adsorbent and %Charcoal/Adsorbent
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was used. The % Adsorbent and % Charcoal/Adsorbent significantly influenced the Lovibond color and
Peroxide Values of the bleached oil. The best results for the Lovibond Red 1.24, Lovibond Yellow 30 and
Peroxide Value of 3.93 meq/Kg of the bleached oil were found in the range of 70°C and time of 20 minutes,
with 5.0% of adsorbent and 10.0% of Charcoal/Adsorbent.

KEY WORDS. Fish oil; refining; fish meal; experimental design.

REFERENCIAS

. American Oil Chemists’ Society (AOCS). Official and Tentative

Methods of American Oil Chemists’ Society. 3 ed., 1980 (Ca
5a-40; Cd 1-25; Cd 8-53; Cd 36-76).

. Barlow, S.M.; Young, V. World Fish Oils: an Update. International

Fishmeal and Oils Manufacturers Association, 1996, p. 33-37.

. Bernardini, E. Tecnologia de Aceites y Grasas. Editorial Alhambra,

S. A., Madrid (Espanha), 1986, p. 229-316.

. Bimbo, A.P.; Crowther, J.B. Fish Oils: Processing Beyond Crude Oil.

Infofish International, junho del1991, p. 20-24.

. Contreras, E.S.G. Bioquimica de Pescados e Derivados. FUNEP,

Jaboticabal, 1994, p. 315-330.

. Diez, R. Degomagem: Tendéncias e Novas Tecnologias. In: Semi-

nario: Preparacio de Matérias-Primas e Extracio de Oleos.
Campinas, Sdo Paulo, 25 e 26 de abril de 1995, p. 108-125.

. Erickson, D.R. et al., (ed). Bleaching. In: Handbook of Soy Oil

Processing and Utilization. Third Printing. St. Louis, Missouri
and Champaign, Illinois: American Soybean Association and American
Oil Chemists’ Society, 1985, p.110-112.

. Gruger-Jr, E.H.G. Empleos de los Aceites de Pescado Industriales. In:

Stansby, M. E. Tecnologia de la Industria Pesquera. Capitulo 21.
Editorial Acribia, Zaragoza (Espafia), 1968, p. 308-309.

. Hartman, L.; Esteves, W. Tecnologia de Oleos e Gorduras Vegetais.

Sdo Paulo, Secretaria da Industria, Comércio, Ciéncia e Tecnologia
(Série Tecnologia Agroindustrial, 13), 1981, 169 p.
Mag, T.K. Blanqueo: Teoria y Practica. Research Center, Canada,
Aceites y Grasas, septiembre de 1994, p. 49-52.

.Montgomery, D.C. Design and Analysis of Experiments. John

Wiley e Sons, 4" ed., 1997.

Moretto, E.; Alves, R.F. Oleos e Gorduras Vegetais: Proces-
samento e Analises. Florianopolis: Editora da UFSC; 1986, p. 19-31
e 83-98.

13.

20.

21.

22.

23.

Moretto, E.; Fett, R. Tecnologia de Oleos e Gorduras Vegetais
na Industria de Alimentos. S3o Paulo: Livraria Varela; 1998, 150 p.

.Norris, F. A. Refining and Bleaching. In: Bailey’s Industrial and

Fat Products. John Wiley & Sons, 4™ ed., v. 2, 1982, p. 253-314.

.Pedroso, A.M. et al. Processos de Clarificagio de Oleo de Pescado.

Vetor, FURG, Rio Grande, 7, 1997, p. 71-80.

. Perfiltra do Brasil. Auxiliares Filtrantes (Catadlogo). Sao Paulo (SP),

1982.

.Pigott, G.M.; Fucker, B.W. Seafood: Effects of Technology on

Nutrition. Washington: University of Washington; 1990, p. 258-314.

.Reguly, J.C. Introdu¢iio a Analitica e a Tecnologia dos

Carboidratos, Lipidios, Proteinas e Enzimas: um Manual de
Laboratério. Rio Grande: FURG; 1983, p. 32.

_Rittner, H. Oleo de Palma: Processamento e Utilizacdo. 1° ed.,

1996, p. 151-207.

Sarikaya, Y. Blanqueo de Aceites Vegetables Y Tierras de Blanqueo.
Aceites y Grasas, Ankara University, Ankara, Turquia, septiembre
de 1994, p. 69-71.

Werkema, M.C.C. Otimizagio Estatistica de Processos: Como
Determinar a Condi¢cdo de Operacio de um Processo que Leva
ao Alcance de uma Meta e Melhoria. Belo Horizonte, MG:
Fundag@o Christiano Ottoni, Escola de Engenharia da UFMG; 1996,
p. 27-91; 185-258.

Windsor, M.; Barlow, S. Introducién a los Subproductos de
Pesqueria. Editorial Acribia, Zaragoza (Espafa), 1984, p. 84-97;
180-201.

Zanotta, P.A. Ensaios Cinéticos de Branqueamento de Oleo de
Soja. Floriandpolis, 1999 [Dissertagdo de Mestrado — Universidade
Federal de Santa Catarina, UFSC].

Recebido em 01/09/2000; Aprovado em 05/03/2001

33



Rev. Inst. Adolfo Lutz,
60(1):35-41, 2001

ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Propriedades fisico-quimicas das massas de pizza semiprontas e
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Physical-chemical properties of pre-made pizza dough and their relashionship
with the development of molds and yeast.
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RESUMO. A industria de panificagdo apresentou na ultima década um aumento consideravel no numero
de produtos disponiveis no comércio. A pizza ganhou preferéncia, entre tantos, pela sua facilidade de
preparo e custo acessivel. Este trabalho teve por objetivo estudar a composi¢do quimica e alguns
indicadores de qualidade e sua relagdo com a ocorréncia de bolores e leveduras expressos como numero
de unidades formadoras de colonias em temperaturas de refrigeragdo e ambiente. Os resultados mostraram
que a temperatura de refrigeracao nao impediu o aumento das UFC, ao longo dos diferentes periodos de
armazenamento. Os valores alcangados foram superiores aos estabelecidos pela legislagdo nacional. Esta
situacdo sugere que as condigdes sanitarias durante o processamento do produto, embalagem e
armazenamento contribuiram para que as amostras nao chegassem ao final do prazo de validade adequadas
para consumo, mesmo sob refrigeragdo. Os valores de pH e acidez acima dos recomendados para massas
alimenticias (5,7 ¢ 1,0 mg NaOH.g ' respectivamente) estio fortemente correlacionados com os niveis de
contaminagdo encontrados ao longo do armazenamento (2,9x10°UFC.g™).

PALAVRAS-CHAVE. Pizzas; qualidade de pizzas; bolores e leveduras em pizzas.

INTRODUCAO

A pizza é um produto que ganhou espago na preferéncia
do consumidor, deixando de ser exclusividade das pizzarias pa-
ra ser comercializada nos mais diversos estabelecimentos
comerciais. Entre os inimeros fatores que contribuiram para o
aumento deste consumo encontram-se a praticidade do produto
aliada ao baixo custo, sabor agradavel e grande valor nutritivo,

levando muitas escolas a incluirem-na no cardapio da merenda
escolar.

As pizzas sdo diferenciadas pela espessura de sua massa,
podendo ser finas ou espessas, redondas ou quadradas, ricas
ou magras, sendo encontradas frescas ou resfriadas, prontas
ou congeladas?'%,

A massa basica € preparada com farinha, agua, sal, aglicar
e leveduras. Os recheios das pizzas sdo feitos com os mais

I Departamento de Patologia, Fundag¢do Universidade Federal do Rio Grande, FURG

i Mestrado em Engenharia de Alimentos - FURG

’ Departamento de Quimica, Fundag¢do Universidade Federal do Rio Grande, FURG — Rua Engenheiro Alfredo Huch, 475 96201900 Rio Grande, RS
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variados sabores e temperos que podem conferir valor nutricio-
nal principalmente pelo aporte protéico dos produtos carneos
e queijos'’.

Com relagdo a producdo industrial, as massas de pizza
diferem em qualidade apesar da maioria dos métodos de
fabricagdo serem semelhantes. A qualidade das farinhas usadas
na formulagdo, as temperaturas de forneamento, manuseio
higiénico e outros de ordem tecnoldgica sdo as principais causas
desta varia¢do’'°.

Apesar de muitos trabalhos envolvendo formulagdes
alternativas, recheios mais adequados ao armazenamento,
embalagens, entre outros, pode-se dizer que sdo poucos os
indices objetivos de qualidade disponiveis na literatura ou na
legislagdo especificamente para este tipo de produto. Sendo
assim, este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento
da composi¢ao quimica e propriedades fisico-quimicas de trés
marcas de massas de pizza semiprontas comercializadas na zona
sul do Rio Grande do Sul - Brasil e suas relagdes com o
desenvolvimento de bolores e leveduras.

MATERIAIS E METODOS

1. Amostragem

As massas de pizza semiprontas foram obtidas em
estabelecimentos comerciais das cidades de Pelotas e Rio
Grande, RS, sendo que as trés marcas escolhidas possuiam
periodos de validade de 25, 30 e 45 dias segundo seus
fabricantes. A coleta das amostras foi realizada nos periodos de
inverno, primavera, outono e verao.

A cada coleta foram tomados 8 discos de massas de
pizza semiprontas, de cada marca A, B e C. Este procedimento
foi repetido trés vezes para cada marca, totalizando 12 lotes e
perfazendo um total de 96 amostras. As amostras foram
analisadas ao tempo zero (T0), tempo compreendido entre o 1° e
0 5° dia de fabricacao, e ap6s o armazenamento em refrigerador
(TR) e a temperatura ambiente (TA), respectivamente com valores
médios de 7 e 22°C, trés dias antes de findar o prazo de validade
correspondente a cada marca.

2. Métodos Fisico-Quimicos
2.1. Composicao Quimica
Aliquotas representativas (250g) de cada marca de massa
de pizza semipronta, proveniente de diferentes coletas no TO,
foram homogeneizadas para serem submetidas as analises de
composicdo quimica. As determinagdes foram realizadas em
triplicata, sendo que foram empregados os procedimentos
descritos pela AOAC (1995)° para umidade, proteinas e cinzas.
Os niveis de gordura foram determinados pelo procedimento de
Blygh—Dyer adaptado por Contreras et al.’. Os teores de
carboidratos foram estimados por diferenga.

2.2. Indicadores de Qualidade

As propriedades fisico-quimicas escolhidas como indi-
cadoras de qualidade tecnoldgica foram o pH, o indice de acidez
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e capacidade de retengdo de dgua (CRA). As duas primeiras
foram realizadas segundo procedimento da AOAC (1995)° e a
CRA segundo método de Wang e Kinsella (1976), adaptado por
Teixeira e Badiale-Furlong?.

Este consistiu em homogeneizar 10,0000g de amostra em
100 ml de agua e deixar em banho-maria a 80°C durante 45
minutos. A mistura foi centrifugada a 1800 G e filtrada em funil
de Buchner. A porcentagem de dgua retida foi calculada usando
a seguinte relacdo:

CRA =[(Peso final da amostra — Peso inicial da amostra) x 100]:
Peso final

Todas estas determinagdes foram realizadas em aliquotas
de amostras no momento da coleta e ao final dos prazos de
validade, nas diferentes condigdes de armazenamento.

3. Determinacdes Microbiologicas
3.1. Enumeraco de Bolores e Leveduras

A enumeracao de bolores e leveduras foi realizada em
aliquotas de amostras no TO e ao final dos periodos de arma-
zenamento em TA e TR. Para tal foi empregada a semeadura em
agar batata dextrose acidificado de acordo com Silva et al.'®,
Paralelamente ao método tradicional de contagem, em duas das
coletas foi empregado o método de enumeracao pelo Petrifilm,
metodologia da AOAC (1995)°.

4. Avalia¢ao Estatistica

O software Statistica for Windows (versao 4.3), no seu
moédulo “estatistica basica op¢ao matrizes de correlagdo” foi
utilizado para avaliar a correlagdo entre pH, indice de acidez e
unidades formadoras de coldnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Amostragem

Observou-se que durante a amostragem, as massas de
pizza semiprontas, em alguns supermercados, estavam acon-
dicionadas sob refrigeragdo enquanto em outros a mesma marca
era comercializada a temperatura ambiente. Este fato norteou a
escolha do armazenamento até o final do prazo de validade em
duas situagdes: a temperatura ambiente (TA) e a temperatura de
refrigeragdo em refrigerador doméstico (TR), o que também refletiu
as condi¢des de armazenamento mais comuns em ambientes
domésticos e comerciais, uma vez que as embalagens nédo
apresentavam recomendagdes quanto a este aspecto.

Denominou-se tempo zero o periodo entre o 1° ¢ 0 5° dias
de fabricacdo, pois em experimentos anteriores realizados para
estabelecimento das condi¢des de coleta, ndo foram observadas
alteragdes que pudessem ser detectadas pela metodologia
analitica a ser empregada para avaliagdo da qualidade quimica e
microbioldgica dos produtos®.

Ao longo dos periodos de armazenamento ocorreram
alteragdes sensoriais nas massas, quanto a sua textura, maciez,
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umidade e odor, que foram observadas pelos analistas ao
manusear o produto para preparagdo das amostras. Algumas
massas de pizza semiprontas mostraram-se mais pegajosas, com
a superficie mais umida e com odor acido, outras apresentavam-
se mais secas e endurecidas. Estas alteragdes ja eram esperadas,
pois também sdo comuns a outros produtos de panificagdo com
teores de umidade semelhantes®'>#. Pela escassez de trabalhos
encontrados na literatura especificos para este produto, optou-
se pelas determinagdes que mais se adequam a produtos
amilaceos.

2. Métodos Fisicos-Quimicos
2.1. Composi¢ao Quimica

Na Tabela 1 encontram-se os valores médios das fragoes
componentes dos produtos e os coeficientes de variagao, obti-
dos durante a determinagdo da composi¢ao proximal das marcas
de pizzas estudadas.

Os resultados mostraram o esperado, que os teores de
umidade apresentavam os maiores coeficientes de variagao, pois
tratava-se de produto pré-pronto e submetido a tratamento
térmico que dificilmente foi uniforme em todos os lotes, ainda
que de mesma marca. Os teores de carboidratos, por terem sido
estimados pela diferenca, possivelmente refletiram as maiores
varia¢des enquanto para os outros componentes os coeficientes
de varia¢ao foram menores.

A analise de varidncia mostrou que, a nivel de 95%, a
marca A diferiu das demais quanto aos teores de proteina e a
marca C quanto aos teores de gordura. Nos demais componentes,
no mesmo nivel de confianga, nao foram registradas variagdes
significativas entre as marcas.

Estes resultados indicam que as massas de pizza semi-
prontas assemelham-se as massas frescas quanto aos teores de
umidade e proteina, porém, apesar de composi¢do semelhante,
estes dois tipos de produtos apresentam periodos de validade
bem distintos, entre 25 a 45 dias para os primeiros, independente
do tipo de armazenamento, ao passo que para as massas frescas
com 30% de umidade e sem recheio, o prazo sugerido pela

legislagdo é de 45 dias (ABIA, 1995)% e mantidas sob refri-
geragdo®’13,

As massas de pizza semiprontas apresentaram com-
posi¢do proximal semelhante aos paes de forma e sdo comer-
cializadas em embalagens do mesmo tipo. O teor calérico das
massas de pizza, estimado através da composicao, encontra-se
entre 286,5 ¢ 301,9 Kcal.100g™" e o dos paes esta entre 241 e 305
Kcal.100g™! 71,

No entanto, ndo foi encontrado prazo de validade
especifico para as massas de pizzas semiprontas na legislacao
nacional e, aparentemente, sdo seguidos os prazos de validade
recomendados para as massas frescas.

2.2. Propriedades Indicadoras de Qualidade

2.2.1. Acidez e pH

As determinagdes de acidez e pH foram realizadas em
triplicata para as diferentes marcas, periodos de coleta e condi-
¢des de armazenamento; os resultados médios aparecem na
Tabela 2, onde o indice de acidez corresponde a mg de NaOH.g!
de amostra.

Segundo Quaglia'®, os niveis de pH e acidez para produ-
tos de panificacdo estd na faixade 5,2 a 5,6 e de 0,25 a 0,43 mg
NaOH.g!, respectivamente, e o pH tipico das massas alimen-
ticias esta em torno de 5,5. Neste caso, (Tabela 2) este valor foi
observado apenas em uma marca em duas de suas coletas,
enquanto as demais marcas apresentaram valores ligeiramente
acima, o que poderia comprometer a efetiva acao do conservador
empregado, propionato, (segundo rotulo na embalagem) que
atuaria melhorem pH 4,52a5,0.

A ocorréncia de pH e indice de acidez, ambos elevados
ou diminuidos em produtos de panifica¢do, podem indicar que a
fermentacdo foi realizada a uma temperatura alta e durante um
tempo superior ao necessario'®.

Simpson et al.!? encontraram para fettucini comercial pH
5,1 +/- 0,1 e para o espaguete formulado pelo grupo pH 5,35
+/- 0,10 no momento da formula¢do. As amostras de massas de
pizza semiprontas comerciais apresentam valores mais elevados

Tabela 1. Composi¢ao quimica média das massas de pizza semiprontas comercializadas na regido sul do RS, coletadas no periodo

de um ano
Marcas Umidade % Cinzas % Proteina % Gordura % Carboidratos %
(CV%) (CV%) (CV%) (CV%) (CV%)
A 29,1 2,2 8,9 2,1 58,0
(9,6) (0,1) (1,0) (0,5) (3,3)
B 29,6 2,3 5,7 ,8 58,6
(6,9) (0,2) (L,1) (1,0) (4,3)
C 28,1 2,2 5,7 4,7 59,2
(3,6) (0,13) (L,1) (0,8) (1,7)

# Carboidratos obtidos por diferenca
# A,B,C: marcas comerciais
# CV coeficiente de variag¢do_(%)
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Tabela 2. Variagdo média do pH e do indice de acidez nos
diferentes tempos de vida de prateleira das massas de pizza
semiprontas

PH Indice de Acidez

(mg NaOH.g")
Amostra TO TR TA TO TR TA
Al 5,5 6,2 6,2 1,1 0,9 0,7
A2 5,5 5,7 5,7 0,7 0,5 0,3
A3 5,7 5,8 5,7 0,8 0,7 0,5
A4 5,7 5,7 5,9 0,7 0,5 0,6
Bl 5,7 5,8 5,6 1,5 1,5 1,7
B2 5,7 5,6 5,6 1,6 1,3 1,3
B3 5,7 5,6 5,6 1,4 1,1 1,2
B4 5,8 5,8 5,5 1,5 1,2 1,3
Cl 5,6 5,9 * 1,4 0,9 *
C2 5,8 5,8 5,7 1,3 1,0 1,1
C3 5,8 5,9 5,9 1,3 0,9 R
C4 5,8 5,7 * 1,4 0,8 *

TO=tempo zero

TR=temperatura de refrigeracao

TA=temperatura ambiente

A, B, C referem-se a marcas comerciais de pizza e os numeros 1,
2, 3, 4 aos diferentes periodos de coleta

* amostras que apresentavam contaminagdo fingica antes de
findar o prazo de validade

de pH, apesar da composi¢do proximal muito semelhante aos
produtos estudados pelos autores. A agdo das leveduras e/ou
os teores de coadjuvantes empregados na formulagdo podem
ter contribuido para os valores de pH nas amostras das massas
de pizzas semiprontas estudadas's.

Os resultados de pH, avaliados pelo teste de Duncan,
mostraram que as marcas de massas de pizza semiprontas
variaram entre si nas diferentes coletas, sendo que a marca A foi
a de maior varia¢do. Conseqiientemente, nas condigdes de
armazenamento, também esta marca foi a que apresentou maiores
alteracdes. As massas de pizza semiprontas da marca C foram as
que apresentaram as menores variagdes de pH durante o
armazenamento, nas duas temperaturas estabelecidas.

Para o indice de acidez, a ordem crescente de variagdo de
valores nos diferentes periodos de coleta foi C, B e A. Nova-
mente, as amostras da marca A foram as que tiveram indice de
acidez afetados pelas temperaturas ambiente e de refrigeragdo.

A revisdo da literatura ndo mostrou nenhuma informagao
especifica com relagdo aos valores destas propriedades ao longo
dos prazos de validade para as massas de pizza semiprontas, no
entanto as variagcdes indicam alteragdes na composicao do
produto ao longo destes prazos.

No mesmo trabalho de Simpson et al." mencionado
anteriormente, foi relatado que fettucini e espaguete tendem a
apresentar aumentos nos valores de acidez quando armazenados
atemperaturas entre 5°C e 15°C, o que também foi observado no
caso deste trabalho.
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Pode-se dizer que as variagdes de pH e indice de acidez
observadas podem estar relacionadas a inimeros fatores, desde
transformagdes quimicas e microbioldgicas decorrentes de
falhas no processamento ou de condi¢des inadequadas de
embalagem e armazenamento.

2.2.2. Capacidade de Retenciio de Agua

A determinagdo da capacidade de retengdo de dgua é uma
determinagdo empregada para avaliar o envelhecimento dos
produtos de panificagdo através da estimativa da quantidade de
agua ligada que o produto é capaz de manter, tornando-o viavel
por mais tempo, sem perder suas caracteristicas originais?>**.

As caracteristicas sensoriais destes produtos induzem
a uma aceitag@o, que dependera do habito alimentar do con-
sumidor, que dificilmente pode ser comparado com a avaliagdo
destas através de indices fisico-quimicos®.

Para massas alimenticias, esta propriedade ¢ um indicador
de qualidade, e sendo assim, foi uma das determinagdes esco-
lhidas para estudar a possibilidade de avaliar as alteragdes nas
massas de pizza semiprontas durante o prazo de validade de
maneira mais objetiva'.

As amostras armazenadas sob refrigeragdo ao fim do
armazenamento apresentavam-se mais quebradigas e com
aspecto ressecado do que as deixadas a temperatura ambiente,
confirmando o esperado. Provavelmente devido a umidade
intermediaria do produto quando armazenado a temperatura de
refrigeracdo, poderia ocorrer um processo de retrogradacdo do
gel de amido.

Naregido sul, condigdes de umidade relativa alta (acima
de 70%) sdo freqiientes mesmo nos meses de inverno, sendo a
embalagem fundamental para minimizar o problema de absorgéo
de agua®®. Nas amostras estudadas, a capacidade de retengio
de agua pode ter sido influenciada por variaveis como: clima de
armazenamento, embalagens, formulacdo das massas e espessura
da massa. Os resultados estdo na Tabela 3.

Tabela 3. Capacidade de reten¢do de agua (%) em massas de
pizza semiprontas

Amostra TO TR TA
Al 203 115 124
A2 193 105 135
A3 220 117 168
A4 223 134 170
Bl 107 89 92
B2 109 89 88
B3 110 124 130
B4 108 92 90
Cl 100 180 *
C2 100 109 110
C3 111 185 153
C4 104 110 *

* Amostras contaminadas por bolores e leveduras antes do término da
validade

TO: tempo zero

TR: temperatura de refrigeracdo

TA: temperatura ambiente

A, B, C: refere-se as marcas comerciais das massas de pizza semiprontas e

os numeros 1,2,3,4 aos diferentes periodos de coleta
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O comportamento das marcas nas diferentes condi¢des
estudadas ndo mostrou uma tendéncia definida para a alteracdo
da propriedade e, aparentemente, ela ndo refletiu para as massas
de pizza semiprontas, as alteracdes de trocas de agua ligada e
livre de maneira objetiva.

3. Enumeracio de Bolores e Leveduras

Na Tabela 4 encontram-se os resultados médios da
contaminagdo de bolores e leveduras no tempo zero e nos
tempos de armazenamento encontrados nas amostras das
massas de pizza semiprontas.

