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CONTRIBUIÇAO PARA A DOSAGEM DO TANINO
NOS VINHOS

ADMAR VAZ DE SAMPAIO

QU1IDlco do Instituto Adolfo Lutz.

o ácido tánico, mais comumente chamado tanino, é o nome
genérico de um grupo de produtos muito encontrado nos caules,
raizes, folhas, frutos e, particularmente, na casca de um grande
número de vegetais.

O tanino existente na uva está localizado nas películas e pevides
das sementes e sendo, portanto, encontrado nos vinhos em maior ou
menor quantidade.

É adstrmgente e de um amargar um pouco pronunciado; colore
em preto os sais de ferro; forma com a gelatina e a albumina, preci-
pitados VOlumosos; dissolve-se no álcool fraco, e tem grande afini-
dade pela matéria corante do vinho, o que não se dá com Os prin-
cípios corantes existentes nas outras frutas. F. Jean, já em 1876,
observou que o vinho continha uma matéria adstringente especial
que êle denominou, primeiramente, do oenotanino e que, mais tarde,
foi designado por ácido oenogálico, para o distinguir do tanino ver-
dadeiro fornecido pelas pevides ou engaços citecachos de uva. Se-
gundo êste químico, o ácido oenogálico é caracterizado pela côr verde
que êle toma em presença (contado) do percloreto de ferro e pOl'
sua inocuidade sôbre a gelatina que não precipita, E não é menos
verdade que todos os vinhos tintos turvam-se ao contacto com a
gelatina e a albumina, perdendo sua adstringência.

A presença do tanino no 'Vinho é muito necessária, não somente
como principio conservador e tônico, mas, ainda como elemento
próprio à clarificação do vinho, despojando do excesso do cremor de
tartaro, matéria corante, mucilagem, fermento e etc.

Um vinho inteiramente desprovido de tanino, é muito mais
susceptível de alteração, do que aquele que dele está provido, e é
difícil contrair a doença conhecida sob o nome de gordura.

Eis porque, junta-se muitas vêzes o tanino no vinho, quando êle
não o contenha em quantidade suficiente, sendo entretanto muito
importante conhecer-se a quantidade que êle contenha. A quanti-
dade de tanino existente nos vinhos é variável; nos vinhos tintos e
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adstringentes êsse teor atinge € às vêzes ultrapassa de 2,0 g. por
litro; nos vinhos licorosos, Porto, Bordeaux êsse teôr varia entre
0,5 a 1,5 g. por litro.

Para a dosagem das matérias tânícas do vinho ou adstririgentes,
foi aconselhado um grande número de processos que, aplicados ao
mesmo produto ou substâncias, não deram resultados satisfatórios.

Os diversos processos utilizados podem ser classificados em
três grupos distintos:

1.0 grupo - Dosagem do tanino por uma pele animal ou por
gelatina pura, processos usados por Davy (pele), Hammer (pele e
areómetro) , Muntz e Rampacher (pele e densidade), Fehling (ge-
latina), Müller (gelatina e alumen), Schulze (gelatina e carbonato
de amônío) e etc.

2.° grupo - Dosagem por precipitação com ia