Tabela 4. Enumeracdo de bolores e leveduras (UFC.g") nos
diferentes tempos da vida de prateleira das massas de pizza
semiprontas

Amostra TO TR TA
Al 1,3x10% 7,2x10% 2,9x10°¢
A2 1,6x10% 1,4x10% 2,5%10°¢
A3 4,3x10 9,6x103 2,8x10°¢
A4 1,5x10% 6,0x10% 3,0x10°¢
Bl 2,0x10? 2,7x10°¢ 6,8x103
B2 9,2x10 4,1x10° 1,5%10%
B3 1,2x10? 4,7x10* 9,5x10*
B4 2,0x10? 2,6x10° 6,2x10%
Cl 7,9%x10 4,8x10° *
C2 7,9%10? 4,9x10° 1,5%10%
C3 1,1x10? 1,6x10% 1,2x10%
C4 1,4x10? 2,1x10 *

TO: tempo zero compreendido do primeiro até o quinto dia de fabricagdo
da pizza

TR: temperatura de refrigeragdo

TA: temperatura ambiente

A, B, C: referem-se a marcas de massas de pizza semi prontas e os nimeros

1, 2, 3, 4 os diferentes periodos de coleta

*amostras contaminadas por bolores e leveduras antes de findar o prazo

de validade

No caso das massas de pizza analisadas ao tempo zero
apenas duas coletas da marca A estiveram acima dos limites
propostos pela portaria n° 451 de 19 de setembro de 1997 da
Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Apds o armazenamento, em
ambas as temperaturas, as marcas estudadas apresentaram
contagens superiores ao limite permitido (10* UFC.g™").

O armazenamento das massas a temperatura ambiente
favoreceu o desenvolvimento dos microrganismos e a tem-
peratura de refrigeragdo nao foi suficiente para evitar que as
amostras se situassem, em termos de bolores e leveduras, na
faixa de qualidade impropria para consumo. Esta situagao sugere
que as condigdes higi€nico-sanitarias durante o processamento
do produto, embalagem e armazenamento, contribuiram para a
impossibilidade de que as amostras chegassem ao final do prazo
de validade, mesmo sob refrigeracao.

Levantamentos realizados em massas de pizzas
comercializadas em Belo Horizonte (MG) por Souza et al.?,
mostraram valores de 67% de amostras contaminadas por

bolores e leveduras. Nas marcas estudadas por Fernandes
et al.! em Jodo Pessoa (PB) os valores da contagem de bolores
e leveduras variaram entre 4,9x10° a 3,6x10° UFC.g"!' em 80% das
amostras; 20% apresentavam contagens superiores a 3x103
UFC.g". O total acima do nivel tolerado foi 80% das amostras
avaliadas, similarmente aos resultados obtidos neste trabalho.

No Brasil, ndo existem valores especificos para a vida de
prateleira das massas de pizza, ao passo que na Franga as pizzas
frescas refrigeradas possuem vida util de 6 dias, podendo
aumentar a durabilidade com uso de atmosfera modificada com
CO, e N, e mantidas a 4°C".

3.1. Ocorréncia de Bolores e Leveduras e Caracteristicas

de Qualidade Determinadas

A correlacdo entre o pH no tempo zero (pHTO), pH a
temperatura de refrigeracdo (pHTR), pH a temperatura ambiente
(pHTA), indice de acidez no tempo zero (ACIDTO), indice de
acidez a temperatura de refrigeracdo (ACIDTR) e indice de acidez
a temperatura ambiente (ACIDTA), o desenvolvimento de
bolores e leveduras (UFC.g"), no tempo zero (UFCTO), a
temperatura de refrigeracdo (UFCTR) e a temperatura ambiente
(UFCTA), permitiu conhecer o nivel de influéncia destes
pardmetros sobre a alta contaminagdo observada.

Na Tabela 5 aparecem as situagdes em que as correlagdes
foram significativas a nivel de p<5%.

Tabela S. Correlagoes significativas entre pH, indice de acidez e
crescimento de microrganismos

Correlagdes p< 5% R (x,y)
PHTO X UFCTO - 0,808
PHTO X UFCTA - 0,655
ACIDTO X UFCTO - 0,594
ACIDTR X UFCTR 0,658
ACIDTO X UFCTA - 0,852

Os niveis de pH e indice de acidez no tempo zero estdo
correlacionados com o desenvolvimento de bolores e leveduras,
contribuindo para as alteragdes até o final do armazenamento
em qualquer temperatura.

O pH elevado dos produtos logo ap6s o processamento
pode ter facilitado o desenvolvimento de microrganismos que
0s contaminaram no manuseio posterior ao forneamento. Isto
dificultou a ag@o do conservador (propionato), mais efetivo em
pH 4,5 a 5,0. A correlag@o entre pH inicial com o niimero de
unidades formadoras de coldnias encontradas nas massas de
pizza semiprontas armazenadas a temperatura ambiente
confirmam esta observagao.

Correlagdo direta ocorreu entre o indice de acidez e os
teores de contaminag@o por bolores e leveduras nas massas de
pizza semiprontas armazenadas sob refrigeracdo. O compor-
tamento observado esta de acordo com o esperado, ou seja, as
temperaturas baixas diminuem a velocidade das rea¢des quimicas
e, conseqiientemente, a proliferagdo dos microrganismos.
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Com estas observagdes, pode-se dizer que o controle do
pH e do indice de acidez inicial poderiam contribuir para minimizar
o problema da contaminacao por bolores e leveduras, no minimo
porque facilitariam a agao do conservador, mas outras condigdes
do ambiente e embalagens precisam ser estudadas. Cabe salientar
que outras combinagdes entre pH, acidez e unidades formadoras
de coldnias foram significativas, porém com niveis inferiores a
60%, sendo por isso, consideradas muito fracas e com maior
probabilidade de terem sido determinadas por fatores aleatdrios
e ndo pelas variaveis estudadas.

A capacidade de retencdo de agua, segundo a literatura,
poderia interferir no desenvolvimento da microbiota, sendo estu-
dada sua correlagdo com o nimero de unidades formadoras de
coldnias nas massas de pizza semiprontas no periodo inicial de
validade eao final deste, em temperaturaambiente e de refrigeracao.

A matriz detalhada das correlagdes mostrou ser signi-
ficativa e direta (71%) para a capacidade de reten¢ao inicial e o
numero de unidades formadoras de colonia quando as massas
de pizza semiprontas foram mantidas a temperatura ambiente. A
correlagdo entre a capacidade de retengdo de agua na tempe-
ratura de refrigeracdo e das unidades formadoras de colonia na
mesma temperatura também foi significativa a nivel de 5% de
probabilidade, porém mais fraca e negativa (47%), possivelmente
decorrente de variagdes aleatorias.

Uma forte correlacdo positiva (69%) ocorreu entre o
numero de unidades formadoras de coldnias no tempo zero e o
numero de unidades formadoras de colonias quando as massas
de pizza semiprontas foram armazenadas a temperatura ambiente.

Conforme observado no caso de pH e da acidez, o armaze-
namento sob refrigeragdo minimizou as alteragdes decorrentes
do desenvolvimento da microbiota fingica.

Embora as massas de pizzas ndo sejam consideradas
frescas porque s@o levedadas e tém sua umidade diminuida de
49% (massa crua) para valores médios de 28% com o fornea-
mento, continuam se comportando como um produto que se
conservaria melhor sob refrigeragao e possivelmente com emba-
lagem de atmosfera controlada como mencionado na literatura
para as pastas ¢ massas frescas'>.

CONCLUSOES

Nas condi¢des do trabalho e considerando-se os dados

obtidos pode-se concluir que:

* Os niveis de pH e acidez encontraram-se signifi-
cativamente acima do recomendado para os produtos
de panifica¢@o com valores médios entre 5,7 ¢ 1,0 mg
NaOH.g !, respectivamente.

* A capacidade de retengdo de dgua ndo seguiu um
comportamento definido ao longo das condigdes de
armazenamento estudadas.

* O numero de unidades formadoras de coldnias
aumenta ao longo do armazenamento (4,3x10a2,9x10°
UFC.g") em todas as marcas e condi¢des estudadas.

+ Foi observada correlagdo inversa entre o pH, indice
de acidez e o numero de unidades formadoras de
coldnias em todas as condig¢des estudadas.
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ABSTRACT. Bakery industries have been developing and expanding the range of products offered for
commercial sale. Pizzas are being well accepted, because they are cheap, easy to prepare and have a good
nutritional value. The purpose of this study was to evaluate the chemical composition, quality indexes and
their relation with colony-forming units (CFU) under refrigeration and room temperature. Results showed
that the refrigeration temperature didn’t influence the increase of molds and yeast contamination during
storage periods. The level of these microorganisms contents was above maximum limits established by
national legislation. This situation suggests that sanitary conditions, during the process, package and
storage of the product contribute to the increase of contamination under or without refrigeration temperature.
The values of pH and acid index (5,7 and 1,0 mg NaOH.g!) were correlated with the contamination levels
found during storage periods (2,9x10° CFU. g™').

KEY WORDS. Pizza; pizza quality; molds and yeast on pizza.
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Oliveira Junior, O.C. et al. Manuten¢ao da fecundidade e oviposicdo em Triatoma infestans ap6s décadas
de criagdo em laboratorio. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 60(1):43-46,2001.

RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade da manuteng¢ao da fecundidade e oviposi¢ao
em triatomineos ap6s décadas de criagdo em condicdes de laboratorio. Foi observado o desempenho de 11
colonias de Triatoma infestans do Laboratorio de Triatomineos do Instituto Adolfo Lutz. Os insetos foram
mantidos em temperatura ¢ umidade constantes (27-28°C e 70-80%, respectivamente) e acasalados em
diferentes propor¢des de machos e fémeas. Dois ritmos de alimentacao foram utilizados. No primeiro, os
triatomineos foram alimentados semanalmente, e no segundo, o ritmo de alimentacao foi quinzenal ou a
cada 21 dias.

Durante o estudo marrecos foram utilizados como fonte de sangue. Os resultados confirmaram a importancia
do ritmo de alimentag@o para a oviposicao. Insetos que receberam alimentagdo semanal apresentaram os
melhores indices de oviposi¢ao, representados pelo numero de ovos por fémea por dia (ofd), entre 0.39 ¢
4.40 ofd, sendo mais freqiiente taxas acima de 1.30 ofd. Colonias que tiveram alimenta¢do quinzenal ou a
cada 21 dias apresentaram inexpressivos indices de oviposicdo, entre 0.05 e 1.07 ofd, sendo mais freqiiente
inferior a 0.30 ofd.

Concluiu-se que apos décadas de criacdo em condi¢des de laboratdrio, € possivel manter a fecundidade e
a capacidade de oviposi¢do dentro dos padrdes normais, em coldnias de Triatoma infestans, se o ritmo de
alimentagdo dos adultos ndo exceder 7 dias. O ritmo de alimentagdo nao afetou o indice de sobrevivéncia
dos adultos, mas foi critico para a fecundidade e oviposicao.

PALAVRAS-CHAVE. Triatoma infestans; fecundidade; oviposi¢do; biologia; criacao em laboratdrio.
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INTRODUCAO

A relativa facilidade verificada no estabelecimento de
colonias de triatomineos em condi¢des de laboratério tem
suscitado investiga¢des e propiciado respostas a uma série de
questdes referentes a biologia destes hemipteros em particular
e, dos insetos de maneira geral’.

E inegavel o interesse cientifico que a manutengio de
colonias de “barbeiros” tem despertado. A criagdo de triato-
mineos em laboratério tem permitido conhecimento de seus
ciclos bioldgicos, preferéncias alimentares, condi¢des favora-
veis de temperatura e umidade relativa do ar, estudos sobre
novos inseticidas, incluindo hormonios juvenis e feromonios;
permitindo ainda o actimulo de consideravel volume de
informagdes sobre a fisiologia geral dos insetos*>*. Muitos
desses estudos visavam a obtencdo de subsidios para melhorar
as condigdes de criagdo em laboratdrio ou, para a compreensao
da epidemiologia da doenca de Chagas ou, mesmo, de alter-
nativas de combate ao vetor’*>¢!L1218 Em outras investiga-
¢oes, pesquisadores realizaram experimentos na tentativa de
padronizar procedimentos necessarios para a execugdo do
Xenodiagn(’)sticol,z,‘),10,13,14,15,16,17,18_

A manutencdo prolongada, por varias geragdes, de
colonias de triatomineos pode significar a decadéncia das
proprias colonias, na medida em que estiver facilitada uma
circulagdo endogamica, por cruzamentos entre individuos
oriundos de uma mesma geragio paterna.

Os resultados obtidos com uma primeira geragdo de
triatomineos recém-colonizada em laboratorio diferem daqueles
que sdo verificados em outras geracdes oriundas da mesma
colonia inicial'2. Todavia, recentemente foi verificado para
Dipetalogaster maximus que mesmo ap6s 20 anos de
manuten¢ao de colonia em condigdes de laboratorio, o pardmetro
biolégico representado pela quantidade de sangue ingerido
durante o repasto sangiiineo permaneceu inalterado quando
comparado com uma nova coldnia estabelecida a partir de ovos
de fémea coletada em seu ambiente natural®.

No presente trabalho, objetivou-se avaliar a possibilidade
de manuten¢do da fecundidade e da capacidade de oviposigao
em Triatoma infestans Klug, 1834, ap6s décadas de criagdo em
condi¢des de laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Foram observadas onze diferentes colonias de Triatoma
infestans, mantidas ha mais de duas ou trés décadas em con-
digdes de laboratério. A investigagdo restringiu-se aos insetos
adultos, obtidos no Laboratério de Triatomineos da Se¢do de
Parasitoses Sistémicas do Instituto Adolfo Lutz. Ao iniciar o
periodo de observagdes eram 465 fémeas e 355 machos, os quais
foram acasalados em diferentes proporgdes.

Foram adotadas diferentes combinagdes de nimero de
machos ¢ fémeas, desde um macho para uma fémea até uma
razdo de um macho para quatro fémeas.
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Os insetos foram mantidos a temperatura e umidade
constantes, a 27-28°C e 70-80%, respectivamente. Durante todo
o estudo, marrecos foram usados como fonte sangiiinea.

Foram adotados dois ritmos de alimentagao:

a. inicialmente os barbeiros foram alimentados num
ritmo irregular de oferta da fonte sangiiinea, podendo
variar entre 15 e 21 dias, por um periodo de pelo menos
45 dias;

b. num segundo momento, apos esse periodo de 45 dias,
esses insetos passaram a ser alimentados num ritmo
constante de oferta da fonte sangiiinea, regularmente
acada 7 dias. Entre a 5* ¢ a 6* observacao foi provo-
cada uma nova irregularidade na oferta de alimento,
com o repasto sangiliineo sendo possibilitado so-
mente no 12° dia apos o ultimo repasto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram considerados em termos de nimero
de ovos por fémea por dia (ofd), refletindo a fecundidade de
colonias de Triatoma infestans mantidas ha mais de 2 ou 3
décadas em condigdes artificiais de laboratoério.

Pela Tabela observa-se que durante o periodo inicial,
quando o ritmo de alimentag@o foi irregular, com oferta de
repastos sangiiineos em intervalos de 15 ou 21 dias, a produ-
tividade de ovos por fémea por dia (ofd) esteve extremamente
baixa, variando de 0,05 a 1,07 ofd, sendo mais freqiiente taxas
abaixo de 0,30 ofd.

Tabela. Taxa de oviposi¢do (ovos/fémea/dia) em colonias de
Triatoma infestans, segundo o ritmo de alimentagdo

Taxa de oviposi¢do (ovos por fémea por dia)

AMPLITUDE
Ritmos de alimentagdo Minima Maxima Média
Irregular (15 ou 21 dias) 0,05 1,07 0,21
Regular (7 dias) 0,39 4,40 1,31

Quando adotado o segundo ritmo de oferta de fonte
sangiiinea, regularmente a cada 7 dias, houve aumento
consideravel na taxa de oviposi¢ao, que variou de 0,39 a 4,40
ofd, sendo mais freqiiente 1,31 ofd.

Quando, novamente foi provocada uma irregularidade
no oferecimento da fonte sangiiinea, entre a 5* e a 6% observagdes
(Figura 1), com repasto sangiiineo oferecido ap6s um periodo
de 12 dias, foi observada uma acentuada queda na taxa de
oviposicdo, independentemente da razdo sexual de
acasalamentos que tivesse sido adotada (Figura 1). Ao ser
retomado o ritmo de oferecimento de repasto sangiiineo irregular
a cada 7 dias, a taxa de oviposicdo retornou ao nivel anterior
mais elevado.

As taxas de mortalidade observadas ndo foram afetadas
pelo ritmo alimentar adotado. Assim sendo, 22,4% dos adultos
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Figura 1. Taxa de oviposicdo e ritmo de alimentagdo das colonicas de Triatoma infestans, mantidas a mais de duas ou trés décadas
em condigdes de laboratdrio, agrupadas segundo razdo sexual de acasalamento adotado.

morreram durante o primeiro esquema de oferta de sangue, a
cada 15 e 21 dias ao longo de 45 dias. No segundo esquema de
alimentagdo, foi observada 41,3% de taxa de mortalidade quando
o repasto sangiiineo foi oferecido a cada 7 dias, porém por um
periodo de 105 dias. Ao final do periodo de observagdes, quan-
do restaram vivas 216 fémeas, haviam sido postos um total de
38.819 ovos.

De uma maneira geral, aceita-se que a manutengao prolon-
gada de coldnias de triatomineos em condi¢des artificiais de
laboratodrio tendem a favorecer a uma deterioragdo da propria
colonia. Alguns autores observaram que, mesmo apos as primei-
ras geragdes, os resultados relativos a tempo de evolug@o, ovipo-
sigdo e ingestdo de sangue entre outros, ja seriam diferentes!’.

Os resultados obtidos no presente estudo, em relagdo
ao parametro bioldgico fecundidade/oviposigdo, assemelharam-
se aqueles de Meirelles et al.® para D. maximus quanto a
quantidade de sangue ingerido.

Os resultados permitem concluir que a capacidade de
oviposigdo ¢ o prolongamento da existéncia ou “perpetuacdo”
das colonias de T. infestans, mesmo apds duas ou até trés déca-
das de manutengdo em condi¢des de laboratdrio esteve preser-
vada, ndo sendo verificada a deterioracdo para este pardmetro
bioldgico, guardando sim uma estreita relagdo com a oferta regular
de fonte sangiiinea aos exemplares adultos.

Observou-se, ainda que apds a adogdo do ritmo semanal
de oferta alimentar para os triatomineos, foi a razdo 1 macho: 1
fémea aquela que resultou em melhor rendimento de niimero de

ovos produzidos, chegando a taxa de 4,40 ofd. Perlagora-
Szumlewicz'? encontrou produtividade de 4 até 8 ofd, tendo
observado que quando a razdo sexual foi 1 macho: 1 fémea a
produtividade era de 2,1-2,6 ofd. Quando a relagéo foi de 1 macho:
6 fémeas a produgdo de ovos por fémea por dia esteve reduzida
para 0,30.

No presente estudo, as razdes 1 macho: 1 fémea ou 2
fémeas foram aquelas que possibilitaram produgdes iguais ou
superiores a 4 ofd. Exceto para uma tUnica situag@o, todos os
experimentos que tiveram uma razdo sexual 1 macho: 3 fémeas
ou 4 fémeas ou, ainda, mais de 2 machos: 1 fémea a produtividade
de ovos foi inferior a 1,3 ofd.

CONCLUSOES

Através dos dados obtidos nas condi¢des trabalhadas,
para as colonias de Triatoma infestans estudadas concluiu-se:
* A fecundidade e oviposi¢ao do Triatoma infestans
sofreu interferéncia do ritmo alimentar a que os

insetos foram submetidos.

» Favoravelmente a manutencdo da fecundidade
nessas colonias, na medida em que for definido ritmo
regular de alimentac@o ndo superior a 7 dias.

* Que o ritmo de alimentacdo ndo afetou significa-
tivamente as taxas de sobrevivéncia, sendo, todavia,
critico para a manuten¢do de fecundidade e da
capacidade de oviposigdo.
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ABSTRACT. The aim of this study was to evaluate the possibility of maintenance of fecundity and the
capability of oviposition in Reduviid bugs after decades of breeding under laboratory conditions. It was
observed the performance of eleven colonies of Triatoma infestans from the Laboratory of Triatomines of
Adolfo Lutz Institute. Insects were mated in different ratio of males and females. Two rhythms of alimentation
were used. In the first, triatomines were fed weekly, and in the second rhythm the meal were offered every
fifteen or twenty one days. During all the study teals were used as blood source, and temperature and
humidity were constant, at 27-28°C and 70-80%, respectivelly. The results confirm the importance of the
rhythm of alimentation for oviposition. Insects fed weekley showed the best rates of oviposition, it was
represented by number of eggs by female per day (efd), between 0.39 to 4.40 efd, being more frequent up
to 1.30 efd. Colonies that were fed every fifteen or twenty one days showed inexpressives rates of
oviposition, between 0.05 to 1.07 efd, being more frequent below to 0.30efd. It was concluded that after
decades of breeding under laboratory conditions it is possible to maintain the fecundity, into normal
patterns, in the 7. infestans if the rhythm of alimentation of adults don’t exceed seven days. Rhythm of
alimentation don’t affected the survival rates of adults, but it was critical for the fecundity and oviposition.

KEY WORDS. Triatoma infestans; fecundity; oviposition; biology; breeding laboratory.
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RESUMO. As alteragdes ambientais e reducdes na cobertura vegetal do Estado de Sao Paulo, ao longo do
século XX, resultantes da a¢do do proprio homem, determinaram diferentes perfis epidemiologicos para a
LTA em terras paulistas. Alteragdes significativas, também, foram verificadas na composi¢do da fauna
flebotominica. Lutzomyia intermedia s.l. tornou-se a espécie presente em maior densidade nas areas
endémicas no final deste século. Nesta investigacdo objetivou-se avaliar a importancia da agdo antropica
na perpetuagdo da LTA, hoje espalhada em todo o Estado de Sao Paulo. No municipio de Eldorado, Vale do
Ribeira, foram definidos 3 ambientes para as coletas de flebotomineos: i — interior de mata, ambiente nao-
modificado; ii —margem de mata, ambiente pouco modificado com a constru¢do de um galinheiro experimental
e iii — ambiente modificado pela acdo antropica com habitacdo humana, animais domésticos e cultivo de
banana. Os ambientes florestados e aquele com pequena alterag@o revelaram maior diversidade de espécies
de flebotomineos, com predominio de L. fischeri, L. ayrozai e L. migonei. No ambiente altamente alterado,
L. intermedia s.1. constituiu a espécie predominante. A ag¢@o antropica sobre o ambiente exerceu pressao
decisiva na sucessdo biologica das espécies de flebotomineos.

PALAVRAS-CHAVE. Leishmaniose tegumentar americana; Psychodidae; Phlebotominae; agao antropica;

epidemiologia.
INTRODUCAO a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) em terras
paulistas??41:40,
As profundas altera¢des e redugdes na cobertura vegetal Como conseqiiéncia das modifica¢des ambientais, alte-

do Estado de Sao Paulo, ao longo do século XX (Sao Paulo  ragdes significativas foram verificadas, também, em relacdo a
1992)%, determinaram diferentes perfis epidemioldgicos para  composigdo da fauna flebotominica. Lutzomyia intermedia s.1.

I Secao de Parasitoses Sistémicas — Instituto Adolfo Lutz
* Enderego para correspondéncia: Av. Dr. Arnaldo, 351 — 8° andar — 01246-902 - Sao Paulo - SP
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ganha destaque como espécie predominante a partir da segunda
metade do século XX, quando grande parte da devastagao
florestal ja fora perpetrada.

A agdo antropica sobre o ambiente ndo so foi decisiva
na alteracdo da cobertura vegetal, como diversos estudos tém
procurado mostrar que esse papel desempenhado pelo homem,
acabou por determinar uma verdadeira sucessdo vetorial, com
reflexos na disseminacao de focos de transmissdo de Leishmania
por todas as regides do Estado de S3o Paulo (Barretto?,
Forattini”®*!", Forattini e Oliveira'’, Forattini e Santos®, Forattini
et 31.12’13’14’15’16’17, G0m6521,22,23,24’ GOmeS et al.19,20,25,26,28,29,30,31,’
Gomes e Galati?’, Galimberti e Katz'®, Katz*?, Condino et al.*,
Domingos’, Camargo-Neves®).

A regido do Vale do Ribeira, a partir da década de 70,
torna-se importante area de transmissao autdctone e ja apresenta
feicdes de transmissdo intra e/ou peridomiciliar, tendo registrado
em 1993 um dos maiores coeficientes de incidéncia de LTA (403,4)
por 100.000 habitantes®3¢4!,

No presente trabalho procurou-se estudar a importancia
da ag@o antrdpica na sucessao vetorial que possibilitou a disse-
minagdo de focos de transmissdo e a “perpetuacdo” da LTA no
Estado de Sdo Paulo, em particular no Vale do Ribeira, municipio
de Eldorado, no periodo de outubro/1989 a setembro/1993.

MATERIAL E METODOS

1. Regifo de estudo

Estancia Turistica de Eldorado, limite sul da expanséo da
LTA no Estado de Sao Paulo, localizada no Vale do Ribeira, 243
km a sudoeste da Capital do Estado, entre os paralelos 24° 31 07”
de Latitude Sul ¢ 48° 06’ 28” de Longitude Oeste, altitude média
de 80 m acima do nivel do mar.

Apresenta area territorial de 1.712 km? e tem como divisas
os municipios de Iporanga, Barra do Turvo, Jacupiranga,
Registro e Sete Barras (Anuario Estatistico do Estado de Séo
Paulo, SEADE, 1995)".

Aregido do Vale do Ribeira ¢ considerada uma das menos
desenvolvidas do Estado. Em termos socio-econdmicos,
manteve-se a margem do desenvolvimento observado no
restante do Estado, principalmente em fungdo da topografia
acidentada e das condigdes de clima e solo que dificultaram as
praticas agricolas e da precariedade das vias de acesso a regido.
Apresenta poucas areas apropriadas para a agricultura - cultura
de banana, ché, e para a pecuaria ao lado de outras com vegetacao
natural intacta ou pouco alterada.

Predominantemente, o relevo é montanhoso, mas ao sul
encontram-se planicies cobertas de vegetacdo abundante.
Intimeros ribeirdes recortam a regido, todos tributarios do rio
Ribeira de Iguape. Saltos, cachoeiras e grutas contribuem na
composicao paisagistica da area.

O rio Ribeira de Iguape nasce na serra de Paranapiacaba,
no Estado do Parana e desagua no litoral paulista, no municipio
de Iguape, apds percorrer 470 km, parte dos quais no municipio
de Eldorado.
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Segundo a Sociedade Brasileira de Espeleologia (1980),
citado por Lepsch et al., aregido do Vale do Ribeira apresenta
a maior concentragdo de cavernas calcarias do Brasil, muitas
delas constituindo importantes sitios arqueologicos e paleon-
tolégicos, além de importante pdlo turistico como a Caverna do
Diabo em Eldorado.

O clima sofre influéncia de duas massas de ar, a Tropical
Atlantica (influi na distribui¢do das chuvas) e a Polar Atlantica
(responsavel pelas baixas temperaturas, 2-3°C)*,

A classificacdo climatica de K&ppen define o clima da
regido como tipo “CFA”, isto &, tropical imido, sem estagdo
seca, sendo a temperatura do més mais quente superior a 22°C,
chegando a 30-35°C e o total de chuvas do més mais seco superior
a30 mm (média anual = 1619 mm)?*.

Os meses mais chuvosos sdo janeiro, fevereiro e margo,
excepcionalmente, dezembro, abril e maio, enquanto os meses
mais secos concentram-se entre julho e setembro.

A cobertura vegetal do municipio ¢ do tipo Floresta
Tropical Latifoliada, caracterizada por arvores com 30 m ou mais
de altura. A variagdo da composic¢do dos tipos vegetais ¢ re-
sultado da interagdo de diversos fatores, tais como, condigdo
climatica, edaficas, etc. As espécies de maior ocorréncia sdo:
guapuruvu (Schizolobium parahybum), jatoba (Hymenaea
courbaril), guatambu (Aspidosperma olivaceum), cedro
(Cedrela fissilis), jequitibd (Cariniana estrellensis), caixeta
(Tabebuia cassinoides), canela-amarela (Ocotea aciphylla),
canela-preta (Nectandra mollis), entre outras™.

Parte do municipio esté protegida pelo Parque Estadual
do Jacupiranga, que constitui area de preservacao para fins de
defesa da flora, fauna e belezas naturais da regido, para atender
a objetivos educacionais, recreativas e cientificas (Decreto Lei
n° 145, de 08.08.69)*.

Neste municipio, ainda se encontram vastas areas de
florestas alteradas, capoeiras, area de reflorestamento e areas
de acdo antropica, que correspondem as areas de agricultura,
pastagens, ntcleos urbanos ¢ desmatamento®.

2. Coleta de flebotomineos

As coletas de flebotomineos ocorreram em trés ambientes
distintos quanto a agdo antropica, durante o periodo de outu-
bro/89 a set/93.

i. Interior de mata, ambiente ndo-modificado pela agédo
antropica.

ii. Proximo a margem de mata, ambiente pouco alterado com a
presenga de um galinheiro experimental.

iii. Peridomicilio, ambiente modificado pela presenca da
habitagdo humana, animais domésticos e cultivo de banana
onde ocorreram casos de LTA humana.

Para a coleta dos flebotomineos, foram utilizadas: arma-
dilha de Shannon modificada, armadilhas luminosas, tipo Falcéo,
modificada e capturadores de Castro.

No interior de mata, as coletas foram feitas com uma
armadilha luminosa instalada a 1 m do nivel do solo, entre 19:00
€ 9:00 hs, semanalmente, durante 4 anos.
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No ambiente pouco modificado, a margem da mata,
utilizou-se uma armadilha luminosa instalada no interior do
galinheiro, entre 19:00 e 9:00 hs, semanalmente; dois individuos
com capturadores de Castro aspiravam os insetos que pousa-
vam nas paredes do ecotopo, no periodo das 19:00 e 22:00 hs,
uma vez por semana. As capturas manuais € com os luminosos
ocorriam em dias ndo-coincidentes.

No ambiente modificado pela agdo antropica, foram rea-
lizadas coletas com armadilha de Shannon, entre 19:00 e 22:00 hs,
uma vez por semana ¢ com armadilha luminosa, tipo Falcdo,
modificada, entre 19:00 e 9:00 hs, semanalmente em dia alternado
a coleta com armadilha de Shannon, ambos instalados no
peridomicilio.

Todos os insetos foram conservados em alcool 70°,
diafanizados em lactofenol e montados entre lamina ¢ laminula
em liquido de Berlese para identificagao.

RESULTADOS

Foram coletados 8.471 flebotomineos de 11 espécies.

No interior de mata e préoximo a margem da mata
observou-se uma maior diversidade de espécies com predominio
de Lutzomyia fischeri com 82,13% e 65,47%, respectivamente
(Tabela).

L. intermedia s.1. aparece com 1,31% no ambiente ndo
alterado, 12,22% no ambiente pouco modificado e predominio
absoluto no ambiente antropizado com 99,29% (Tabela).

DISCUSSAO

Ao longo do século XX, o Estado de Sdo Paulo passou
por profundas alteragdes no que se refere a sua cobertura

vegetal; sem duvida, tais modificagdes foram decorrentes da
acao do homem, seja em projetos de colonizacao, ou de expansio
das fronteiras agricolas ou, principalmente, com a abertura das
estradas de ferro.

Paralelamente a esta acdo antropica estabeleciam-se ao
final do século XIX e inicio do XX, grandes surtos de LTA, o
que levou ao rapido reconhecimento do carater ocupacional da
parasitose.

Na primeira metade do século XX, os focos conhecidos
de LTA restringiam-se 8 margem esquerda do rio Tieté. Nenhum
destaque era dado L. intermedia como vetor principal de
Leishmania. Lutzomyia whitmani, L. migonei, L. pessoai ¢ L.
fischeri eram as espécies de flebotomineos mais freqiientes no
ambiente endémico ou epidémico, sendo que L. fischeri nunca
foi encontrado naturalmente infectado por Leishmania®.

Mais recentemente, a epidemiologia da LTA no Estado
de Sao Paulo ¢ caracterizada por micro-surtos e casos espo-
radicos, com multiplicidade de focos por todas as regides pau-
listas, ndo mais restritos a margem esquerda do rio Tieté. O
numero anual de novos casos autdctones ultrapassa a cifra de
400 a 50018,19,22,25,26,32,39.

A partir da segunda metade do século XX, parti-
cularmente apds a década de 70, L. intermedia s.1. € reconhecida,
pela sua densidade e antropofilia, como detentora de grande
potencial vetorial, sendo marcante sua capacidade de vencer
ambientes abertos e modificados.

Pelos resultados obtidos, expressos na Tabela, veri-
ficamos que:

i A presenca do homem no ambiente rural e todas as mo-
dificacdes decorrentes de sua agao antropica atuaram como
pressao seletiva para uma menor diversidade de espécies e
predominio, quase que absoluto, de L. intermedia s.1.

Tabela — Numero e percentual de flebotomineos coletados por armadilhas luminosas, tipo Falcdo, modificada e em armadilha de
Shannon modificada nos distintos ambientes, no municipio de Eldorado, SP, Brasil, no periodo de out/89 a set/93

Interior de mata

Margem de mata Ambiente Alterado

ESPECIE Ne % Ne % Ne %
L. intermedia 17 1,31 224 12,22 5307 99,29
L. fischeri 1062 82,13 1200 65,47 17 0,32
L. migonei 70 5,40 337 18,39 14 0,26
L. ayrozai 133 10,29 58 3,16 6 0,11
L. shannoni - - - - 1 0,02
L. firmatoi - - 2 0,11 - -
L. edwardsi 1 0,08 6 0,33 - —
L. monticola 1 0,08 2 0,11 - —
L. pessoai 9 0,70 2 0,11 - —
L. pascalei - - 1 0,05 - -
Lutzomyia sp* - - 1 0,05 - -
TOTAL 1293 100 1833 100 5345 100

* Grupo Microps
Interior de mata — Ambiente florestal ndo modificado

Margem de Mata — Ambiente pouco modificado pela introdugdo de galinheiro
Ambiente alterado — Ambiente modificado pela agdo antropica (habitacdo humana e atividades agricolas)
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ii.

iv.
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A maior adaptacdo de L. intermedia s.l. as condigdes
modificadas poderia explicar sua importancia como vetor,
consideradas a acentuada densidade e a busca constante
por fontes sangiiineas, especialmente humana.

. No ambiente florestal, com a presenca de fonte sangiiinea

representada pelo galinheiro, verificou-se o predominio de
L. fischeri, L. migonei e L. ayrozai. A presenca esporadica
do homem, a preservacdo do ambiente silvestre, ressaltada
a introdugao do galinheiro, parece favorecer a ocorréncia de
uma maior diversidade de espécies de flebotomineos.

A andlise comparativa entre os diferentes ambientes indicam,
claramente, a dificuldade de L. fischeri, L. migonei e L.
ayrozai vencerem as barreiras impostas pela a¢do antropica.
Permitem, ainda, especular que a adaptacao de L. intermedia
s.1. ¢ de tal ordem que, praticamente, tornou-se a inica espécie
a freqlientar o ambiente modificado; esta distribuigdo ja fora
verificada no municipio de Sdo Roque, SP3.

. No ambiente florestal, L. fischeri parece ser o mais adaptado.

A esporadica presenga de L. intermedia s.1. pode significar
a manifestacdo da capacidade de freqiientar ou colonizar
este ambiente, como ja houvera sido assinalada sua presenca

na primeira metade deste século, quando n3o ostentava
qualquer importancia.

vi. Estas observacdes sobre L. intermedia s.l. no ambiente
florestado poderiam sugerir, também, a existéncia de
populagdes com habitos e comportamentos diferentes, o
que poderia levar a supor a existéncia de um complexo de
espécies, ja relatado para outros flebotomineos.

CONCLUSOES

Considerando a grande densidade e a reconhecida antro-
pofilia de L. intermedia s.1., fica evidente, pelos resultados
obtidos, que a agdo antropica sobre o ambiente natural foi
determinante pressao sobre a alteracdo da composigdo da fauna
flebotominica.

Considerando o sucesso de L. intermedia s.[ em vencer
ambientes abertos ¢ modificados, aliando-se seus atributos
comportamentais e ecologicos que possibilitam a manifestacao
de seu potencial vetorial, ¢ possivel entender a disseminagdo e
a atual perpetuacdo dos focos de LTA no Estado de Sao Paulo.
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ABSTRACT. Different patterns in the Americana Cutaneous Leishmaniasis have been determinated in the
XX" Century due to environmental modifications by anthropic action. Modifications have been occurred
in the sandfly composition, too. Observations were made in rural and periurban areas in Eldorado county,
Ribeira Valley, Sao Paulo State for the purpouse of evaluate the influence of anthropic action in the sandfly
composition. The insects were caught around the house, at the edge and inside the forest, between
October, 1989 and September,1993. It was observed that the level of environmental modification produced
considerable effect on the biological succession of the phlebotomine fauna, and suggested the difficulty
that L. fischeri, L. migonei and L. ayrozai have in their attempt to overcome the barriers created by man.
L. intermedia s.1. has adapted so well that is at present the only species which has successfully colonizated

the anthropic environment in the Ribeira Valley.

KEY WORDS. American Cutaneous Leishmaniasis; Psychodidae; Phlebotominae; anthropic action;

epidemiology.
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RESUMO. Foram comparados os métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e colorimétrico
para determinacdo de colesterol em carnes. As etapas anteriores a quantificacio sdo semelhantes nos dois
métodos, consistindo da extragdo dos lipidios, saponificacdo e extragdo da matéria insaponificavel. O
método por CLAE utiliza uma coluna de C; fase movel de acetonitrila:isopropanol (70:30) e detecgéo
fixada em 210 nm. O método colorimétrico envolve a reagdo com acido sulfurico concentrado ¢ acido
acético saturado com sulfato ferroso, e leitura a 490 nm 10 min apds resfriamento. Foi analisado um total de
28 amostras de carnes bovina e suina. Nao houve diferenca significativa nos resultados obtidos pelos
dois métodos para todas as amostras analisadas. Portanto, qualquer um dos métodos avaliados pode ser
utilizado com seguranca. O método colorimétrico ¢ mais barato e rapido, mas precisa de controle rigoroso
das condicdes da reagdo e utiliza reagentes corrosivos. O método por CLAE ndo exige atenc¢ao constante,
mas ¢ mais oneroso e requer experiéncia no uso do aparelho.

PALAVRAS-CHAVE. Carne; colesterol; colorimetria; CLAE.

INTRODUCAO

E bem reconhecido, atualmente, que cada pais deve ter o
seu proprio banco de dados sobre composi¢ao de alimentos,
especialmente em relag@o aos componentes que afetam a satide
humana, positiva ou negativamente. A analise de alimentos, no
entanto, ¢ dispendiosa e complicada, e os métodos variam
largamente em custo, exatiddo, precisdo e complexidade. Sao

imprescindiveis a valida¢ao e revalidacdo de métodos e sdo
também requeridos, especialmente em paises em desen-
volvimento, varios métodos para cada analito, todos capazes
de fornecer dados confiaveis, e passiveis de serem utilizados
por laboratdrios com recursos humanos e materiais diferentes.

O colesterol desempenha fung¢des importantes no
organismo humano. No entanto, uma taxa elevada de colesterol
no sangue ¢ um dos fatores de risco para doencas cardio-

l Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.
Enderego para correspondéncia: Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas,
C.P. 6121, CEP 13083-970, Campinas, SP, Brasil, Fax: 55 19 32892832, e-mail: delia@fea.unicamp.br
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vasculares, a principal causa de morte no Brasil e em muitos
outros paises. De acordo com a American Heart Association',
para manter niveis adequados de colesterol sangiiineo, a dieta
deve ter baixos teores de colesterol, lipidios e gordura saturada.

Valores encontrados na literatura para colesterol em carne
variam largamente. Esta discrepancia pode ser atribuida a
variagdo natural das amostras devido aos fatores como tipo de
corte, idade, raca e dieta do animal. Entretanto, um exame da
literatura sobre colesterol em alimentos revela que diferencas
podem ser geradas, em grande extensdo, pelos diferentes
métodos analiticos utilizados.

A determinacao de colesterol tem sido realizada pelas
seguintes técnicas analiticas: colorimétrica, enzimatica e croma-
tografica. O procedimento colorimétrico € o mais barato e tem
sido o mais utilizado na determinagéo de colesterol em carnes™
39-1215.16 O método enzimdtico também ¢é menos oneroso, no
entanto, ¢ pouco utilizado em amostras de carnes®. Os métodos
cromatograficos, embora mais caros, sao 0s mais especificos,
pois além de separar os esterdis, separam outros possiveis
interferentes. Para carne, muitos trabalhos empregaram cro-
matografia gasosa’!'*!4, com apenas um utilizando CLAE?.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo comparar
um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia e o

método colorimétrico de Bohac et al., para determinagio de
colesterol em carnes.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras

Foram analisadas pelos dois métodos 28 amostras: 6 de
lombo; 6 de pernil; 3 de leitdo (pernil+lombo), 3 de couro, 4 de
toucinho ¢ 6 de carne bovina (contrafilé¢). As amostras de
lombo, pernil e contrafilé foram adquiridas, ao acaso, em dife-
rentes agougues de Campinas, Sdo Paulo. Ja as amostras de
leitdo, couro e toucinho foram provenientes da Fazenda Barra
Dourada, Rio Brilhante, Mato Grosso do Sul, resultantes do
cruzamento de suinos Agpic 405 (Hampshire com Landrace x
Large White) e Camborough 15 (Duroc Pic com Landrace Pic
x Large White Pic).

Todas as amostras foram homogeneizadas em um
multiprocessador até obteng@o de uma massa homogénea. Sub-
amostras de 10g, em duplicatas, foram tomadas para analise.

2. Etapas iniciais
A Figura 1 apresenta o fluxograma analitico. Para ambos
os métodos, os lipidios totais foram extraidos com cloroférmio:

EXTRACAO DOS LIPIDIOS
10 g de amostra
Extrair com 200 mL cloroférmio:metanol (2:1)

Tomar 5 mL do extrato e secar sob N,

Adicionar 10 mL KOH 12% em etanol 90%
Deixar em banho-maria com agitacdo a 80°C por 15 min

Adicionar 5 mL de agua e deixar esfriar

Extrair com10 mL hexano agitando em vortex
Deixar as fases separarem
Repetir

Tomar 5 mL do extrato de hexano
Secar sob N,

Dissolver em 1 mL
de fase movel

Injetar 10 pL

CLAE
Condigdes: coluna Spherisorb ODS-2
(4,6 x 150 mm, 5 mm); fase movel,
acetonitrila:isopropanol (70:30);
vazdo, 1,0 mL/min; detector por arranjo
de diodos fixado a 210 nm

Tomar 10 mL do extrato de hexano
Secar sob N,

Adicionar 6 mL de acido acético saturado
com sulfato ferroso
Agitar em vortex
Colocar 2 mL de acido sulftrico
concentrado com bureta,
agitando em vortex

Resfriar a 20°C

| Apbs 10 min ler a 490 nm |

Figura 1. Fluxograma para determinagio de colesterol por CLAE e por colorimetria
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metanol (2:1) de acordo com Folch et al.®. A saponificag¢do da
gordura e a extragdo dos insaponificaveis foram realizadas
de acordo com Bohac et al.’, otimizado por Bragagnolo ¢
Rodriguez-Amaya*.

3. Determinacio de colesterol por colorimetria

Uma aliquota de 10 mL do extrato de hexano, contendo
os insaponificavies, foi seca sob N,. Adicionou-se, em seguida,
acido acético saturado com sulfato ferroso (2,5 g de sulfato
ferroso/L) e 4cido sulftirico concentrado. Apds resfriamento em
agua gelada a 20°C e 10 minutos de repouso, a leitura foi feita a
490 nm. A curva de calibracdo foi construida com solugdes de
50 a 200 pg de colesterol padrao submetidas a saponificagdo e
ao desenvolvimento de cor.

4. Determinacio do colesterol por CLAE

Uma aliquota de 5 mL da matéria insaponificavel foi seca
sob N, dissolvida em 1 mL de fase movel, filtrada em membrana
com poros de 0,45 pm e 10 pL foi injetada no cromatografo
liquido.
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Foi utilizado um cromatografo liquido equipado com
sistema ternario de solventes (VARIAN, 9010), valvula rotatdria
com alca de 10 pL, detector por conjunto de diodos (WATERS,
994) e um registrador (Hewlett-Packard, 2225 D). A coluna
analitica usada foi Spherisorb ODS-2 (4,6 x 150 mm, 5 pm)
precedida de coluna de guarda, Spherisorb ODS-2 (10 x 4,6 mm,
5 um). A fase movel consistiu de acetonitrila:isopropanol (70:30)
numa vazao de 1,0 mL/min. Todos os solventes usados foram
grau cromatografico, filtrados e desgaseificados em ultra-som
antes do uso. O colesterol foi detectado a 210 nm e os espectros
de absorvancias obtidos entre 190 e 300 nm.

A identificacdo do colesterol foi baseada no tempo de
retencdo, co-cromatografia com padrio de colesterol e espectros
de absorvancia obtidos pelo detector conjunto de diodos no
inicio, apice e término do pico, os quais demonstraram a pureza
do pico (Figura 2).

A quantificacdo foi feita por padronizagdo externa, a
curva de calibracdo sendo construida de 1,0 a 4,0 ng/10pL. A
curva foi linear, passou pela origem e cobriu a faixa de
concentragdo das amostras.

T T YT TY

T T YT

3ge )

Figura 2. Cromatograma e Espectro de Absorvancia Caracteristico de Carne Suina
Condigdes cromatograficas: coluna, Spherisorb ODS-2, 150 x 4,6 mm, 5um; fase movel, acetonitrila:isopropanol (70:30); vazao:

1,0 mL/min; detector de conjunto de diodos.
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5. Teste de recuperacgio

Para verificar a exatiddo dos métodos foi realizado um
teste de recuperacao adicionando-se dois niveis (25 e 50 mg) de
colesterol a amostra.

6. Analise estatistica

Com o objetivo de verificar as diferencas entre os dois
métodos foi realizada analise de variancia de um fator (“one
way”’) com o programa Statgraphics versdo 4.0, 1989. A
comparagao entre as médias foi feita mediante Teste de Tukey, a
um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias e as estimativas de desvios-padrdes obtidos
pelos métodos colorimétrico e por CLAE podem ser observados
na Tabela 1.

A analise estatistica mostrou que os resultados dos dois
métodos foram equivalentes para as 28 amostras analisadas. Os
desvios, que s@o praticamente iguais para os dois métodos,
refletem as varia¢des naturais das amostras e ndo variagdes
analiticas. Os coeficientes de variagcdo entre as duplicatas
variaram de 0,1 a 7,9% (média de 2,4) para o método colorimétrico
ede 0,0 a3,5% (média de 1,3) para 0o método de CLAE. O método
por CLAE mostrou melhor repetibilidade, mas a repetibilidade
do método colorimétrico, que dependeu do controle rigoroso
das condigdes de reagao, foi satisfatoria.

Bohac et al.? obtiveram teores semelhantes de colesterol
em carne com o método colorimétrico empregado no presente
trabalho e um método utilizando cromatografia gasosa.
Encontraram também alguns coeficientes de variagdo maiores e
iguais a 8% pelo método colorimétrico.

Os resultados do teste de recuperagdo podem ser vistos
na Tabela 2, mostrando boa recuperacdo para os dois métodos.
Embora um dos coeficientes de variacdo do método colorimé-
trico tenha sido maior (8%), a repetibilidade dos dois métodos
foi boa.

CONCLUSAO

Tanto o método colorimétrico, como o método por CLAE,
pode ser utilizado com seguranga para amostras de carne.

Tabela 1. Resultados de colesterol (mg/ 100g) em amostras de
carne obtidos pela comparagdo de colorimetria e CLAE

n Método Método
Corte CLAE Colorimétrico
média + dp média + dp
Lombo 6 36+2a 39+5a
Pernil 6 48+5a 43+8a
Couro 3 8712 a 86+ 10 a
Toucinho 4 59+ 14a 58+ 12 a
Leitao (lombo e pernil) 3 68+ 15a 71+ 18 a
Carne bovina (contrafilé) 6 33+6a 32+6a

n = numero de amostras analisadas

dp = estimativa de desvio-padrdo entre as amostras

Os valores observados ndo apresentam diferenca significativa a nivel
de 5%.

Tabela 2. Recuperacao (%) dos métodos

Colesterol adicionado Colorimétrico CLAE

mg/100g de amostra média £ dp %CV média + dp %CV
25 100 £ 8 8,0 9 +3 3,0
50 94 + 1 1,4 99 +2 2,0

dp = estimativa de desvio-padrdo de duplicatas

Entretanto, o método colorimétrico, apesar de ser mais barato e
rapido, precisa de controle rigoroso das condi¢des de reagdo e
utiliza reagentes corrosivos. J4 o método por CLAE ndo exige
aten¢do constante, mas € mais oneroso e requer experiéncia no
uso do aparelho.
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ABSTRACT. A colorimetric method and an HPLC method were compared for the determination of
cholesterol in meat. The steps preceding measurement were similar, consisting of extraction of the lipids,
saponification and extraction of unsaponificable matter. The HPLC method utilized a C , column with
acetonitrile:isopropanol (70:30) as mobile phase; detection was set at 210 nm. The colorimetric method
involved reaction with concentrated sulfuric acid and acetic acid saturated with ferrous sulfate, the
absorbance being measured at 490 nm 10 minutes after cooling. No significant difference was seen in the
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results of the two methods for the 28 samples of different cuts of pork and beef analyzed; thus, either
method can be reliably used. The colorimetric method is rapid and low-cost, but requires rigorous control
of reaction conditions and uses corrosive reagents. The HPLC method does not need constant attention,
but is expensive and requires experience in the operation of the instrument.

KEY WORDS. Meat; cholesterol; HPLC; colorimetric.
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RESUMO. O mel de melato que ¢é produzido a partir de secre¢des de partes vivas das plantas difere do mel
floral em varios aspectos. Foram analisadas 14 amostras de mel floral e 11 amostras de mel de melato
provenientes de Minas Gerais e de Santa Catarina, assim classificadas de acordo com os métodos de
Kirkwood e de White. Foram realizadas as determinag¢des de pH, reagdo de Lund, viscosidade e
condutividade. Foi aplicado o teste exato de Fisher que demonstrou haver associag@o entre mel de melato
e pH acima de 4,2, reag¢do de Lund abaixo de 0,6 e viscosidade acima de 19,4. Foram analisadas misturas
contendo diferentes proporgdes de mel de melato em mel floral e determinados os valores para polarimetria,
condutividade, pH, residuo mineral fixo, aglicares redutores e viscosidade. A medida que aumentou a
concentra¢do do mel de melato houve uma alteracdo significativa nos valores das varidveis analisadas,
verificada pelo coeficiente de regressdo b. Foi demonstrado que algumas medidas como pH e viscosidade
podem ser aplicadas como critério de diferenciagdo entre estes dois tipos de mel.

PALAVRAS-CHAVE. Mel; mel de melato; caracteristicas fisico-quimicas.

INTRODUCAO

O mel, sendo produzido naturalmente pelas abelhas, pode
ser elaborado a partir do néctar das flores, mel floral, ou de
secregdes de partes vivas das plantas ou de excregdes de insetos
sugadores de partes vivas das plantas, mel de melato.

Embrapa Agroindustria de Alimentos - Rio de Janeiro, RJ.
Faculdade de Veterinaria da UFF — Niteroi, RJ.

* B W —

Em Santa Catarina ocorre o mel de melato da bracatinga
(Leguminosae Mimosoideae Mimoso sp), produzido de dois em
dois anos, época que corresponde ao ciclo da cochonilha'. Na
Espanha ocorre o mel de bosque (Quercus sp), assim deno-
minado para designar o mel que contém mistura de mel floral e
mel de melato*. Em certas regides da Europa o mel de melato é

Fundagdo Ezequiel Dias, Divisdo de Bromatologia e Toxicologia, Servigo de Quimica Bromatologica.

Departamento de Quimica ICEX Universidade Federal de Minas Gerais, BH-MG.

Enderego para correspondéncia: Fundagdo Ezequiel Dias, Divisdo de Bromatologia e Toxicologia, Servigo de Quimica Bromatologica, Rua Conde

Pereira Carneiro n° 80 CEP 30.510-010 Belo Horizonte, MG.
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melhor aceito do que o floral. J4 para os norte-americanos, este
¢ considerado inferior ao mel floral em relagio a aparéncia'®. Os
insetos sugadores sdo varios e dentre as plantas por eles atacadas
estdo Rutaceae (Citrus), Compositae, Mimosoideae Rubiaceae
(café) etc.>'2

De acordo com Doner® e Siddiqui'® o mel de melato
apresenta uma composic¢ao diferente do mel floral: contém menor
teor de agucares redutores, maior pH e maior teor de cinzas.
Outras propriedades como condutividade elétrica e viscosidade
sdo citadas na literatura por apresentarem diferentes valores
para estes dois tipos de mel'!. A legislagdo para mel vem sendo
modificada e atualmente estabelece valores diferentes para estes
dois tipos de mel em relagdo a cinzas, agucares redutores e
sacarose aparente>®.

Kirkwood et al.! estabeleceram uma equagio baseada
em estudos matematicos para ser aplicada utilizando os
resultados de pH, cinzas e agucares redutores na matéria seca,
obtendo uma funcao discriminativa X cujo valor minimo para
mel floral é de 73,1. White'® determinou a rotagéo dtica de 468
amostras de mel, e converteu os valores encontrados para a
“International Sugar Scale” propondo um valor de -2°S para
indicar mel com apreciavel teor de melato.

O mel de melato, sendo uma ocorréncia natural, precisa
ser caracterizado e identificado para que seja possivel haver um
controle sobre a qualidade do produto. E preciso estar atento
ao mercado consumidor para que haja uma boa aceitagdo,
principalmente pelo mercado externo que ¢ mais exigente,
inclusive o Mercosul.

A finalidade deste trabalho foi estudar as caracteristicas
do mel floral e do mel de melato através de analises fisico-
quimicas. Para os pardmetros determinados quantitativamente
como pH, condutividade, viscosidade e outros, foi aplicada
avaliacdo estatistica para estabelecer a relagao entre os valores
encontrados e o tipo de mel. Estes mesmos pardmetros foram
analisados em misturas preparadas com quantidades conhecidas
de mel floral e mel de melato, a fim de determinar como os valores
variavam a medida em que era aumentado o teor de mel de melato.

MATERIAL E METODOS

1. Amostragem e Preparo da Amostra

As amostras de mel foram colhidas aleatoriamente entre
o periodo de 02/01/93 a 30/06/96, sendo 04 amostras mel de
melato de Santa Catarina e 21 amostras de apiarios localizados
em Minas Gerais. As amostras foram classificadas em mel de
melato ou floral, de acordo com Kirkwood e White (Campos,
1998)", conforme o quadro 1.

Preparo da amostra

Mel liquido: a amostra, quando livre de granulacao, foi
bem homogeneizada com o bastdo de vidro. Quando granulado,
colocou-se 0 mel em um recipiente fechado em banho-maria sem
submergir e aqueceu-se por 30min a 60°C. As analises foram
realizadas imediatamente apos colhidas, sendo armazenadas a
temperatura ambiente durante o periodo da analise.
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Quadro 1. Classificagdo do mel em floral e mel de melato de
acordo com Kirkwood ¢ com White

N°da Classificagdo conforme Classificagdo
amostra Kirkwood conforme White
1 mel floral mel floral
2 mel floral mel floral
3 mel floral mel floral
4 mel de melato mel de melato
5 mel de melato mel de melato
6 mel de melato mel de melato
7 mel de melato mel de melato
8 mel de melato mel de melato
9 mel floral mel floral
10 mel de melato mel floral
11 mel floral mel de melato
12 mel de melato mel floral
13 mel de melato mel de melato
14 mel floral mel floral
15 mel de melato mel de melato
16 mel floral mel floral
17 mel floral mel floral
18 mel floral mel floral
19 mel floral mel floral
20 mel floral mel floral
21 mel floral mel floral
22 mel de melato mel de melato
23 mel de melato mel de melato
24 mel floral mel de melato
25 mel floral mel floral

Fonte: Campos, 19987

Foram também analisadas misturas preparadas contendo

5,10, 15,20, 25 ¢ 30% de mel de melato em mel floral.

2. Analise fisico-quimica
Foram determinados:

2.1. Residuo mineral fixo (Normas Analiticas do Instituto

Adolfo Lutz, 1985)"

2.2. Reacio de Lund (Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz, 1985)"

2.3. pH (Brasil, 1981)°

2.4. Condutividade elétrica (Brasil, 1981)°

2.5. Acticares Redutores (AR) por espectrofotometria de

absorc¢ao molecular na regiiio do visivel (Campos, 1998)’.

Foi preparada uma solugdo de mel a 1%, clarificada com

creme de alumina. Desta solucao foi preparada a solucao de

trabalho a 0,05%, da qual pipetou-se 1mL para a reagdo com o

acido 3,5- dinitrossalicilico. Utilizou-se curva padrdo de glicose
e a leitura foi feita a 540nm.
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2.6. Polarimetria (AOAC, 1990)?

Pesou-se 26g de mel e transferiu-se para baldo vo-
lumétrico de 100 mL com agua destilada. Adicionou-se cerca de
lg de creme de alumina, completou-se o volume e filtrou-se.
Para completar a mutarrotag@o, a amostra ficou em repouso 24
horas. A leitura foi feita em polarimetro digital Perkin Elmer 341,
com lampada de Na a 589,3 nm e tubo de 100 mm de comprimento,
acoplado a banho de agua circulante a 20°C.

Os valores de rotagdo angular foram convertidos para a
International Sugar Scale (ISS), aplicando-se a formula seguinte:

Leiturax2x 0,26
0,3462

1°S = 0,3462 graus angulares. A multiplica¢do por 2 deve ser
feita somente quando o tubo utilizado for de 1 dm, pois os valores
em ISS requerem tubo de 2 dm (White, 1980).

2.7. Determinacio da viscosidade (Campos, 1998)”

Os dados reoldgicos foram medidos em viscosimetro
marca Contraves modelo Rheomat 30 a temperatura de 20°C. Os
experimentos foram realizados em redmetro de cilindros
concéntricos (Contraves Rheomat 30) acoplado ao programador
Rheoscan 100, banho termostatico e registrador grafico

(Rikadenk). O sistema de medida padrao utilizado foi o Din 8. A
amostra foi submetida a taxa de deformagao variando linearmente
de 0 (zero) a 452 s!, durante 4 minutos em velocidade crescente.

3. Delineamento Experimental

Em ambas as classificagdes (de Kirkwood e White), para
se estudar a associagdo entre as categorias de mel (floral ou
melato) e os aspectos quantitativos estudados (pH, reagdo de
Lund, condutividade, viscosidade) utilizou-se o teste exato de
Fisher.

Para se estudar o efeito da adi¢@o gradativa de melato no
mel floral sobre suas caracteristicas fisico-quimicas (polarimetria,
condutividade, pH, residuo mineral fixo, agticares redutores e
viscosidade) foi feita uma andlise de regressdo para cada uma
dessas caracteristicas, sendo o percentual adicionado de melato
avariavel independente. O coeficiente de regressdo encontrado
foi testado pelo teste t de Student!”. O nivel de significancia foi
calculado com 95% de confianga. Os calculos estatisticos fo-
ram feitos em computador utilizando-se o Sistema de Andlise
Estatistica'’.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo aos resultados da tabela 1, o mel de melato
proveniente do estado de Santa Catarina (amostras 4, 5,22 ¢ 23)

Tabela 1. Valores obtidos pelas analises fisico-quimicas de mel floral e mel de melato

Amostra Resi(.iuo mineral pH Agucares Reagdo de Condutividade h (Pas)
fixo (%) redutores % Lund (mL) (ms/cm a 20°C)
1 0,39 4,1 71,40 1,2 1002 10,0
2 0,31 4,2 71,48 1,2 840 10,3
3 0,21 4,0 70,44 1,4 545 15,7
4 0,74 4,9 67,20 0,6 1858 36,0
5 0,66 4,7 62,17 0,9 1580 26,9
6 0,10 4,1 58,01 1,0 207 45,7
7 0,11 3,9 58,09 1,0 417 10,9
8 0,11 4,0 59,88 0,8 203 51,7
9 0,60 4,4 71,11 1,0 1350 7,2
10 0,34 4,6 60,72 1,0 830 46,3
11 0,09 4,5 65,44 0,9 265 35,8
12 0,07 4,7 64,72 0,6 433 30,3
13 0,06 4,3 61,64 0,4 234 20,1
14 0,06 4,2 65,70 0,5 266 28,8
15 0,02 4,0 61,93 0,5 163 6,2
16 0,29 4,2 77,11 1,3 341 47,3
17 0,21 3,8 68,97 1,0 302 8,2
18 0,09 4,1 70,47 1,8 329 13,5
19 0,12 3,9 71,48 1,2 356 6,7
20 0,06 3,9 70,51 1,2 508 4,7
21 0,10 4,1 73,67 1,7 465 19,4
22 6,47 5,1 55,73 0,5 1850 23,7
23 0,28 5,3 58,22 0,4 1676 31,6
24 0,11 3,8 66,06 0,6 222 15,7
25 0,13 4,0 66,92 0,7 320 27,1
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apresentou valores mais altos de pH, o que esta de acordo com
a literatura®'®,

A tabela de contingéncia 2 mostra a freqiiéncia de
amostras de mel de melato e floral, com valores de pH abaixo e
acima de 4,2. De acordo com Kirkwood, das 14 (quatorze)
amostras classificadas como floral, 12 apresentaram valor de pH
abaixo e duas acima de 4,2. Das 11 (onze) amostras classificadas
como mel de melato, 4 (quatro) apresentaram valor de pH abaixo
e sete acima de 4,2. Isto demonstra haver uma associacao
significativa ao nivel de 5%, entre mel de melato e valores de pH
acima de 4,2. Ja com as mesmas amostras classificadas em mel
floral ou de melato de acordo com o critério de White, houve
uma evidéncia desta associagdo que ndo foi comprovada
estatisticamente, face a amostragem reduzida dos dois tipos de
mel e a dispersdo dos valores de pH encontrada.

Tabela 2. Freqiiéncia de amostras de mel de melato e floral, com
valores de pH abaixo e acima de 4,2

Kirkwood White
pHE4,2 > 42 pHE4,2 > 42
Floral 12 2 Floral 11 3
Melato 4 7 Melato 5 6
p < 0,02 p <0,12

Os resultados da Tabela de contingéncia 3, relativos ao
teste de Lund, foram utilizados para verificar se os méis
classificados como melato ou floral estdo associados com
valores abaixo ou acima de 0,6mL através do teste exato de
Fisher. Em relagdo a Kirkwood e White, dos 14 méis florais, 2, ou
seja, aproximadamente 14% apresentaram resultado inferior a
0,6 mL. Quanto aos méis de melato 6 de 11 amostras (54%)
apresentaram resultado nesta faixa. Contudo, o teste de Fisher
ndo foi significativo pois com esta dispersdo de amostras nao
foi possivel detectar a diferenca, embora os dados a sugiram.
Uma amostragem maior poderia levar a resultados conclusivos,
em relagdo a associagdo entre mel de melato e valores abaixo de
0,6 mL para o teste de Lund.

A Res. 12/78 CNNPA indica valores de 0,6 a 3,0 mL para
omel floral'.

Em relaco a condutividade, apesar das amostras de mel
de melato da bracatinga (4, 5, 22 e 23) terem apresentado valores

Tabela 3. Freqiiéncia de amostras de mel de melato e floral, com
valores do teste de Lund abaixo e acima de 0,6mL de precipitado
obtido na reacio.

Kirkwood White
£0,6mL >0,6 £0,6mL >0,6
Floral 2 12 Floral 2 12
Melato 6 5 Melato 6 5
p < 0,08 p < 0,08

62

elevados, o que esta de acordo com Kubisova e Mastny'' e
Bonvehi et al.%, nem todas as outras classificadas como mel de
melato apresentaram tais valores. E ainda a amostra 1, classificada
como floral, apresentou resultado semelhante ao mel de melato
da bracatinga. Aplicando-se o teste de Fisher aos resultados
encontrados, ndo foi possivel estabelecer uma associagdo entre
mel floral ou de melato com valores de condutividade abaixo ou
acima de 600 ms/cm a 20°C, que foi o valor médio das 25 amostras
analisadas (Tabela 4).

Tabela 4. Freqiiéncia de amostras de mel de melato e floral, com
valores de condutividade abaixo e acima de 600 ms/cm a 20°C

Kirkwood White
£600 >600us £600 >600us/c
cm m
Floral 11 3 Floral 10 4
Melato 6 5 Melato 7 4
p <04 p<10

Em relacdo a viscosidade, foi observado que o mel de
melato apresentou resultados mais altos que o mel floral, portanto
mais viscoso. Foi aplicado o teste exato de Fisher, estabelecendo-
se o limite de 19,4 Pa.s, cujas freqiiéncias de mel de melato ¢
floral com valores acima e abaixo deste limite, estdo na Tabela de
contingéncia 5.

Foi demonstrado haver uma associa¢do entre valores de
viscosidade acima de 19,4 Pa.s e mel de melato, pois de acordo
com a classificacdo de Kirkwood o teste foi significativo ao
nivel de 5% (p<0,02), sendo que 82% dos méis de melato
apresentaram valores superiores a 19,4 e apenas 29% dos méis
florais apresentaram valores nesta faixa. Para os méis
classificados pelo método de White o resultado ndo foi
significativo (p<0,11), embora 73% dos méis de melato tivessem
apresentado valor superior a 19,4 Pa.s. Logo, valores acima de
19,4 Pa.s sdo indicativos que o mel ¢ de melato.

Tabela 5. Freqiiéncia de amostras de mel de melato e floral, com
valores de viscosidade abaixo e acima de 19,4 Pa.s.

Kirkwood White
£19.4 >19.,4 £19.4 >19.,4
Pa s Pa s
Floral 10 4 Floral 9 5
Melato 2 9 Melato 3 8
p < 0,02 p <0,11

Em relagdo a amostra 22, o valor discrepante de Residuo
mineral fixo ocorreu provavelmente devido ao processo de
fumigacdo mal conduzido. Este resultado ndo influenciou na
classificacdo, por ser uma amostra previamente conhecida como
mel de melato da bracatinga, colhida em Santa Catarina.
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As misturas preparadas para conter 5, 10, 15,25 ¢ 30% de
mel de melato foram analisadas quanto a polarimetria,
condutividade, pH, residuo mineral fixo, a¢ucares redutores e
viscosidade (Tabela 6). Foi observado que o mel floral ¢
levorrotatorio e o mel de melato ¢ dextrorrotatorio. As misturas
sdo levorrotatorias, mas a medida que aumenta a quantidade de
mel de melato, o valor em °S tende para zero. A condutividade
do mel floral ¢ bem menor que a do mel de melato. Os valores
aumentam a medida que aumenta a quantidade de mel de melato
nas misturas. Os agucares redutores estdo presentes em maior
quantidade no mel floral e diminuem a medida que aumenta a
quantidade de mel de melato. As cinzas apresentaram valores
menores no mel floral e tendem a aumentar com o aumento da
quantidade de mel de melato nas misturas. E a viscosidade
aumenta a medida que aumenta a presen¢a de melato na mistura.
Foi aplicada a regressdo linear aos resultados (Tabela 7)
mostrando que, 8 medida que aumentou a concentragao do mel
de melato misturado ao mel floral houve uma alteragao

significativa nos valores das varidveis analisadas, verificada
pelo coeficiente de regressao b.

Tabela 7. Analise por Regressao Linear dos resultados da analise
de misturas de mel floral com mel de melato nas propor¢des de 5,
10, 15, 20 € 25% de mel de melato

. Coeficiente Coef. Coef.
Variavel Y X N -
linear a regressdo b determinagdo r?
Polarimetria - 1,07 0,03* 0,9810
Condutividade 335,53 13,817* 0,9431
PH 4,0302 0,011163* 0,7880
Residuo mineral fixo 0,1209 0,0046* 0,7929
Agucares Redutores 72,3720 -0,1301* 0,8693
Viscosidade 27,4800 0,1897* 0,6633

* Resultados significativos, indicando que para cada aumento de 1% de
melato, hda um aumento ou diminui¢do de b unidades na variavel y

Tabela 6. Alguns parametros fisico-quimicos determinados em misturas de mel floral contendo diferentes quantidades de mel de

melato (f+m)

Amostra Polarimetria Condutividade pH Agucares Cinzas Viscosidade
S ps/cm redutores % % h (Pa.s)

Mel -2,400 320 4,0 66,92 0,13 27,1
floral 25
Mel de +2,373 1676 5,3 58,22 0,28 31,6
melato 23
Mistura
95+5 -0,943 414 4,1 71,69 0,10 29,9
Mistura -0,738 501 4,2 70,57 0,20 29,2
90+10
Mistura -0,562 483 4,1 70,97 0,25 28,3
85+15
Mstura -0,396 611 NE NE 0,29 31,2
80+20
Mistura -0,312 706 4,3 69,63 0,27 31,8
75+25
Mistura - 749 4,4 67,94 0,30 34,4
70+30

NE = nao efetuado
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CONCLUSOES

A medida de viscosidade pode ser considerada como
critério de diferenciag@o entre mel floral e mel de melato, pois
cerca de 82% do mel de melato classificado de acordo com
Kirkwood apresentou valores acima de 19,4 Pa.s.

Valores de pH acima de 4,2 indicam a presenca de melato
no mel, pois 64% das amostras classificadas como mel de melato
de acordo com Kirkwood apresentaram pH nesta faixa.

A condutividade elétrica mostrou-se eficiente somente
para mel de melato puro. Tratando-se de mel de melato em mistura
com mel floral, ndo apresentou resultado conclusivo.

A variagdo dos resultados da rotacdo otica nas misturas,
demonstrou que este € um pardmetro que pode ser usado para
classificagdo do mel em floral ou mel de melato, confirmando o
critério de White.

A variagdo dos resultados de agucares redutores nas
misturas confirmou que este parametro ¢ decisivo no calculo da
equacdo de Kirkwood para classificar o mel em floral ou mel de
melato.
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CAMPOS, G. et al. Comparison of some components between floral honey and honeydew honey. Rev.
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ABSTRACT. Honeydew honey differs of the floral honey in many aspects. In order to check that eleven
honeydew honey and fourteen floral honey were analysed for pH, Lund reaction, conductivity and viscosity.
The Fisher test was applied to check if there was any association between the kind of honey and the
quantitative aspects of this study. It was demonstrated that there is association between honeydew
honey and the pH above 4,2, Lund reaction below 0,6 mL and viscosity above 19,4. In order to study the
effects of a gradative addition of honeydew honey on floral honey and its characteristics such as polarimetry,
conductivity, pH, ashes, reducing sugars and viscosity, a linear regression analysis of these characteristics,
was done using a blend of both kind of honey. It was observed by the regression coefficient b that the
floral honey mixed with honeydew honey showed a significative modification of variables studied when
the concentration of honeydew honey was increased.

KEY WORDS. Honey; honeydew; physical and chemical characteristics.
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RESUMO. O flavivirus Iguape foi isolado pela primeira vez em 1979, a partir de camundongo sentinela,
exposto em floresta no Municipio de Iguape, Estado de S@o Paulo, Brasil. Anticorpos inibidores da
hemaglutina¢ao, monotipicos para o virus Iguape, foram detectados em animais domésticos e silvestres na
Regido do Vale do Ribeira, SP. Anticorpos monotipicos tém sido também detectados em soros humanos,
embora nao haja evidéncia de doenga clinica. O estudo foi realizado em maio de 1994, no Municipio de
Juquitiba, SP, em érea de floresta. Mosquitos foram capturados com armadilhas luminosas. Apds identificagao
sistematica, lotes de cerca de 30 mosquitos da mesma espécie foram processados para isolamento de virus,
empregando-se camundongos. A identifica¢do foi realizada por testes de Hemaglutinacao, Inibi¢ao de
Hemaglutinagao, Fixagdo de Complemento, Neutralizagdo em camundongos e sensibilidade ao Desoxicolato
de Sodio. Uma cepa de virus (SPAr-158482) foi obtida a partir de mosquitos Anopheles (Kerteszia) cruzii.
O agente isolado apresentou significante sensibilidade ao Desoxicolato de Sédio. A sorologia por Inibi¢ao
de Hemaglutinacao, Fixacdo de Complemento e Neutralizagdo em camundongos, indicou que a cepa isolada
¢ idéntica ao virus Iguape. Esses achados sugerem que o An. cruzii pode desempenhar algum papel no
ciclo de transmissdo do virus Iguape, em ambientes naturais.

PALAVRAS-CHAVE. Arbovirus; Flavivirus; Iguape; Anopheles (Kerteszia) cruzii; Mata Atlantica.

INTRODUCAO Empregando-se a técnica classica de incluséo, a

microscopia eletronica revelou imagens de particulas virais com

O flavivirus Iguape (IGP) foi isolado pela primeiraveza  dimensdes aproximadas de 41nm, em tecido de cérebro de

partir de camundongos sentinelas, expostos em area de Mata  camundongo infectado. Nos testes de Fixa¢do de Complemento
Atlantica, no Municipio de Iguape, Estado de Sdo Paulo?. (FC), Inibicdo de Hemaglutinagdo (IH) e Neutralizagdo (N),

l Instituto Adolfo Lutz — Sdo Paulo, Brasil.
Enderego para correspondéncia: Se¢do de Virus Transmitidos por Artrépodos do Instituto Adolfo Lutz. Av. Dr. Arnaldo, 35 — 01246-902 — Séo Paulo,
SP — Brasil — telefone: 11 3068.2901 — fax: 11 3088.3753
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técnicas classicas aplicaveis aos arbovirus, o virus IGP apresenta
reagdes soroldgicas cruzadas com outros membros do género
Flavivirus — Tlhéus (ILH), Encefalite Sdo Luis (SLE), Rocio
(ROC), Febre Amarela (YF), Dengue (DEN).

Figueiredo et al.* estudaram o virus IGP empregando
técnica da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) para
identificagdo do agente; entretanto, esses autores sugerem a
necessidade de estudos adicionais de seqiienciamento do
genoma para uma identifica¢ao precisa desse virus.

Soros humanos e de animais, submetidos a testes de IH
apresentaram anticorpos monotipicos para o virus IGP,
evidenciando a circulagdo do agente em passaros, roedores
silvestres, marsupiais, morcegos, aves domésticas e humanos?.

As aves migratorias desempenham importante papel na
epidemiologia, pois atuam na dispersdo do virus para outras
regides. Ferreira et al. relatam a presenga de anticorpos inibidores
da hemaglutinag@o, monotipicos para o IGP, em plasmas de 50
aves silvestres, capturadas em area de Mata Atlantica, na Regido
do Vale do Ribeira. Esses autores relatam ainda que, classificadas
segundo os habitos de residéncia, 2 aves apresentavam habitos
migratdrios, 24 eram espécies residentes, outras 20 eram de
habitos residente-migratorio e 4 cujas caracteristicas de dispersao
ndo foram ainda determinadas.

O estudo da patogenia do IGP, a partir de infecgdes
naturais, ndo foi descrito até o0 momento em virtude de nao ter
sido encontrado na espécie humana e/ou animal quadro clinico
de doenca determinado por esse agente. Embora faltem
evidéncias de doenca clinica, ndo se pode descartar a possi-
bilidade de que infec¢des humanas tenham ocorrido de forma

assintomatica, leve ou branda. Todavia, esse fato pode ser
comprovado em laboratdrio, pela presenga de anticorpos para o
virus IGP, em soros humanos.

A quase totalidade dos anofelinos do sub-género
Kerteszia utiliza-se de bromelidceas como criadouros’. Estudos
realizados em ecossistema de Mata Atlantica demonstram a alta
freqiiéncia de An. cruzii em ambientes com cobertura florestal
primitiva®!?, onde sdo encontradas grande diversidade de
bromeliaceas.

Embora tenham habitos predominantemente silvestres,
sdo encontrados com freqiiéncia em areas peri-domiciliares,
principalmente quando o domicilio situa-se dentro ou préoximo
de area de floresta; buscam repasto sangiiineo nessas areas,
mas logo procuram abrigo nos ambientes naturais®’. Esse
comportamento proporciona a essa espécie a possibilidade de
servir como vetora de agentes de ocorréncia silvestre para
ambientes freqiientados pelo homem.

Este trabalho relata o isolamento do virus IGP a partir de
mosquitos An. cruzii, naturalmente infectados, capturados no
Municipio de Juquitiba, SP, Brasil.

MATERIAL E METODOS

1. Area de estudo

Os trabalhos de campo foram realizados em area florestal
da Serra do Mar, a 20km a sudoeste da cidade de Juquitiba (24°
03°S 47° 00W) e cerca de 70km do Municipio de Sdo Paulo, na
regido Sul do Estado (Figura 1). A area estudada faz parte do
ecossistema da Mata Atlantica e estd inserida nos 9%

Figura 1. Localizagdo dos Municipios de Juquitiba e Iguape, onde a presenga do virus Iguape foi detectada
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remanescentes, preservados da mata original, que se estendia
desde o Norte até o Sul do Brasil, ao longo da Costa Atlantica.
Trata-se, tipicamente, de floresta densa umbroéfila, com altos
indices pluviométricos e temperatura média de 18°C. Os varios
rios, riachos e lagoas presentes na area justificam o nome
Juquitiba, que significa “terra de muitas aguas”.

2. Captura de mosquitos

Os mosquitos foram capturados em area florestada do
Municipio de Juquitiba, no més de maio de 1994. Armadilhas
luminosas do tipo CDC-miniatura, tendo como isca CO, de gelo
seco, foram colocadas a 1,5m da superficie do solo, durante um
pernoite. Os mosquitos foram transportados em nitrogénio
liquido até o laboratorio, onde foram mantidos em congelador a
—70°C. A identificacdo taxonOomica foi realizada sobre mesa fria,
constituindo-se lotes de 30 espécimes de mesma espécie. Os
espécimes ingurgitados foram descartados do experimento.

3. Isolamento de virus e identificacao

Os lotes de mosquitos foram triturados e suspensos em
solugdo de albumina bovina a 1,8% e submetidos a 10.000 rpm
em centrifuga refrigerada, por 30 minutos. Os sobrenadantes
foram inoculados em camundongos swiss albinos recém-
nascidos, 0,02ml por via intracerebral, em familias constituidas
por mée e 6 filhotes. Realizou-se observacdo diaria desses
camundongos, por periodo de 14 dias, para detec¢do de sinais
caracteristicos de infecgdes por arbovirus. Foram processadas
passagens seriadas de cérebro dos camundongos com sinais
clinicos caracteristicos de infecgdo, até a obtengdo do isolamento
de cepas virais.

Na identificagdo dos isolados foram empregados testes
classicos para os arbovirus, ou seja: Hemaglutinagdo (HA)',
Inibigdo da Hemaglutinagdo (IH)!, Fixacao de Complemento
(FC)?, Neutralizagdo em camundongos (N)!' e teste de
sensibilidade ao Desoxicolato de Sédio (DCA)™.

As técnicas de preparo de antigenos e soros imunes
empregados nos procedimentos de identificagdo da cepa viral
foram descritas por Clarke e Casals' e Tikasingh et al.'’,
respectivamente.

Nos testes sorologicos (IH, FC e N) foram utilizados
antigenos de virus do género Flavivirus, num total de 8
prototipos distintos: Febre Amarela (YF - SPH 144990), I1héus
(ILH - BeAn 7445), Encefalite Sao Luis (SLE - SPAn 11916),
Iguape (IGP - SPAn 71686), Rocio (ROC - SPH 34675), Dengue 1
(DENT1 - Hawaii), Dengue 2 (DEN2 - Tr 1051) e Dengue 4 (DEN4
- BeH 402276). A sigla SP indica que a cepa foi isolada
originalmente no Estado de Sdo Paulo; as outras cepas foram
isoladas e/ou cedidas pelo Instituto Evandro Chagas ¢ pelo
Centers for Disease Control and Prevention - CDC, EUA.

RESULTADOS

Mosquitos An. cruzii foram os mais abundantes nessa
coleta (Tabela 1). Em seguida, compareceram mosquitos
Anopheles sp. Pode-se afirmar que a quase totalidade desses

Tabela 1. Freqiiéncia de mosquitos capturados com armadilhas
luminosas tipo CDC-miniatura, iscadas com CO,. Juquitiba-SP,
maio de 1994

Espécie Numerq de %
mosquitos

Anopheles cruzii 1.295 67,65
Anopheles sp 591 30,87
Culex (Culex) spp. 7 0,37
Cx. (Melanoconion) sp. 6 0,31
Aedes scapularis 4 0,21
Coquillettidia venezuelensis 3 0,16
Phoniomyia davisi 3 0,16
Rhunchomyia sp. 3 0,16
Limatus 1 0,05
Wyeomyia confusa 1 0,05
Total 1.914 99,99

espécimes eram An. cruzii, os quais foram assim identificados
devido ao fato de estarem danificados. Outros géneros também
foram identificados na captura, embora com freqiiéncia nitida-
mente menor, inclusive mosquitos de habito essencialmente
diurno, como Limatus, Phoniomyia, Wyeomyia € Rhunchomiya.

De acordo com os testes sorologicos de IH, FC e N,
observados no Quadro 1, o virus SPAr-158482 ¢ antigenicamente
relacionado com o virus IGP, ou seja, apresenta forte reagdo
cruzada com o virus IGP.

Empregando-se suspensdo contendo virus, testes
preliminares revelaram um titulo de 10 DL, (dose letal para
50% de camundongos lactentes inoculados) na suspensdo-
controle ndo tratada. Apds o tratamento da suspensdo com
Desoxicolato de Sodio, o titulo sofreu sensivel redugdo para
10 DL, sugerindo assim, tratar-se de um virus envelopado. A
prova de sensibilidade ao desoxicolato de sddio, que ¢ um
detergente de acdo deslipinizante, ¢ uma prova complementar
utilizada na caracterizacdo de arbovirus em geral.

DISCUSSAO

Na identificagdo da cepa isolada, os ensaios sorologicos
apresentaram reagdes cruzadas, com titulos variados, com
prototipos do grupo Flavivirus. Esses dados definem o género
ao qual pertence o agente. Com base na resposta exuberante,
observada quando cruzada com o protdtipo IGP-SPAn71686,
definiu-se a sua identidade.

A ocorréncia de isolamento do virus IGP, em condigdes
naturais, demonstra a continuidade, espacial e temporal, de sua
circulacdo em areas de floresta pertencentes ao mesmo
ecossistema. Ressalta-se que entre o primeiro e o presente relato
de isolamento sdo transcorridos cerca de 20 anos, periodo de
quiescéncia comum para muitos arbovirus, os quais, sob
condigdes favoraveis, voltam a circular.

Vale ressaltar que ndo foram observadas até o momento,
infecgdes clinicas em animais ¢/ou humanos que pudessem incri-
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minar o virus IGP como agente patogénico. Entretanto, anticor-
pos monotipicos e heterotipicos sdo observados em inquéritos
soroldgicos e em investigacdes de rotina, evidenciando assim,
a ocorréncia de infec¢des brandas ou assintomaticas.

O registro, pela primeira vez, de isolamento a partir de
mosquitos capturados naturalmente infectados, acresce ao estu-
do da cadeia epidemioldgica, a possivel indicagdo da participacao
desse vetor, altamente antropofilico, na disseminagdo desse
virus. Entretanto, a detec¢@o do agente em mosquitos An. cruzii
ndo comprova seu papel como transmissor nem o peso dessa
atuacdo na manutengdo da cadeia de transmissao desse virus
nos ambientes naturais; sdo ainda necessarias observacoes
adicionais, relativas a capacidade e competéncia vetora desse
mosquito em relag@o ao virus IGP para confirmagao dessa tese.

Entretanto, o fato de ter sido recuperado em condicdes
naturais indica que o virus esta intrinsecamente ligado a esse
ecossistema.

AGRADECIMENTOS

A Pesquisadora Evelyn Oliver Sarmento, pela atengio e
profissionalismo no fornecimento de animais de laboratdrio
utilizados no experimento. A Técnica de Apoio a Pesquisa
Cientifica e Tecnologica Antonia Torres Marti, pela realizagdo
dos testes de Inibigdo de Hemaglutinagdo e a equipe de Apoio
a Pesquisa da Sec¢do de Virus Transmitidos por Artrépodos do
Instituto Adolfo Lutz.

RIALA6/893

Bocato-Chamelet, E.L. et al. Isolation of flavivirus Iguape from mosquitoes Anopheles (Kerteszia) cruzii
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ABSTRACT. The flavivirus Iguape was isolated for the first time in 1979, from a sentinel mouse exposed
in a forested area in Iguape County - SP, Brazil. Monotypic hemagglutination inhibition antibodies for
Iguape virus were detected in domestic and sylvan animals, in Ribeira Valley region, Sao Paulo State.
Monotypic antibodies have also been detected in human sera, although there is no evidence of clinical
disease. The authors report the isolation of a new strain of [guape virus from naturally infected mosquitoes.
The study was conducted in May, 1994 in Juquitiba County — Sao Paulo State, in a forested area.
Mosquitoes were captured by light traps After systematics identification, pools of mosquitoes were
processed for virus isolation in suckling mice. An isolate (SPAr-158482) was obtained from Anopheles
(Kerteszia) cruzii. Tests of Hemagglutination, Hemagglutination Inhibition, Complement Fixation,
Neutralization in suckling mice and sensitivity to Sodium Deoxycholate were employed for identification
ofthe isolate.. According to tests of Complement Fixation, Hemagglutination Inhibition and Neutralization
in mice, the virus was identified as the same as Iguape virus. This finding suggests that this species of

mosquito may play a role in the transmission cycle of Iguape virus in natural environment.

KEY WORDS. Arbovirus; Flavivirus; Iguape; Anopheles (Kerteszia) cruzii; Atlantic Rain Forest.
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RESUMO. Apos a identificagdo dos virus das hepatites A e B, novos casos de hepatites virais, de
etiologia desconhecida, ainda surgiam em todo o mundo. A introducédo de técnicas de biologia molecular
nos estudos dos agentes virais tem possibilitado o conhecimento dos novos agentes envolvidos nesses
casos. Dois agentes tém sua participagdo comprovada em casos de hepatites ndo A ndo B, um de
transmissao parenteral (virus da hepatite C) e outro de transmissdo entérica (virus da hepatite E). O virus
dahepatite E (HEV) ¢ um virus RNA de fita simples, de forma esférica, e que, por sua semelhanca morfologica,
foi classificado como membro da familia Caliciviridae, mas devido a distancia filogenética entre estes
agentes, 0 HEV ndo esta atualmente classificado nesta familia, ndo pertencendo até o momento a nenhuma
familia de virus ja bem definida. Surtos e epidemias de hepatite de possivel transmissao entérica foram
relatados ja na década de 50 na India, porém a identificagio do agente responsavel por estes casos so foi
possivel na década de 90. Nosso objetivo foi apresentar uma atualizacdo de alguns dados disponiveis

sobre a hepatite E em varias partes do mundo, inclusive no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE. Virus da hepatite E; HEV; hepatite ndo A ndo B de transmissao entérica.

INTRODUCAO

Desde os anos 50, apontava-se para a existéncia de uma
outra forma de hepatite ndo A ndo B, de transmissdo
primordialmente entérica®. A primeira descri¢ao desta infecg¢ao
foi em 1955 quando houve uma epidemia em Nova Delhi
(india)'*1** envolvendo aproximadamente 29 mil individuos,
apos a ingestdo de agua de abastecimento contaminada com
esgoto’®®. Um dos relatos de hepatite epidémica mais recente foi
registrado em 1991, entre refugiados da Somalia?®%. Outros
surtos ocorreram em Cachemira (India)?, no vale do Catmandu
(Nepal)®, na cidade do México e no norte da Africa, acometendo
militares franceses®*2. E interessante ressaltar que pesquisas
realizadas no Egito e em Hong Kong, paises onde ndo haviam

sido constatados surtos epidémicos, revelaram elevada
incidéncia do virus da hepatite E (HEV) entre os casos de hepatite
aguda. Estes dados indicam que o HEV pode estar muito mais
disseminado do que inicialmente se supunha®.

1. O Virus da Hepatite E (HEV)

As particulas do virus da HEV sdo esféricas, néo-
envelopadas, com aparéncia semelhante aos Calicivirus e aos
agentes do grupo dos Norwalk Virus, quando visualizadas por
imunomicroscopia eletronica.

As caracteristicas, como tamanho das particulas,
morfologia e coeficiente de sedimentagdo, sdo consistentes com
aquelas observadas para os Calicivirus. Sendo assim,
temporariamente, o HEV foi classificado na familia Caliciviridae.

l Laboratorio de Hepatites do Servigo de Virologia do Instituto Adolfo Lutz.
Enderego para correspondéncia: Laboratorio de Hepatites do Servigo de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, Av. Dr. Arnaldo, 355 — Cerqueira César

— Sdo Paulo — 01246-902.
E-mail: rmoreira7@hotmail.com
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Entretanto, apds a analise gendmica mais detalhada verificou-
se que o HEV ¢ um virus filogeneticamente distante dos outros
agentes da familia Caliciviridae,*>*. Na classificagdo atual, o
virus da hepatite E pertence ao género “Hepatites E-like viruses”,
sem estar incluido em nenhuma familia'®?.

2. Organiza¢io Genémica do Virus da Hepatite E

O genoma do HEV tem aproximadamente 7.5 kb e RNA
de polaridade positiva'®**, Foram identificados codigos abertos
de leitura (ORFs), que codificam para proteinas ndo—estruturais,
(ORF1-RNA-polimerase RNA-dependente), estruturais (ORF2-
proteinas do capsideo) e outra de fun¢o ainda ndo determinada
(ORF3). Cepas identificadas em regides geograficamente dis-
tintas, como as do México e Burma, apresentam variagao no seu
genoma*?. A detec¢do de uma nova cepa de HEV, designada de
US-1 divergente das cepas do México e de Burma, identificada
de um paciente norte-americano, representa a heterogenicidade
dos isolados humanos*'.

Portanto, trés genotipos de HEV foram identificados:
gendtipo I (Asia-Africa), gendtipo II (Estados Unidos) e gendtipo
IIT (México). O gendtipo I foi dividido em dois subgendtipos,
Asia e Africa. No subgenotipo da Asia foram observados trés

Regido hipervariavel

pequenos grupos: as cepas da China e de Burma e cepas de
casos de HEV fulminante®.

O genoma de vérias cepas de HEV originadas da Africa
e México tem sido sequenciado e as andlises das seqiiéncias
revelam significativa divergéncia entre essas duas cepas. As
cepas circulantes da Asia apresentam uma divergéncia na
seqiiéncia de nucleotideos que varia entre 1 a 8%, e mais de
25% entre os achados das cepas do México. As analises
filogenéticas de todo o genoma do HEV mostram que existem
pelo menos dois genotipos distribuidos universalmente.

A variagdo nas seqiiéncias de diferentes cepas de HEV
pode significar problemas quanto ao diagndstico da infeccdo e
ao desenvolvimento de vacinas, sendo importante avaliar a
extensdo da diversidade genética das cepas do HEV nas
diferentes partes do mundo (30).

A representagdo do genoma do HEV esta apresentada
na Figura 1.

3. Transmissio

A via de transmissdo do HEV ¢ a fecal-oral®*3754,
Evidéncias da contaminagdo fecal em agua de abastecimento
tem sido associadas a epidemias severas de hepatite E em

ORF | .
Mt Y Pro H X Hel RDRP
Sinal peptidico IRE3-2
I NG NG
I . * I ORF 2
Capsideo
ORF 3 I
T
IRE4-2
Subgendmico AAA
Subgendomico AAA
Gendmico AAA
1 7194

Figura 1. Organizagdo gendmica do virus da Hepatite E, descrevendo os trés codigos aberto de leitura (ORFs) ¢ a localizagdo de
dois RNAs subgenomicos poliadenilados. Os dominios dos genes ndo-estruturais sdo identificados por analises das seqiiéncias
e sdo indicados na figura: ORF1: Mt, metiltransferase; Y, dominio Y; Pro, protease papaina-like; H, dominio rico em prolina; X,
dominio X; Hel, helicase; RDRP, RNA-dependente RNA polimerase. ORF2 proteinas do capsideo: NG, potencial de glicosilagdo
N-like encontrado na seqiiéncias de aminoacidos, em um subtipo derivado de uma cepa de HEV em Burma. IRE3-2 ¢ IRE4-2
representam epitopos imunoreativos presentes na por¢do terminal de ORF2 e ORF3 respectivamente. ORF3: sua funcdo biologica
ainda ndo foi determinada. Os numeros 1 ¢ 7194 representados na porgdo final 5’ ¢ 3 na seqiiéncia de nucleotideos de HEV, sdo

seqiiéncias poliadeniladas*.
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Ahameddabad, Kashmir e Kanpur (india). Epidemias ocorrem
principalmente nos meses de inverno quando ha queda do nivel
de agua, concentrando assim os contaminantes. A transmissao
por contato de pessoa a pessoa tem sido relatada em algumas
epidemias, sendo observado o aparecimento de novos casos
ictéricos durante longo periodo, mesmo alguns meses apds a
epidemia’'.

Estudos realizados em homossexuais do sexo masculino
sugerem a transmissdo de HEV por praticas sexuais e a
informag¢do da transmiss@o parenteral ainda ¢ escassa e
limitada®-!.

Pode haver também a transmissao vertical pelo HEV. Em
um estudo realizado na India, criancas nascidas de maes
infectadas apresentaram uma hepatite transitoria e se curaram,
com ocorréncia de uma morte por necrose hepatica®.

4. Quadro Clinico

O quadro clinico da hepatite E aguda pode ser dividido
em quatro fases ou periodos: incubagio, prodrémico, ictérico e
convalescenca. O periodo de incubag@o é de 2 a 9 semanas, com
média de seis semanas apds a contaminagdo. O periodo
prodromico € caracterizado por astenia, febre, anorexia, nausea,
vOmitos e desconforto abdominal, perdurando por cerca de uma
semana. Logo apds, aparecem a ictericia, coluria e hipocolia
fecal, que persistem por aproximadamente uma semana, quando
o0 paciente passa a apresentar melhora do estado geral, iniciando-
se a convalescenca. Ainda ndo se constatou persisténcia de
sinais ou sintomas da hepatite pelo HEV por periodos longos,
nao havendo relatos de evolugdo para forma cronica desta
infecgdo?®4,

A hepatite E apresenta evolugdo fulminante em 20% entre
as mulheres no segundo ou no terceiro trimestre de ges-
tagdo?37434634 - Alouns autores admitem que a mortalidade do
HEV aumente com o progredir da gravidez, chegando a 1,5%,
8,5%, € 21% no 1°,2°, 3° trimestre de gestacio, respectivamente?,
A transmissdo do HEV ao feto ainda ndo esta definida*>*.

5. Replicacio Viral

O ponto primario da replicacdo ndo foi até o momento
identificado, mas pode ser o trato intestinal. Ainda ndo esta
definido como o virus chega no figado; presume-se que a porta
de entrada seja a veia porta. A replicag@o ocorre no citoplasma
dos hepatocitos, o virus € liberado para a bile e posteriormente
eliminado pelas fezes.

A viremia ¢ detectada 22 dias apds a exposi¢@o ao agen-
te, antes do inicio da ictericia, podendo durar até 30 dias. A
particula viral pode ser detectada nas fezes em até 34 dias apds
a exposicao’!.

6. Resposta Imunolégica

Anticorpos anti-HEV IgM alcangam niveis mais elevados
durante as primeiras 4 semanas depois do aparecimento dos
sintomas, porém os titulos diminuem entre 10 a 12 semanas
depois da fase aguda®.

Os anticorpos IgG atingem altos niveis na fase aguda da
doenca, entretanto, ndo ha consenso quanto a persisténcia
desses niveis apos a fase de convalescenga!®*, Estudo
realizado por Bryan e col., durante epidemia no Paquistdo,
demonstrou que o titulo dos Acs IgG atinge o pico maximo 2
semanas apos o inicio dos sintomas, permanecendo detectavel
no soro por até 20 meses, com titulos inferiores aos observados
durante a fase aguda’.

7. Diagnéstico Laboratorial

Até recentemente, ndo existiam métodos de rotina para a
deteccdo de marcadores sorologicos do HEV, sendo o
diagnostico desta infecgdo baseado na exclusdo de outros
agentes causadores de hepatites®.

A hepatite E aguda pode ser comprovada por meio da
identificacdo de particulas virais nas fezes; da deteccdo
de antigenos nos hepatocitos; da pesquisa do HEV-RNA nas
fezes ou no soro e da pesquisa de anticorpos séricos contra o
HEVZ,

As particulas do HEV podem ser detectadas nas fezes
por imunomicroscopia eletronica cerca de quatro dias antes até
seis dias depois do inicio da sintomatologia?#>4,

O antigeno do HEV tem sido identificado no citoplasma
de hepatdcitos de macacos experimentalmente infectados,
utilizando-se sondas imunofluorescentes constituidas a partir
de soros da fase de convalescenga?®>>,

A determinagdo da seqiiéncia nucleotidica do genoma
do HEV possibilitou a detecgdo do HEV-RNA por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR)!%23:285,

A clonagem do HEV em Escherichia coli ou baculovirus
também propiciou a constru¢do de antigenos recombinantes,
além de peptideos sintéticos para a elaboracdo de testes de
detecgdo de anticorpos. O método para pesquisa de anticorpos
anti-HEV ¢ o por ensaio imunoenzimatico (EIE)*, ou por técnica
de “immunoblot” (Western-blot)?.

8. Infeccio Experimental em Animais

Varias espécies de primatas tem sido envolvidas em
estudos sobre a hepatite E. Os seguintes primatas, incluindo os
do Velho Mundo, podem ser susceptiveis a infecgdo com HEV:
chimpanzés, macacos (Cynomolgus, Rhesus ¢ macaco
“rabichudo”), macacos verdes da Africa; e espécies do Novo
Mundo como marmotas tamarins, macaco “coruja”, € macacos
esquilos. Os mais utilizados tem sido o0 Cynomolgus e macacos
Rhesus. HEV tem sido transmitido aos primatas por vias
intravenosa e oral. O curso da infecgdo experimental em primatas
¢ similar ao do homem. O anticorpo anti-HEV naturalmente
adquirido tem sido encontrado em macaco Cynomolgus sel-
vagem e macaco Rhesus em cativeiro.

A dispersao zoonotica do HEV em paises desenvolvidos
foi originalmente sugerida com base da infecg¢do pelo HEV
descrita em ratos, suinos e outros animais da Asia Central. Este
dado mostra que suinos e ratos testados nos Estados Unidos
foram infectados com um virus semelhante ao HEV, o que sugere
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que este agente pode também ocorrer em paises desenvolvidos.
Sorologicamente foi observado correlagdo entre as cepas encon-
tradas em humanos e em suinos nos Estados Unidos®.

9. Epidemiologia

A hepatite E ¢ caracterizada pelo aparecimento de
epidemias, ocorrendo grande numero de casos. Tais epidemias
tem sido freqiientemente descritas em paises subdesenvolvidos
ou em desenvolvimento, ainda que a predominincia seja em
areas tropicais e subtropicais. A primeira epidemia ocorreu em
1955 em Nova Delhi, (india) com 29.000 casos de hepatite ictérica,
pela contaminagao fecal em aguas de abastecimento. Além dessa
epidemia, tem sido identificados surtos por HEV em areas
geograficas distintas, tais como: India, Nepal, Myanmar,
Paquistdo, México, Unido Soviética, Africa, América do Norte,
Europa e Australia®'.

A infeccdo pelo HEV tem sido descrita entre viajantes
que retornam de regides endémicas®!. Casos esporadicos de
hepatite E aguda tem sido relatado nos USA, Grécia, Franga,
Holanda, Alemanha. A prevaléncia dos anticorpos anti-HEV na
populagdo geral, em paises industrializados, estd em torno de
1a2%?.

A infeccdo por HEV ¢ hiperendémica em Nova Delhi,
apresentando maior gravidade quando comparada a outras

partes do mundo, estando relacionada a metade dos casos de
insuficiéncia hepatica. Coinfec¢des do HEV, com a Hepatite A,
tém significativo aumento da mortalidade neste pais?.

No Brasil, casos esporadicos de hepatite E foram
descritos na Bahia em 1993, em 3 pacientes com hepatite ndo-A,
ndo-B, ndo-C*. No mesmo ano, um levantamento sorologico
realizado na regido amazonica, detectou anticorpos anti-HEV
em 6 de 97 trabalhadores de minas de ouro®. Focaccia et al.'>,
em 1996, em estudo realizado com amostras de 1.059 individuos
da populacao residente no municipio de Sao Paulo, estimaram
prevaléncia de 1,68% de anticorpos anti-HEV.

O aparecimento de sintomas na hepatite E é raro em
criangas, sendo inaparente ou anictérica, ao contrario quando a
infeccdo atinge adultos jovens, que ¢ a populacdo mais atingida
por este agente!!.

A Tabela 1 mostra dados de soroprevaléncia prove-
nientes de alguns estudos realizados no Brasil.

A Tabela 2 mostra estudos realizados em diferentes
populacdes de alguns paises.

10. Profilaxia e Tratamento

Nao existe tratamento especifico para hepatite E aguda.
Assim como para outras hepatites virais agudas, recomendam-
se medidas como repouso ¢ a dieta habitual, além da proibigdo

Tabela 1. Soroprevaléncia de HEV em estudos realizados no Brasil

Autor Populagdo Prevaléncia

Pang et al., 1995 Trabalhadores de minas de ouro 6%

Focaccia et al., 1995 Funcionarios de limpeza 4%
Hemodialisados 5%

Amostragem aleatoria

(sexo masculino acima de 30 anos) 1,7%

Parana et al., 1997 Doadores de sangue 2%
Pacientes com hepatite aguda 17,7%
Hemodialisados 0,0%
Portadores de esquistossomose 10%
Souto et al., 1997 Casos de hepatite aguda 12,5%
Familiares dos casos suspeitos 10,6%
Gongales et al., 2000 Doadores de sangue 4.2%
Mulheres atendidas no centro de 17,9%
triagem andnima para HIV
Trabalhadores do hospital universitario 6,0%
Parana et al., 1999 Pacientes com hepatite aguda esporadica 12%
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Tabela 2. Resultados de estudos realizados em diferentes populacdes de alguns paises.

Autor Populagio Prevaléncia
Dalekos, G.N. et al., 1998 Hemodialisados 9,7%
Hepatite cronica viral 5,3%
Refugiados 4,8%

Doadores de sangue

0,2%-0,5%

Zanetti, A.R. et al., 1999 Hepatite viral aguda NA NC 10,1%
Rapicetta, M. et al., 1999 Populagdo entre 29 ¢ 79 anos 1,5%
Bartoloni, A. et al., 1999 Populagdo rural 7,3%
Divizia, M. et al., 1999 Hepatite aguda 24.2%
Hepatite cronica 44,5%
Tarrago, D. et al., 2000 Imigrantes 5,5%
Doadores de sangue 2,9%
Karetnyi, Y.V. et al., 1999 Hepatites NANC 4,9%
Pacientes saudaveis 5,7%
Abdelaad, M. et al., 1998 Doadores de sangue 16,9%
Pang, Z. et al., 1998 Trabalhadores da satde 1,2%
Prostitutas 3,6%
Doadores de sangue 2,3%
Jornalistas 5,9%
Pacientes com DST 6,8%
Alvarez-Munoz, M.T.et al., 1999 Adultos jovens e criangas 10,5%
Hsieh, S.Y. et al., 1999 Hepatite aguda 10%
Benjelloun, S. et al., 1997 Hepatite aguda 77,3%
Ibarra, H. et al., 1997 Doadores de sangue 8,0%
Trabalhadores da saude 12,5%
Presos 7,5%
indios 17%
Balayan, M.S. et al., 1997 Populagdo saudavel 1,7%
Pacintes com HIV 11,1%
Prisioneiros 8,0%
Fainboim, H. et al., 1999 Pacientes com HIV 6,6%
Arankalle, et al., 2000 Populagdo de Kudal 12,9%
Populagdo de Atet 15,8%
Lemon, S.M. et al., 2000 Populagdo com menos de 25 anos 1,9%
Hepatite aguda 4,6%

do consumo de bebidas alcodlicas. Em casos de febre mais
acentuada ou de vomitos, deve-se orientar o uso de antipiréticos
ou antieméticos, tornando-se rara a necessidade do emprego de
medicagéo ou hidrata¢do por via parenteral®®.

Sédo encontrados na literatura poucos trabalhos a respei-
to dos avangos terapéuticos na hepatite fulminante pelo HEV?,

Para aqueles que viajam para areas endémicas, a
prevengdo deve ser baseada nos cuidados para evitar trans-

missao fecal-oral, como higiene pessoal, o consumo de agua de
fonte segura e de alimentos limpos e bem cozidos®?.

Diferentemente da comprovada eficacia da imunoglobu-
lina para a hepatite do tipo A, existem controvérsias em relagdo
a eficacia da imunizagéo passiva para o HEV®?,

Enfim, em decorréncia dos conhecimentos adquiridos
com estudos do genoma do HEV, em um futuro proéximo sera
possivel a elaborag@o da vacina contra o virus da hepatite E'*>%,
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ABSTRACT. Hepatitis A and B viruses were identified a long time ago, but cases of hepatitis without
markers of infection by these viruses have been described around the world. Molecular biology methods
have been used to study other viruses involved in non-A, non-B hepatitis cases. Two agents have been
associated with these cases, one parenterally transmitted (Hepatitis C Virus) and other enterically transmitted
(Hepatitis E Virus). The hepatitis E virus (HEV) is a single strand RNA virus, shaped spherical and was
primarily defined as a Caliciviridae member, but because of some phylogenetic diversity between these
agents, HEV has not been classified yet. Hepatitis epidemic and outbreak transmitted by fecal-oral route
had been described since 1950, but the identification was possible only in 1991. In this paper, we show an
update about Hepatitis E Virus infection around the world, with a special focus on Brazil.

KEY WORDS. Hepatitis E virus; HEV; hepatitis non-A, non-B enterically transmitted.
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RESUMO. Resultados analiticos que ndo tenham passado por um processo de validagdo carecem de
qualquer valor. O presente trabalho enfoca etapas algumas vezes negligenciadas em laboratorios de
cromatografia e que, no entanto, sdo cruciais para obtenc¢do de resultados analiticos confidveis: uso de
métodos analiticos validados e como valida-los, confirmagio da identidade do composto de interesse,
escolha de métodos de quantificagdo adequados, emprego de amostras de referéncia e testes de recuperagio
na rotina de controle de qualidade e participacdo em testes de proficiéncia.

PALAVRAS-CHAVE. Cromatografia; validagcdo de métodos analiticos; controle de qualidade analitico.

INTRODUCAO

A razdo de ser de um laboratério é produzir resultados
analiticos confiaveis. O analista, no seu dia a dia, preocupa-se
em obter resultados que afastem qualquer divida razoavel com
respeito a sua exatiddo e que possuam uma precisdo adequada
para a finalidade a que se destinam. Para que esta confiabilidade
seja atingida, algumas etapas sdo necessarias, ¢ estardo neces-
sariamente incluidas em qualquer bom programa de controle ¢
segurancga de qualidade analitica: uso de métodos analiticos
validados, confirmagédo da identidade do composto de interesse,
escolha de métodos de quantificagdo adequados, emprego de
amostras de referéncia ¢ testes de recuperacdo na rotina de
controle de qualidade e participa¢do em testes de proficiéncia.
Sem tentar cobrir todos os aspectos de seguranga e controle de
qualidade analiticas, o presente artigo visa rever algumas das
etapas essenciais na obtengdo de resultados confiaveis em
métodos cromatograficos.

1. Valida¢ao de um Método Analitico

O primeiro passo para a obtengao de resultados analiticos
confiaveis esta na validagdo do método analitico escolhido. Um
método analitico pode ser validado intralaboratorialmente ou
interlaboratorialmente. No proprio laboratorio, através de testes
de recuperagdo e um ou dois dos enfoques seguintes, o analista
pode validar um método analitico: (a) comparagdo com um método
independente; (b) emprego de material de referéncia certificado’.
Interlaboratorialmente, a valida¢do pode ser obtida através de
um estudo colaborativo envolvendo varios laboratorios. Note-se
que se o método escolhido ja foi objeto de um estudo colabo-
rativo; ainda assim, o analista esta obrigado a valida-lo intralabo-
ratorialmente para provar que pode ser usado no seu laboratorio.

Em testes de recuperagdo faz-se a adi¢do do componente
de interesse a matriz, seguida da execucdo do método sendo
avaliado. O teor medido do componente adicionado ¢ dividido
pelo valor efetivamente adicionado e multiplicado por 100,
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obtendo-se assim a percentagem de recuperacgao. Este enfoque
sofre com o fato que o analito (composto de interesse sendo
analisado) ndo sendo parte integrante da amostra, sua extracao
pode ser mais facil do que a de uma amostra que o contenha
naturalmente, por ter sido nela produzido ou, ainda, com ela
produzido. Porém, os resultados deste tipo de teste, quando
associado a outros enfoques, pode fornecer um panorama do
comportamento do método com relacdo ao composto de
interesse no tipo de matriz usado no teste. Amostras formuladas
sinteticamente e, ainda, o método de adi¢des, podem também
ser empregadas no teste de recuperagéo.

Na comparagdo com um método independente, a
condi¢do mais importante ¢ escolher um método baseado em
principios fisicos ou quimicos diversos do método sendo
testado. Por exemplo, se o método a ser testado faz uso de
cromatografia gasosa com detecc¢do por ionizagdo de chama, o
outro método pode ser cromatografia liquida com deteccao por
fluorescéncia, ou ainda outro tipo de coluna e outro tipo de
detector na cromatografia gasosa. Preferencialmente, o método
empregado na comparagdo deve ja ter sido validado anterior-
mente.

Ao empregar material de referéncia certificado, deve-se
escolher aqueles cujas matrizes (tudo que o material contém
menos o composto de interesse) mais se aproximem do tipo de
amostra para o qual o método sendo testado sera usado. A
ISO" (International Standardization Organization) define material
de referéncia como um material ou substancia na qual uma ou
mais propriedades estdo suficientemente estabelecidas para
serem usados para a calibra¢ao de um instrumento, avaliagdo de
um método analitico ou para designar valores a materiais. Neste
sentido, cada laboratério pode criar seus proprios materiais de
referéncia para o controle de qualidade rotineiro. Para a validacéo
de métodos, no entanto, emprega-se material de referéncia
certificado'!, o qual ¢ um material de referéncia onde teores de
uma ou mais propriedades estdo certificados por um proce-
dimento tecnicamente valido, acompanhado por um certificado
proveniente de um organismo certificador acreditado. Alguns
exemplos de organizagdes que fornecem materiais de referéncia
certificados: Community Bureau of Reference (Unido Européia),
Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (Reino Unido),
National Institute for Standards and Technology (antigo
National Bureau of Standards, EUA), National Research Council
(Canada), National Institute for Environmental Studies (Japao)
e, ainda, firmas particulares.

Avaliagdo interlaboratorial de um método ¢ realizada
através de um estudo colaborativo. Protocolo para execugao
destes estudos foi harmonizado pela ISO, IUPAC e AOAC ¢ é
reconhecido pelo Codex Alimentarius e dentro da Unido
Européia'®. Nele, uma ou varias amostras homogéneas sdo
distribuidas a laboratdrios, onde o método ¢ executado por
analistas experientes. Os resultados vao indicar a exatiddo do
método, sua precisdo interlaboratorial (R, reprodutibilidade) e
intralaboratorial (r, repetibilidade). Métodos estudados colabo-
rativamente sdo publicados por entidades governamentais ou
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privadas que se dedicam a este tipo de estudo. E sempre
vantajoso para o analista utilizar estes métodos devido a sua
confiabilidade.

As condi¢des para a realizagdo de um estudo interla-
boratorial sdo: (a) participagdo de 8 ou mais laboratdrios, (b)
amostras homogeéneas e representativas do produto e um minimo
de 5 materiais diferentes distribuidos entre os laboratérios
participantes, (¢) um minimo de um par de duplicatas “cegas”
(d) analistas competentes para executar a analise, (¢) a média de
todos os resultados é considerada a melhor estimativa da
quantidade do composto sendo determinado'®*.

E oportuno lembrar que estudos interlaboratoriais podem
servir para varias finalidades, tais como”'*: (a) prover estimativas
darepetibilidade e da reprodutibilidade de um método analitico,
(b) prover uma estimativa objetiva do desempenho do labora-
torio, (c) encorajar a autocritica e a percepgao dos erros come-
tidos durante analises, (d) ajudar a identificar as necessidades
de treinamento do pessoal do laboratorio.

Ainda na década de 80, Horwitz et al.'® publicaram um
estudo dos métodos colaborativamente estudados e aceitos
pela “Association of Official Analytical Chemists” (atualmente
AOAC International). Eles demonstraram que o coeficiente de
variagdo interlaboratorial de qualquer método nao depende do
instrumento utilizado, da matriz, ou técnica empregada, e sim,
do teor em que o componente analisado se encontra no alimento
e que pode ser descrito pela equagdo:

CcV (0/0) = 2(1-051log C)

A concentragdo C ¢ expressa como poténcia de 10. Por
exemplo: 1 ppm =10 g/kg, o que nos dd um CV % = 16%.

Para o analista ¢ 1til conhecer ainda algumas outras
propriedades do método analitico que pretende empregar. O
conceito de limite de deteccdo tem sido objeto de diferentes
defini¢des conforme a 4rea de trabalho. E bom saber que o proprio
analista pode criar sua propria definicdo de limite de detec¢ao
desde que expresse claramente qual ¢ o seu conceito desta
medida. De uma maneira geral, pode-se definir como limite de
deteccdo a menor concentragdo do analito da qual podemos
estar confiantes na sua medi¢do. Uma boa defini¢do é proposta
por Caulcutt e Boddy?, os quais nos dizem ser o limite de detec¢do
amenor concentracao do analito da qual temos 95% de confianga
que sera detectada pelo método. Uma outra defini¢do ¢ ainda
fornecida pelo Codex Alimentarius’, que declara ser o limite de
detecgdo convencionalmente aceito como 3 vezes o desvio
padrao do branco da amostra. Limite de quantificagdo tem sido
usualmente definido como 5 vezes o limite de detecgao.

2. Confirmacio da Identidade de um Composto

A cromatografia ¢ um poderoso método de separagdo de
compostos mas ndo de identificacdo. A cromatografia apenas
fornece dados auxiliares na identificacdo de compostos. Algumas
das técnicas mais comumente empregadas para auxiliar na
identificagdo de compostos estdo descritas a seguir e sdo
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decisivas em casos negativos, isto é, para comprovar que um
composto com um certo tempo de retencao (cromatografia liquida
ou gasosa) ou distancia de retencao (cromatografia em camada
delgada ou em papel) ndo € o que se julgava ser:

(a) Comparagdo do tempo de retengdo ou distancia de retengo
do composto com o dos padrdes. Uma coincidéncia de tempos
de retencdo entre o analito e o padrdo significa que o analito
talvez seja 0 mesmo composto que o padrdo. Em caso ne-
gativo, pode-se afirmar que nao é.

(b) Co-cromatografia - adiciona-se uma quantidade de padrio
na amostra e depois verifica-se se ha aumento do pico ou da
mancha ou se ha surgimento de outro pico ou mancha. No
primeiro caso, o analista tem um “presuntivo positivo” ¢ a
analise merece progredir para uma etapa de confirmacéao de
identidade. No segundo caso, o analista esta diante de uma
negativa, isto é, o composto ndo ¢ sem sombra de duvida o
que se supunha inicialmente.

(c) Grafico do log do tempo de retengdo corrigido versus numero
de carbono de compostos pertencentes a uma sériec homo-
loga. Muito util em cromatografia de séries homologas e se
o processo de isolamento dos compostos de interesse da
matriz for suficientemente especifico, pode—se, em alguns
casos, ser aceito como prova de identidade.

(d) Indices de retengdo: o indice de Kovatz é o mais interessante
e foi desenvolvido originalmente para hidrocarbonetos.

(e) Fatores de separacdo: sdo baseados no principio de que
para qualquer série homologa, em condi¢des constantes de
temperatura e vazao de gas de arraste, o tempo levado por
um composto com N carbonos para eluir da coluna tem uma
relagdo constante com os tempos de reten¢do dos componen-
tescom N+ 1 e N - 1 4tomos de carbono. Exemplos: t'n+1/tn’
=F=tn/t’'n-1; 'n+2/t'n=F2 =t’n/t’'n-2; tn+x/t'n=Fx

Um presuntivo positivo vai normalmente requerer do
analista outras medidas comprobatdrias. A identidade de um
composto pode ser confirmada através de caracteristicas
quimicas, tais como: (a) reacdes quimicas que alterem as
propriedades cromatograficas do composto de interesse; (b)
espectro de massas; (c) testes de imunoafinidade e por
caracteristicas fisicas, tais como: (d) espectro ultravioleta, (e)
espectro infravermelho, (f) detectores em série, (g) detector
ultravioleta/visivel ou de fluorescéncia.

(a) Reagdes quimicas —reagdes quimicas especificas e capazes
de modificar as caracteristicas cromatograficas do composto
sendo identificado'®. O tempo de reten¢do do composto e
do padrao devem mudar de maneira idéntica e os picos
originais devem sumir ou reduzir substancialmente (a reagdo
de confirmagdo ndo precisa ser quantitativa).

(b) Espectro de massas — o espectrometro de massas ioniza as
moléculas e separa ions de acordo com a razdo m/z (massa/

carga) e nos fornece um histograma das abundancias
relativas de ions individuais com diferentes razdes massa/
carga geradas por um composto em condi¢des especificadas.
Obtemos através deste processo um padrao de fragmentagao
caracteristico ¢ informagdes sobre caracteristicas estruturais
do composto. Muitas vezes consegue-se também o peso
molecular. O monitoramento de um ion isolado nio constitui
confirmagao e a presenga de 20% de impurezas no compos-
to, apos a separagao cromatografica, inviabiliza a compara-
¢do com o padrao durante a confirmagdo. A confirmagio
pode ser obtida com o auxilio dos seguintes critérios: a
intensidade relativa e a razao entre 4 picos caracteristicos
sdo empregados para comparagdo entre padrdo e composto
sendo identificado. No caso de ndo existirem 4 picos
caracteristicos pode-se usar dois métodos diferentes de
derivacdo do analito ou dois métodos diversos de ionizagao.
Em cada caso pelo menos dois ou trés picos caracteristicos
devem ser obtidos. As intensidades relativas dos picos
escolhidos devem ser as mesmas dos padrdes com uma
margem de 10% para impacto de elétrons e 20% para
ionizagdo quimica’.

(c) Testes de imunoafinidade — colunas ou kits de imuno-
afinidade podem ser usados em paralelo com a separagéo ¢
quantifica¢do por cromatografia gasosa servindo de con-
firmagdo devido a sua especificidade®. Os kits antes devem
ser testados com padrdes para verificar se ndo estdo degra-
dados por armazenamento prolongado ou por terem sido
submetidos a temperaturas inadequadas. A qualidade deve
ser avaliada verificando se ndo ha reagdes cruzadas com
outros compostos com estruturas quimicas semelhantes. E
necessario também testar o comportamento do kit diante de
cada tipo diferente de matriz para verificar se nesta ndo
existem substancias capazes de interferir nos resultados.

(d) Espectro ultravioleta — em cromatografia liquida, o detector
de arranjo de diodos é cada vez mais empregado e cumpre
bem as fungdes de quantificar e confirmar a identidade do
composto de interesse. Porém, para que haja confiabilidade
€ necessario que o comprimento de onda maximo do padréo
coincida com o do composto de interesse dentro de & 2 nm
e que nos demais aspectos do espectro haja coincidéncia’.
Alguns instrumentos possuem softwares que fornecem o
grau de pureza do pico sendo examinado comparando os
espectros em diversos pontos do pico cromatografico, como
por exemplo, na subida, no apice e na descida. Este calculo
fornece um dado extra para o analista que assim sabera se ha
ou ndo interferentes eluindo a0 mesmo tempo que o analito.

(e) Espectro infravermelho — aqui devemos procurar maximos
de absor¢do no espectro do padrdo que preencham os
seguintes critérios: o maximo de absor¢do aparecendo entre
1800-500 cm!, a intensidade ndo deve ser menos que 12,5%
do pico mais intenso da regido. Um minimo de 6 picos sdo
requeridos para esta comparagdo entre os espectros do
padrdo e do composto sendo identificado’.
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(f) Detectores em série — dois detectores baseados em principios
diferentes tais como ultravioleta/visivel e fluorescéncia sdo
uteis para confirmagdo de identidade em cromatografia
liquida®®. A razéo entre duas caracteristicas marcantes do
analito, tais como absorvancia no comprimento de onda
maximo e fluorescéncia no comprimento de onda de emissao
maxima, sdo caracteristicas fisicas constantes. O sistema
cromatografico empregado deve ser o mesmo para o analito
e o padrao e arazdo calculada deve se manter, permitindo-se
no maximo 5% de variagao.

(g) Detector ultravioleta/visivel ou de fluorescéncia —um tnico
detector pode fornecer confirmagdo de identidade através
da razdo entre as absorvancias ou fluorescéncias em croma-
tografia liquida'®. O espectro de absorvéncia ou de fluores-
céncia do analito deve possuir comprimentos de onda
suficientemente distintos e significativos onde ocorrem
maximos ou minimos de absorvancia ou fluorescéncia. O
padrio e o analito devem ser analisados no mesmo sistema
cromatografico. Também neste caso diferengas entre a razéo
calculada para o padrio e a calculada para o analito podem
divergir em até 5%. Valores superiores a 5% indicariam que o
analito ndo esta eluindo isoladamente e sim em conjunto
com interferentes. O mesmo pode ser observado com relagéo
ao item (f).

Note-se que alguns procedimentos analiticos sdo
especificos o suficiente para dispensar maiores esfor¢cos em
confirmacdo, isto ¢, o processo de extracao do analito da matriz,
a remocdo de interferentes e a etapa cromatografica sdo
suficientemente especificas para dar ao analista a seguranga
necessaria para afirmar qual a identidade do composto. Tais
situagdes, no entanto, sdo a excec¢ao € ndo a regra em quimica
analitica. Um bom exemplo ¢ a determinagdo de 4cidos graxos
por cromatografia gasosa. A fracao lipidica do alimento ¢ extraida,
os trigliceridios s@o hidrolizados e em seguida esterificados,
para depois serem submetidos & cromatografia. Quando as
amostras nao sdo complexas, uma simples comparagdo com os
tempos de retencdo de padrdes, ou o uso de um grafico nimero
de carbonos versus logaritmo do tempo de reten¢do, ou ainda o
emprego do ECL (equivalent chain length) ¢ suficiente para
comprovar a identidade de cada acido graxo. Em resumo, cabe
ao analista avaliar o grau de confirmagao necessario em cada
tipo de analise de maneira que satisfaca outros profissionais
usuarios dos dados gerados.

3. Quantificacdo: métodos e elaboracio de uma curva padrio

Na etapa de quantificagdo o analista estabelece a
correlacao entre o sinal do detector e quantidade do componente
de interesse no caso de métodos cromatograficos instrumentais.
Os sistemas usados para quantificagdo sdo*!2: (a) normalizagao,
(b) padronizagdo externa, (c) padronizagdo interna e, ainda, (d)
método de adigdes.
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(a) Normalizagdo: as areas de todos os picos sdo medidas e
somam-se todas as areas. O teor do composto é expresso
como % composto A = (area de A/area total dos picos) x
100. Este método ¢ valido quando todos os compostos da
fracdo injetada foram detectados. Fatores de resposta devem
ser estabelecidos ¢ usados para corre¢do no caso de
compostos para os quais o detector tenha sensibilidade
diferente. E mais utilizado para séries homélogas onde
diferenca na resposta pode ser considerada desprezivel ou
facilmente corrigida por um fator de resposta.

(b) Padronizagdo externa: neste caso interessa apenas um
composto ou poucos compostos. Os padrdes sdo croma-
tografados separadamente em quantidades conhecidas para
possibilitar o tragado de uma curva padrio que relacione a
area com o peso do composto. Para se obter uma melhor
precisdo deve-se manter as mesmas condigdes cromato-
graficas durante a analise, alternar os padrdes com as
amostras, manter o mesmo volume de injecao para os padroes
e para a amostra (para evitar distor¢oes dos picos), manter a
concentra¢ao ou massa do padrdo proxima a do componente
de interesse, utilizar padrdes de alta pureza. Lembrar que
zero quantidade deve dar zero resposta pois a curva deve
passar pela origem. Alguns fatores podem levar a curva a
ndo passar pelo zero, tais como: presenca de impurezas,
adsorc¢ao irreversivel, degradacdo no injetor ou na coluna.
Todos estes fatores sdo indesejados e devem ser eliminados.

(c) Padronizagdo interna: usa-se um padrdo interno para o qual
deve ser escolhida uma substancia que nao existe na amostra.
E normalmente incorporada & solugdo da amostra antes da
injecdo no cromatdgrafo. Especialmente aconselhavel
quando alta precisdo é necessaria porque o padréo interno
sofre as mesmas condi¢des da substincia de interesse
durante a corrida cromatografica®'?. Pequenos desvios de
tempo de retencdo e na sensibilidade do detector que ocorrem
entre corridas diferentes em um mesmo dia de trabalho sdo
corrigidos®. O tempo de retengdo do composto de interesse
pode ser calculado relativo ao padro interno minimizando
diferencas no tempo de retengéo que ocorrem entre corridas
diferentes. Uma das grandes utilidades de um padréo interno
estd nos casos em que o analito ndo € estavel para arma-
zenamento sob a forma de padrio, dificultando, portanto,
seu uso como padrao externo, ou ainda quando ¢ dificil de
ser encontrado como padrdo ou este apresenta prec¢os
proibitivos. Reduz ainda os erros devido as variagdes no
volume de injegdo, o que representa um problema maior em
cromatografia gasosa®. O padrdo interno deve ser escolhido
dentro de alguns requisitos. O composto escolhido deve
eluir da coluna adequadamente separado de todos os
compostos da amostra, deve eluir o mais perto possivel dos
compostos de interesse, deve ser estavel nas condi¢des de
analise, a quantidade injetada deve ser proxima a da
substancia de interesse e deve ser suficientemente estavel
para permitir a estocagem por um tempo adequado’®. Para
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uso de um padrdo interno, uma curva padrdo deve ser
construida como se segue: (a) injeta-se quantidades conhe-
cidas do composto de interesse junto com um padrio interno;
(b) traga-se um grafico da concentracdo do composto de
interesse versus a razao entre a area do padrao interno e a
area do composto de interesse. Alguns pesquisadores tém
usado padrdes internos para medir a recuperagdo em uma
analise além do seu uso na quantificagdo'?, o que pode nédo
ser recomendavel, pois a medida da recuperacdo so ¢é
confiavel quando o proprio composto de interesse ¢ em-
pregado nesta finalidade. Estes pesquisadores escolhem
neste caso compostos com estruturas quimicas o mais
proximo possivel do analito.

(d) Método de Adigdes: quantidades conhecidas do composto
de interesse sdo adicionadas a quantidades conhecidas da
amostra ¢ cromatografadas. As quantidades da amostra
devem ser sempre as mesmas. Uma curva de calibragdo ¢é
construida. O ponto onde a curva corta o eixo das ordenadas
corresponde ao pico do composto de interesse na amostra
sem adigdo de padrdo. A extrapolagdo da reta dara o ponto
zero e permitira a medida, diretamente no grafico, da
concentragdo da substancia de interesse na amostra.

Quando cromatografia planar esta sendo usada, o ana-
lista tem a opgdo de realizar a quantificagdo in situ por com-
paracdo visual ou densitométrica ou ainda extrair a substancia
de interesse ¢ quantifica-la por métodos espectrofotométricos.
No primeiro caso, um dos métodos acima descrito pode ser
escolhido para quantificagdo.

Alguns analistas julgam que elaborar uma curva de
calibra¢do ¢ uma das etapas mais simples de uma analise. No
entanto, a exatiddo dos resultados repousam na confiabilidade
da curva elaborada. Preparagdo e diluigdo das solugdes padréo
¢ das amostras sdo geralmente as maiores causas de erros.
Durante a calibracdo podem aparecer: (a) erros sistematicos
(determinados); (b) erros aleatorios (indeterminados); (¢) erros
devidos ao uso de uma matriz para o padrao diferente da matriz
das amostras (erros determinados ou indeterminados).

Um ponto freqlientemente discutido é o namero de
pontos necessario em uma curva de calibragdo. Esta divida foi
resolvida por um par de estatisticos dedicados a problemas anali-
ticos? que demonstraram ser um niimero maior que 6 pontos
desnecessario. Isto porque a faixa de confiabilidade ou invélucro
de seguranga a nivel de 95% de confianca de uma curva de
calibra¢do ndo diminui de maneira vantajosa para o analista
quando este toma mais que seis pontos. No entanto, o alargamen-
to do invélucro de confianga aumenta acentuadamente quando
menos de seis pontos sdo usados para a curva de calibragéo.

4. Aspectos da Rotina de Controle de Qualidade Analitica

Um laboratorio, ao utilizar métodos analiticos validados,
cumpriu apenas uma etapa no seu controle de qualidade interno.
Além de métodos confiaveis, tera que demonstrar que em seu

dia a dia produz resultados confiaveis. Isto é conseguido com a
inclusdo de materiais de referéncia e a execugao de analises em
duplicata no trabalho de rotina e a participagdo em estudos
colaborativos para teste de proficiéncia do laboratorio'®.

O material de referéncia usado na rotina nao precisa ser
certificado. O proprio laboratorio pode preparar material de
referéncia doméstico em quantidade suficiente para alguns meses
de trabalho. Para tanto é recomendével que escolha um material
semelhante em composi¢do aos que sdo objeto freqiiente de
analises. O material de referéncia doméstico deve ser caracte-
rizado por andlises executadas em dias diferentes até que se
consiga um numero elevado de resultados, permitindo o conhe-
cimento da incerteza associada aos resultados obtidos, assim
como a eliminagdo de eventuais resultados espurios da média.
De preferéncia, o processo de caracterizacdo do material de refe-
réncia doméstico deve incluir anélises de material de referéncia
certificado e testes de recuperagao que confiram maior seguranga
a caracterizacao.

Na realidade, a rotina de controle de qualidade em um
laboratorio é simples, como pode ser visto no esquema sugerido
e descrito a seguir: realizar cada analise em duplicata e as
duplicatas, de preferéncia, em dias diferentes. Cada batelada de
amostras deve ser acompanhada de uma amostra de referéncia,
ou na impossibilidade da inclusdo desta, de um teste de recupe-
racdo. Periodicamente, uma amostra de referéncia certificada deve
ser analisada. A vantagem deste esquema esta no fato que
qualquer anomalia no equipamento ou no procedimento empre-
gado sera rapidamente apontado pelos resultados das duplicatas
e das amostras de referéncia. E melhor ainda, o laboratdrio podera
sempre demonstrar a confiabilidade de suas analises. Este pe-
queno programa pode ser enriquecido pela participagdo do
laboratorio em estudos colaborativos promovidos por entidades
nacionais ou internacionais acreditadas (definidos na ISO Guia
25" como ensaios de proficiéncia).

Uma pergunta natural que o analista poder-se-ia fazer
neste ponto: qual seria o tamanho adequado para uma batelada
de amostras? Como as amostras de uma batelada sdo analisadas
dentro de um periodo curto de tempo, ¢ de se esperar que as
condic¢des do laboratorio ndo sofram modifica¢do, mantendo,
portanto, o erro determinado associado as condi¢des de trabalho
no laboratério também, pelo menos aproximadamente, constante.
Esta capacidade do laboratdrio em realizar andlises em um curto
espago de tempo ¢ que ird definir o nimero de amostras de uma
batelada.

O nosso hipotético analista, que aqui nos representa a
todos, poderia ainda perguntar: quando os resultados podem
ser considerados bons? Esta ¢ uma pergunta que qualquer
analista se faz. A resposta estd na equagdo desenvolvida por
Horwitz para precisdo interlaboratorial'®. Os resultados
intralaboratoriais foram observados apresentando a metade ou
um terco da precisd@o dos observados em resultados interla-
boratoriais. Desta maneira, o analista pode prever quais seriam
os resultados aceitaveis para um determinado tipo de analise.
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ABSTRACT. Analytical results that did not go through a validation process lack any value. The present
review focus into steps for chromatography labs but some times neglected and that are essential for
obtaining reliable analytical results: use of validated analytical methods and how to validate analytical
methods, confirmation of identity of analytes, choice of adequate confirmation methods, routine use of
reference materials and recovery tests for analytical quality control and participation in proficiency tests.
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RESUMO. Estudou-se, em laboratodrio, o desenvolvimento de Triatoma infestans alimentados em duas
diferentes fontes sangiiineas. Foram formados dois grupos com ninfas recém-eclodidas: sendo alimentados
em ratos (Grupo 1) e em sangue de ratos que receberam de veneno de Lonomia obliqua (inibidor da
coagulacdo sangiiinea) (Grupo 2). Os insetos foram mantidos em estufa a 26° = 2°C com UR 60-80%. As
médias de duragdo em dias do ciclo evolutivo foram maiores para o Grupo 1 nos estadios I, II e III,
entretanto no estadio V foi maior no Grupo 2. Ao comparar-se os dois grupos verificou-se que nao
apresentaram diferencgas significativas na duracdo do ciclo evolutivo e no percentual de mortalidade,
concluindo-se que a quantidade de veneno utilizada como anticoagulante parece nio alterar o ciclo
evolutivo dessa espécie.

PALAVRAS-CHAVE. Triatoma infestans; alimentagao; ciclo evolutivo; veneno de Lonomia obliqua.

Dada a importancia de Triatoma infestans na epide-
miologia da doenga de Chagas, seja pela ampla distribuigao e
domiciliagdo em alguns paises da América Latina®, seja pela
utilizacdo desta espécie em xenodiagnostico, avaliagdes sobre
o seu ciclo evolutivo a partir da alimentagdo em diferentes fontes
tém sido objeto de estudo por diversos autores>*°,

Diferentes técnicas de alimentagdo artificial vém sendo
empregadas como metodologia alternativa para a criagdo de
Triatoma infestans em laboratorio>%%15, sendo que alguns

l Instituto Adolfo Lutz - SP - Laboratorio de Parasitoses Sistémicas
; Instituto Butantan — SP - Laboratorio de Farmacologia

. Bolsista da Fundagdo do Desenvolvimento Administrativo (FUNDAP)

autores obtiveram sucesso no desenvolvimento desses
insetos"".

Lake e Friend’ utilizaram técnica de alimentagdo artificial
adicionando vitaminas para determinar efeitos de Nocardia
rhodnii no desenvolvimento de Rhodnius prolixus. Observaram
que a presenca ou ndo de N. rhodnii influi em seu desenvol-
vimento normal.

Neste experimento, objetivou-se avaliar o desenvol-
vimento de T. infestans até a fase adulta, comparando duas

Endereco para correspondéncia: Laboratorio de Parasitoses Sistémicas/ Instituto Adolfo Lutz, Av. Dr. Arnaldo 355, 01246-902 — S3o Paulo — SP —

Brasil.
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diferentes fontes de alimentacdo (repasto em ratos e sangue de
ratos desfibrinado) e, também, verificar a possivel influéncia do
veneno de lagartas da espécie Lonomia obliqua, causadoras
de Sindrome Hemorragica em humanos?, no ciclo evolutivo
desses insetos.

Foram utilizadas 108 ninfas de Triatoma infestans recém-
eclodidas, obtidas de coldnia de criagdo do Instituto Adolfo
Lutz.

Formaram-se dois grupos: Grupo 1, constituido de 61
exemplares alimentados em ratos anestesiados com nembutal
(75mg/kg) e Grupo 2, constituido de 47 exemplares alimentados
em sangue desfibrinado de ratos que foram pré-tratados com
veneno de lagarta da espécie Lonomia obliqua (injegdo
endovenosa de 20mg/kg). Esta dose inibe a coagulagdo
sangiiinea por consumo de fibrinogénio plasmatico em animais
de laboratorio (ratos, camundongos e coelhos) por no maximo
10 horas (BC Prezoto: comunicagédo pessoal, 1998)'2,

Os insetos foram criados individualmente em frascos de
Borrel em estufa mantida a 26 +2°C e 60-80% UR.

Os dois grupos tiveram alimentag@o controlada, obede-
cendo-se intervalos de freqiiéncia de 14 dias em cada uma das
fontes, com tempo de repasto de 20 minutos durante todo o
experimento.

Para os exemplares alimentados em sangue, foram utili-
zados frascos de plastico de 5 cm de didmetro x 5 cm de altura e
recobertos por parafilm. Nos dois grupos, os insetos foram
alimentados em estufa a 37°C, para padronizar a técnica alimentar.

Neste experimento foi aplicado o teste de Mann-Withney
com p<0,001 para analise estatistica.

Das 108 ninfas mantidas individualmente, 95 atingiram o
estadio adulto, sendo 27 fémeas e 28 machos pertencentes ao
Grupo 1, e 15 fémeas ¢ 25 machos ao Grupo 2. As duragdes
minimas, maximas ¢ médias em dias em cada estadio evolutivo e
o percentual de mortalidade referentes aos Grupos 1 ¢ 2 sdo
apresentadas na Tabela 1.

Ao serem comparados os resultados observados em cada
estadio de desenvolvimento foram obtidas diferencgas
estatisticamente significativas, ao teste de Mann-Whitney, entre
os Grupos 1 ¢2 (p<0,001) para os estadios I, II, Il ¢ V. A duracéo
média, em dias, foi maior para o Grupo I nos estadios I, IT e II,
invertendo-se no estadio V, com duragdo maior no Grupo 2.

Todavia, ao serem comparadas as médias de tempo de
evolucao total, da eclosdo a fase adulta, ndo foram observadas
diferengas significativas (p = 0,169) na durag@o do ciclo de desen-
volvimento entre os dois grupos.

Diversos trabalhos tém sido realizados utilizando-se dife-
rentes fontes alimentares para Triatoma infestans®5'%11,

Corréa’ concluiu que exemplares de 7. infestans alimen-
tados em gamba tinham maior regularidade no ciclo evolutivo
quando comparados a lotes alimentados em galinha e cdo, apesar
de ter obtido a mesma média de durag@o para os alimentados em
galinha e gamba.

Juarez® verificou um encurtamento da duragdo do ciclo
evolutivo em lotes de triatomineos alimentados em camundongo,
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Tabela 1. Dura¢do em dias do ciclo evolutivo em Triatoma
infestans em funcao do grupo de tratamento (G1 alimentados
em ratos anestesiados ¢ G2 alimentados em sangue de ratos
desfibrinado)

Estadio

Grupol I I m \% v Total
Média 31,36 31,16 31,62 43,63 70,64 208,09
DP 1062 10,57 887 1627 25774 30,83
Minimo 1500 14,00 1500 14,00 20,00 147,00
Maximo 69,00 58,00 58,00 89,00 13500 286,00
N 61,00 61,00 5800 5700 5500 55,00
M 0,00 0,00 492 1,73 351 10,16
Grupo2

Média 18,55 22,09 2200 3824 97,55 197,30
DP 752 1295 1291 1949 36,58 52,60
Minimo 1200 13,00 1400 1500 51,00 125,00
Méximo 3900 71,00 58,00 9400 189,00 308,00
N 4400 43,00 43,00 42,00 40,00 40,00
M 6,39 227 0,00 2,33 446 1575

N= numero de exemplares, M= Percentual de mortalidade
DP= Desvio Padrao

quando comparados aos alimentados em galinha, obtendo média
com variacdo entre 81,7-181,3 dias.

Buralli et al.! estudaram a evolugdo de quatro lotes de T
infestans no periodo de 180 dias, utilizando método de alimen-
tagdo artificial com sangue humano citratado, heparinizado,
desfibrinado e com adigdo de EDTA, encontrando melhores
resultados com sangue humano citratado, que resultou em 85%
de adultos e oviposigdo satisfatoria.

Niel et al.® observaram o comportamento de 7. infestans
empregando alimentacdo artificial com sangue de ave, adi-
cionando os anticoagulantes fluoreto, citrato, oxalato ¢ heparina,
obtendo melhores resultados com sangue heparinizado.

Souza et al.™*, utilizando sangue citratado e desfibrinado
de galinha ¢ Isola et al.’, empregando sangue citratado de galinha,
observaram que este método anticoagulante influenciou no
desenvolvimento de 7. infestans. Por outro lado, Ubiergo et
al.’’, utilizando método artificial de alimentagdo com sangue
desfibrinado de galinhas e vacas, ndo observaram diferencas
significativas no desenvolvimento quando comparados aos lotes
controle alimentados em galinha.

Os resultados obtidos neste experimento referentes a
durag@o do ciclo evolutivo vdo de encontro apenas aos obtidos
por Isola et al.’, que observou para 7. infestans a duragdo de
207,3 dias em exemplares alimentados semanalmente em galinha.

No entanto, ao comparar a equivaléncia dos dois grupos,
pode-se apenas relaciona-los aos resultados obtidos por
Ubiergo et al.’® que também ndo encontraram diferencas
significativas na duragdo dos dois grupos, o que leva a indicar
que a quantidade de veneno utilizada como anticoagulante
parece ndo alterar o ciclo evolutivo dessa espécie.
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ABSTRACT. Comparative observations were made on the development of Triatoma infestans fed on two
kinds of blood meal. Two groups from 108 hatched nymphs were formed and fed on rats (Group 1) and
comparatively on blood from rats receiving a dose of venom extract from Lonomia obliqua caterpillars that
inhibits blood coagulation (Group 2). Both groups were maintained at laboratory conditions of 26°C & 2°C
and 60-80% humidity and fed fortnightly. No significant differences on the developmental period and
mortality rate were observed between the two groups. We concluded that the amount of venom used did

not seem to affect the life cycle of Tinfestans.

KEY WORDS. Triatoma infestans, feeding; life cycle; Lonomia obliqua Venom.
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RESUMO. O Cryptosporidium sp tem sido mundialmente descrito como importante agente causal de
diarréia severa e prolongada, principalmente em individuos com imunodeficiéncia, como nos casos de
infeccao pelo HIV. Nos EUA, tém sido comprovados nos ultimos anos surtos de diarréia causados pela
contaminagdo da agua de abastecimento por oocistos deste parasita. No entanto, sdo poucos os relatos
sobre o papel dos alimentos como possiveis fontes de infeccdo da criptosporidiose. Visando detectar a
presenca de oocistos de Cryptosporidium sp em hortalicas comercializadas no municipio de Ribeirdo
Preto, foram analisadas no Instituto Adolfo Lutz de Ribeirao Preto, entre julho de 1997 a junho de 1998, 198
verduras coletadas de diferentes pontos comerciais do municipio. Foram encontrados oocistos de
Cryptosporidium sp em duas hortali¢as, uma ricula e uma alface. Concluiu-se que o método parasitologico
utilizado, concentrag@o pelo formol-éter modificado com posterior coloragdo pelo método de Kinyoun,
possa ser utilizado na deteccdo de oocistos de Cryptosporidium sp em hortalicas, contribuindo na avaliagdo

das condicdes higi€nico-sanitarias das mesmas.

PALAVRAS-CHAVE. Cryptosporidium sp; hortaligas; Ribeirdo Preto, SP.

Os coccideos do género Cryptosporidium sdo proto-
zoarios parasitas capazes de infectar os tratos digestivo e
respiratorio de humanos, mamiferos, aves e outros animais.
Inicialmente considerado um parasita comensal, a partir da
década de 50, passou a ter interesse veterinario, devido a sua
associagdo com a mortalidade em aves e em bezerros. A partir
de entdo, foram reportados casos de criptosporidiose em varias

espécies de animais. Os primeiros casos de doenga no homem
foram relatados a partir de 1976. Enquanto que em individuos
imunocompetentes este parasita causa diarréia geralmente auto-
limitada e de curso benigno, em imunocomprometidos,
principalmente em pacientes infectados pelo HIV''®, produz
diarréia prolongada e severa, que pode levar a desidratagdo e a
sindrome de ma-absor¢do. Também tém sido responsavel por

l Instituto Adolfo Lutz — Laboratério I de Ribeirdo Preto - Area de Parasitologia

. Instituto Adolfo Lutz Central-Se¢éio de Enteroparasitoses

Instituto Adolfo Lutz — Laboratério I de Ribeirdo Preto, Rua Minas, 877 — Campos Eliseos — 14085-410 — Ribeirdo Preto — SP — Fone: (0xx16)

625-5046
E-Mail: dmcapuano@ig.com.br
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surtos de diarréia entre as criangas®’, principalmente em faixa
etaria abaixo de 5 anos de idade, e também entre os viajantes'?.

O modo de transmissao dos oocistos ¢ diversa: de pes-
soa a pessoa, animal-homem, homem-animal, ou através da
contaminagdo da agua®'* ¢ dos alimentos!®". Este coccidio é
resistente & maioria dos desinfetantes normalmente utilizados
no tratamento de agua de abastecimento, e ¢ também bastante
resistente a dessecagdo e ao congelamento*. Como o oocisto é
pequeno (4 a 6 mm), isto permite que ele passe por filtros
comumente usados em sistemas classicos de filtracao de agua,
contaminando aguas de abastecimento publico'* e de
recreagdo'?, causando surtos de diarréia. Recentemente, varios
paises desenvolvidos, onde ocorreram surtos de criptos-
poridose provocados pela contaminagdo de aguas de abas-
tecimento publico, foram obrigados a adotar modificagdes nos
processos de tratamento da agua.

A ampla cadeia de hospedeiros, o grande nimero de
oocistos infectantes excretados nas fezes e a caréncia de
desinfetantes efetivos aumentam as chances da contaminagao
do meio ambiente e dos alimentos. No entanto, diferentemente
da agua, o papel do Cryptosporidium como causador de surtos
de diarréia por contaminagdo alimentar ndo tem sido bem
estabelecido’®. Em 1993, o primeiro surto bem documentado da
criptosporidiose veiculada por alimento ocorreu em Maine, USA,
causada por um suco de macd'®. Mais recentemente, outros
alimentos vém sendo incriminados como possiveis fontes de
infecgdo para o Cryptosporidium>">.

O limitado nimero de oocistos nas amostras suspeitas e
a falta de métodos sensiveis de deteccdo do Cryptosporidum
em alimentos, uma vez que os métodos desenvolvidos sdo para
a detecgdo nas fezes e em amostras de dguas ambientais,
contribuem para o pouco relato da contaminagéo de alimentos!’.
Varios métodos para a deteccdo deste parasita em alimentos
tém sido testados, como RIFI com anticorpos monoclonais
marcado com fluoresceina, aglutinagao em latex, ELISA (enzime-
linked immunosorbent assays), quimioluminescéncia ¢ PCR
(Polymerase Chain Reaction)!®. O PCR, combinado com a sonda
de hibridiza¢do de DNA, é um método de detecgdo promissor!®.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
presenca de oocistos de Cryptosporidium sp em hortalicas
comercializadas no municipio de Ribeirdo Preto, Sao Paulo.

A amostragem foi constituida por 198 hortaligas,
coletadas aleatoriamente pela equipe da VISA (Vigilancia
Sanitaria) Municipal de Ribeirdo Preto, entre julho de 1997 a

junho de 1998, de estabelecimentos como supermercados, feiras
livres, quitandas e varejoes, CEASA, hortas e vendedores
ambulantes, dando-se preferéncia a alface. As verduras foram
acondicionadas individualmente em sacos plasticos de primeiro
uso, sem contato manual e enviadas ao IAL de Ribeirdo Preto,
para analises bacterioldgica e parasitologica.

A andlise parasitoldgica das hortalicas foi realizada
segundo descrito por Takayanagui et al.'’, com posterior
coloracdo das ldminas pelo método de Kinyoun''. A analise
bacterioldgica consistiu na determinacdo do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes fecais**® e pesquisa de
Salmonella®®. Para o célculo do NMP de coliformes fecais
utilizou-se a tabela de Hoskins®.

Os resultados revelaram a presenca de oocistos de
Cryptosporidium sp, medindo entre 4 a 5 mm de didmetro, em 2
hortaligas, uma riicula e uma alface. Ambas também apresentaram
concentracdo de coliformes fecais acima do permitido pela
legislagdo em vigor, mas com auséncia de Salmonella.

A contaminagao fecal de alimentos representa um sério
problema de saude publica, principalmente nos paises sub-
desenvolvidos, onde as condi¢des higiénico-sanitarias sdo de-
ficientes. Entretanto, ndo se conhece a real magnitude do
problema, devido a inexisténcia de sistemas eficazes de vigi-
lancia sanitaria®. Como ndo ha legislagdo adequada para as
parasitoses transmitidas por contamina¢do de hortaligas, o
controle tem se baseado principalmente em medidas de educacdo
sanitaria e de saneamento basico. Neste contexto, o laboratorio
exerce um papel importante, buscando novos métodos diag-
noésticos na analise parasitologica, bem como aprimorando as ja
existentes.

As técnicas atualmente desenvolvidas para a detecgdo
de oocistos de Cryptosporidium em alimentos como o PCR
envolvem um alto custo, impossibilitando o uso das mesmas na
rotina de muitos laboratorios. No entanto, os métodos de estudo
desenvolvidos para a detec¢do deste parasita nas fezes ¢ em
amostras de agua ja estdo bem estabelecidos. Pensamos que
algumas destas técnicas poderiam ser utilizadas para a detec¢ao
do parasita em alimentos, dependendo do nivel de contaminacao
e do pré-tratamento da amostra. Assim, este estudo veio
demonstrar a possibilidade da detecc@o de oocistos de
Cryptosporidium sp, utilizando uma técnica ja padronizada para
apesquisa deste parasita nas fezes, e contribuiu para um melhor
monitoramento das condi¢des higiénico-sanitarias das hortaligas
comercializadas em Ribeirdo Preto.
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ABSTRACT. Cryptosporidium spp. has been described worldwide as an important causal agent of severe
and prolonged diarrhea, mainly in immunocompromised patients, particularly those with the acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS). Outbreaks of cryptosporidiosis due to contaminated public water
supllies have been documented in the United States. Nevertheless, there are only a few reports about the
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role of food as a possible source of infection of cryptosporidiosis. The objective of the present study was
to detect the presence of oocysts of Cryptosporidium spp. in vegetables marketed in the city Ribeirdo
Preto, Brazil. From July 1997 to June 1998, 198 vegetables collected in different commercial points of the
city were analysed in Adolfo Lutz Institute — Ribeirao Preto. Oocysts of Cryptosporidium spp. were found
in two vegetables, one in arrugula and one in lettuce. We concluded that the parasitological methods used
can be useful in the detection of oocysts of Cryptosporidium spp. in vegetables and contribute to the
evaluation of the hygienic and sanitary conditions of vegetables.

KEY WORDS. Cryptosporidium spp.; vegetables; Ribeirao Preto.
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Circulacao e caracterizacao de Trypanosoma cruzi isolados de
mamiferos silvestres capturados no Estado de Sao Paulo — Brasil

Pinto, P. L. S. Circulacio e caracterizacio de Trypanosoma cruzi isolados de mamiferos silvestres capturados no Estado de Siao
Paulo — Brasil. Sao Paulo; 2000. [ Tese de Doutorado — Faculdade de Satude Publica da USP].

A circulagdo de Trypanosoma cruzi foi estudada em
animais silvestres, capturados em duas regides do Estado de
Sao Paulo com caracteristicas ecoldgicas e epidemioldgicas
distintas, tendo como parametros a transmissdo humana, em
areas com ou sem domiciliagdo de triatomineos. As areas
estudadas compreenderam a regido do Planalto Ocidental
Paulista, municipio de Araraquara, antiga area endémica e regides
do Vale do Ribeira e Litoral Norte, municipios de Eldorado, Iguape
e Ilha Bela, consideradas areas indenes.

Dos 198 animais capturados, foram isoladas 16 amostras
de tripanossomos de 11 hospedeiros mamiferos, sendo 1
Didelphis albiventris, 5 D. marsupialis, 2 Proechimys iheringi
e 3 Philander opossum.

Das 16 amostras, 9 foram isoladas de xenocultura, 4 de
hemocultura e 3 de cultura do aspirado de figado e bago. Em um
marsupial (D. marsupialis) foram isolados flagelados pelos trés
métodos, em outros marsupiais (1 D. albiventris e 2 P. opossum)
os parasitas foram isolados por dois métodos e em sete animais
(5 marsupiais e 2 roedores) por um tinico procedimento.

Os critérios morfobiologicos permitiram classificar os 16
isolados como 7. cruzi. Todas as amostras mostraram-se de baixa
viruléncia para ratos e camundongos. Foi possivel através da

utilizacdo dessas 3 técnicas, selecionar diferentes populacdes
de T. cruzi de um mesmo hospedeiro.

A amplificag@o do minicirculo de kDNA dos isolados,
pela técnica de PCR, com os “primers” P35/36 confirmaram o
diagnostico de T. cruzi. A caracterizagdo molecular dos isolados
foi baseada na amplifica¢do, pela técnica de PCR, de um
segmento da regido intergénica do gene de mini-exon, que define
dois grupos genéticos maiores, 7. cruzi I e T cruzi 1I. Das 9
amostras isoladas de Didelphis, 7 foram classificadas como do
tipo T’ cruzile 2 como do tipo T cruzi I1. Estes achados confirmam
a circulag@o preferencial da linhagem 7. cruzi I em marsupiais do
género Didelphis. Os isolados de Proechimys e Philanders,
todos procedentes do municipio de Ilha Bela, ndo puderam ser
definidos pelo marcador molecular do gene de mini-exon.

A variabilidade dos isolados foi estudada pela técnica
de RAPD. Os padrdes dos isolados 7. cruzi 1 foram distintos
dos observados nos isolados 7. cruzi II. Maiores similaridades
foram observadas em isolados pertencentes & mesma espécie
de animal reservatorio e originario da mesma area geografica.
Estes dados sugerem uma maior homogeneidade das
populacdes de 7. cruzi circulando em uma mesma area geografica.

* Tese disponivel na biblioteca do I.A.L.

Analise enantiosseletiva de atenolol em
fluidos biolagicos e formulac¢oes

Iha, Maria Helena. Analise enantiosseletiva de atenolol em fluidos biologicos e formulacdes. Ribeirdo Preto— SP; 2001. [Dissertagdo
de Mestrado — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP].

O atenolol ¢ um antagonista b -adrenoceptor, usado no
tratamento de varias doengas cardiovasculares tais como a
hipertensdo e a angina pectoris, entre outras. Estudos tém
mostrado que a atividade farmacoldgica principal reside no
S-enantiomero e que a disposigdo cinética também ¢
estereosseletiva, sendo, portanto, necessario analisar os
enantidomeros individualmente em fluidos bioldgicos. Neste
estudo, foram desenvolvidos dois métodos cromatograficos
para analise dos enantidmeros do atenolol em fluidos bioldgicos,
empregando a extra¢do liquido-liquido e a extragdo em fase s6lida
para preparagdo das amostras. Também foi desenvolvido um

método para andlise enantiosseletiva de atenolol em
formulag¢des. Primeiramente foram avaliadas nove colunas quirais
para serem utilizadas na analise cromatografica: duas colunas
baseadas em proteinas, a Chiral AGP e a Ultron ES-OVM, duas
colunas baseadas em derivados de amilose, a Chiralpak AS e a
Chiralpak AD e cinco colunas baseadas em derivados de
celulose, a Chiralcel OD-H, a Chiralcel OB-H, a Chiralcel OJ, a
Chiralcel OD-R ¢ a Chiralcel OJ-R. A coluna que apresentou
melhor resolu¢do dos enantiomeros do atenolol foi a Chiralcel
OD-H, empregando como fase moével hexano:etanol (85:15)
adicionado de 0,1% de dietilamina. Esta coluna foi utilizada
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durante o desenvolvimento dos métodos para a andlise
enantiosseletiva do atenolol, em plasma, urina e formulagdes.
Na extracdo liquido-liquido, o atenolol foi extraido do plasma e
urina em meio alcalino, empregando como solvente extrator
5 mL de cloroférmio:iso-propanol (8:2). Na extracao em fase solida
foi empregada a coluna C, e o solvente de elui¢do do atenolol
foi o metanol. Ambas as extragdes foram eficientes na
recuperagdo do atenolol e na eliminag¢do dos interferentes
enddgenos. Na avaliagdo da precisao foram obtidos valores de

coeficiente de variagdo inferiores a 10% e nao houve diferencga
estatisticamente significante entre as medianas dos resultados
obtidos em cinco dias. Para a exatiddo, o valor do erro sistematico
encontrado foi menor que 10% e o teste t de Student mostrou
que ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
valores das concentragdes reais e encontradas utilizando ambos
os métodos. O limite de quantificacdo foi de 10 ng/mL e a
linearidade se estendeu até 5000 ng/mL para os dois métodos, o
que permite o uso em estudos de disposi¢ao cinética.

Avaliacao dos niveis de histamina em sardinhas frescas
comercializadas na CEAGESP de Sao Paulo

Moreno, R.B. Avalia¢io dos niveis de histamina em sardinhas frescas comercializadas na CEAGESP de Sao Paulo. Sdo Paulo;
2001. [Dissertag@o de Mestrado — Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo — USP].

O pescado ¢ uma fonte importante de proteinas,
vitaminas e minerais, porém tem rapida deterioragdo, no qual
enzimas descarboxilantes produzidas por bactérias formam as
aminas biogénicas. A mais estudada ¢ a histamina, por causar
intoxicagdes apds o consumo de peixes com alto teor dessa
substancia. Portanto, em 1997, a quantificacao desta amina biogé-
nica em pescado, por servir como indice quimico de qualidade,
passou a fazer parte do quadro de andlises preconizadas pela
vigilancia sanitaria. Justifica-se o estudo em razio da falta de
dados relevantes sobre esse indice nos pescados comerciali-
zados em Sdo Paulo. A presente pesquisa teve como objetivo
avaliar os niveis de histamina em pescado fresco como indice
de qualidade, aplicando a técnica oficial recomendada pela
legislacdo brasileira (método fluorimétrico). O estudo foi realizado
em amostras de sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis),
espécie marinha de peixe da familia Clupeidae, comercializada

na CEAGESP na cidade de Sao Paulo, que foram limpas, tendo
seus filés triturados, homogeneizados e as analises realizadas
imediatamente apds coleta, perfazendo um total de 40 amostras,
sendo cada uma analisada em triplicata. A analise de histamina
foi feita pelo método fluorimétrico, recomendado pela AOAC
(2000). Verificou-se que as concentra¢des de histamina quanti-
ficadas nas amostras, com média de 4,14 & 1,92 mg de histamina
livre por 1000 g de amostra, foram mais baixas do que o limite
estabelecido pela legislacdo brasileira, que ¢ de 100 mg de
histamina livre por 1000 g de pescado. Quanto ao método utili-
zado para a analise, constatou-se ser este satisfatorio para a
rotina laboratorial. Com relacdo aos teores de histamina, con-
cluiu-se que para este conjunto de amostras de sardinhas frescas
coletadas para analise, os niveis de histamina obtidos estavam
dentro do limite permitido pela legislacdo brasileira e, segundo a
literatura, considerados ndo-toxicos.

* Tese disponivel na biblioteca do
Faculdade de Satude Publica da USP.

Fibra alimentar e valor nutritivo de preparacoes servidas em
restaurantes “por quilo” (Cerqueira César) Sao Paulo, SP.

Garbelotti, Maria Lima. Fibra alimentar e valor nutritivo de preparacdes servidas em restaurantes “por quilo” (Cerqueira
César) Sao Paulo, SP; 2000. Sao Paulo; 2000. [Dissertagdo de Mestrado - Faculdade de Saude Publica da USP].

Estudos tém evidenciado a importancia do papel da fibra
alimentar — FA — na diminuigo da incidéncia ¢ prevengdo de
doengas. O conhecimento da composicdo dos alimentos
habitualmente consumidos pela populagio brasileira ¢ util em
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razdo da deficiéncia de dados nacionais com a metodologia
adequada e sua relevancia para qualquer estudo em nutri¢do
humana. Atualmente, a procura pelos restaurantes “por quilo”
vem sendo uma alternativa crescente. Uma avaliagdo das
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enantiosseletiva do atenolol, em plasma, urina e formulagdes.
Na extracdo liquido-liquido, o atenolol foi extraido do plasma e
urina em meio alcalino, empregando como solvente extrator
5 mL de cloroférmio:iso-propanol (8:2). Na extracao em fase solida
foi empregada a coluna C, e o solvente de elui¢do do atenolol
foi o metanol. Ambas as extragdes foram eficientes na
recuperagdo do atenolol e na eliminag¢do dos interferentes
enddgenos. Na avaliagdo da precisao foram obtidos valores de

coeficiente de variagdo inferiores a 10% e nao houve diferencga
estatisticamente significante entre as medianas dos resultados
obtidos em cinco dias. Para a exatiddo, o valor do erro sistematico
encontrado foi menor que 10% e o teste t de Student mostrou
que ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
valores das concentragdes reais e encontradas utilizando ambos
os métodos. O limite de quantificacdo foi de 10 ng/mL e a
linearidade se estendeu até 5000 ng/mL para os dois métodos, o
que permite o uso em estudos de disposi¢ao cinética.

Avaliacao dos niveis de histamina em sardinhas frescas
comercializadas na CEAGESP de Sao Paulo

Moreno, R.B. Avalia¢io dos niveis de histamina em sardinhas frescas comercializadas na CEAGESP de Sao Paulo. Sdo Paulo;
2001. [Dissertag@o de Mestrado — Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo — USP].

O pescado ¢ uma fonte importante de proteinas,
vitaminas e minerais, porém tem rapida deterioragdo, no qual
enzimas descarboxilantes produzidas por bactérias formam as
aminas biogénicas. A mais estudada ¢ a histamina, por causar
intoxicagdes apds o consumo de peixes com alto teor dessa
substancia. Portanto, em 1997, a quantificacao desta amina biogé-
nica em pescado, por servir como indice quimico de qualidade,
passou a fazer parte do quadro de andlises preconizadas pela
vigilancia sanitaria. Justifica-se o estudo em razio da falta de
dados relevantes sobre esse indice nos pescados comerciali-
zados em Sdo Paulo. A presente pesquisa teve como objetivo
avaliar os niveis de histamina em pescado fresco como indice
de qualidade, aplicando a técnica oficial recomendada pela
legislacdo brasileira (método fluorimétrico). O estudo foi realizado
em amostras de sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis),
espécie marinha de peixe da familia Clupeidae, comercializada

na CEAGESP na cidade de Sao Paulo, que foram limpas, tendo
seus filés triturados, homogeneizados e as analises realizadas
imediatamente apds coleta, perfazendo um total de 40 amostras,
sendo cada uma analisada em triplicata. A analise de histamina
foi feita pelo método fluorimétrico, recomendado pela AOAC
(2000). Verificou-se que as concentra¢des de histamina quanti-
ficadas nas amostras, com média de 4,14 & 1,92 mg de histamina
livre por 1000 g de amostra, foram mais baixas do que o limite
estabelecido pela legislacdo brasileira, que ¢ de 100 mg de
histamina livre por 1000 g de pescado. Quanto ao método utili-
zado para a analise, constatou-se ser este satisfatorio para a
rotina laboratorial. Com relacdo aos teores de histamina, con-
cluiu-se que para este conjunto de amostras de sardinhas frescas
coletadas para analise, os niveis de histamina obtidos estavam
dentro do limite permitido pela legislacdo brasileira e, segundo a
literatura, considerados ndo-toxicos.

* Tese disponivel na biblioteca do
Faculdade de Satude Publica da USP.

Fibra alimentar e valor nutritivo de preparacoes servidas em
restaurantes “por quilo” (Cerqueira César) Sao Paulo, SP.

Garbelotti, Maria Lima. Fibra alimentar e valor nutritivo de preparacdes servidas em restaurantes “por quilo” (Cerqueira
César) Sao Paulo, SP; 2000. Sao Paulo; 2000. [Dissertagdo de Mestrado - Faculdade de Saude Publica da USP].

Estudos tém evidenciado a importancia do papel da fibra
alimentar — FA — na diminuigo da incidéncia ¢ prevengdo de
doengas. O conhecimento da composicdo dos alimentos
habitualmente consumidos pela populagio brasileira ¢ util em
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razdo da deficiéncia de dados nacionais com a metodologia
adequada e sua relevancia para qualquer estudo em nutri¢do
humana. Atualmente, a procura pelos restaurantes “por quilo”
vem sendo uma alternativa crescente. Uma avaliagdo das
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refei¢cdes oferecidas aos individuos ¢ fundamental para se
conhecer seus habitos alimentares. Neste intuito, realizou-se
um estudo para avaliar: o teor das fibras alimentares totais,
soluveis, insoluveis e o valor nutritivo das preparagdes mais
consumidas em restaurantes por quilo; a quantidade de fibras
alimentares nas preparagdes, segundo porgdo individual
servida; o teor médio da fibra alimentar oferecida semanalmente
nos restaurantes estudados e a colaboragdo com dados das
tabelas de composi¢do de alimentos. O estudo foi realizado em
quatro restaurantes na regido de Cerqueira César, Sdo Paulo, SP,
durante cinco dias, por quatro semanas, no més de julho de
1999. Foram analisadas 53 amostras colhidas. A determinagao
da composi¢do centesimal dos alimentos seguiu os métodos
oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Para o calculo do valor caldrico,
foram utilizados os fatores de conversdo de Atwater. A fibra
alimentar e suas fra¢des soluveis e insoluveis foram deter-
minadas conforme o método enzimico-gravimétrico. Os teores
de fibras insoluveis sdo mais elevados que os das soluveis na

maioria dos alimentos. O feijao representa a principal fonte de
fibras totais e insoluveis. Os alimentos que oferecem maior
quantidade de fibra por por¢ao servida sdo a feijoada com 12,10g
eofeijao com 9,72 g. Observa-se uma faixa de 39,10a47,10 g/100g
de lipidios nas refeicdes oferecidas nos restaurantes acima do
recomendavel (max. de 30 g/100g). A quantidade de carboidratos
oferecida nas refei¢des destes restaurantes é 36,40 a
44,80 g/100g, abaixo das recomendacdes atuais (min. de
55 g/100g). O restaurante “por quilo” é uma boa alternativa para
conseguir a ingestao ideal de fibra alimentar. Porém, a quantidade
“per capita” de lipidios oferecida ¢ alta e a de carboidratos,
baixa considerando-se a quantidade recomendada. Os dados
experimentais de fibra alimentar encontrados para os alimentos
neste estudo estdo de acordo com pelo menos uma das obras
da literatura consultada ou estiveram dentro das médias dos
valores registrados nas demais. Os dados de umidade, cinza e
proteinas, exceto lipidios, encontrados na literatura, nao diferem
da maioria dos valores dos alimentos analisados.

* Tese disponivel na biblioteca na
Faculdade de Saude Publica da USP
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Artigo RIALAG/875

Pg. 3 — Figura 2. Faltaram as legendas. Imagem superior esquerda (Controle CHO-K1),
imagem superior direita ( Membrana PVP(0% SEO), imagem inferior esquerda (Controle
Negativo) e imagem inferior direita (Controle Positivo).

Artigo RIALAG/ 880

Os nomes dos sorotipos de Salmonella apresentam nomenclatura diferenciada. Portanto
onde se I& o nome do sortipo em italico o correto é a grafia em tipo normal.

pg. 33 resumo linha 4 S. enterica subsp. enterica sorotipo enteritidis (S. enteritidis) ler S.
enterica subsp. enterica sorotipo Enteritidis (S. Enteritidis)

pg. 33 resumo linha 7 S.enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 33 resumo linha 10 S.enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 34 — paréagrafo 1 linha 9, S. typhimurium ler S. Typhimurium e S. enteritidis ler S.
Enteritidis

pg. 34 — parégrafo 2 linha 8 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 34 — Resultados e discusséo pardgrafo 1 linha 6 S .enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 34 — Resultados e discusséo pardgrafo 1 linha 8 S. berta ler S. Berta, S. dublin ler S.
Dublin,

pg. 34 — Resultados e discusséo pardgrafo 1 linha 9 S. heidelberg ler S. Heidelberg

pg. 34 — Resultados e discusséo pardgrafo 2 linha 4 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 34 — Resultados e discusséo pardgrafo 2 linha 7 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 34 — Resultados e discussdo paragrafo 3 linha 1 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 34 — Resultados e discussdo paragrafo 4 linha 3 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 34 — Resultados e discussdo paragrafo 5 linha 5 S. oranienburg ler S. Oranienburg

pg. 34 — Resultados e discussdo paragrafo 5 linha 8 S. albany ler S. Albany, S. agona ler S.
Agona

pg. 34 — Resultados e discussdo paragrafo 6 linha 2
pg. 34 — Resultados e discusséo pardgrafo 6 linha 5 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 36 — Resultados e discusséo pardgrafo 1 linha 1 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 36 — Resultados e discusséo pardgrafo 1 linha 5 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 37 — abstract — linha 3 S. enterica subsp. Enterica serotype enteritidis (S. enteritidis) ler
S. enterica subsp. enterica serotype Enteritidis (S. Enteritidis)

pg. 37 — abstract — linha 6 S. enteritidis ler S. Enteritidis

pg. 37 — abstract — linha 9 S. enteritidis ler S. Enteritidis

.enteritidis ler S. Enteritidis
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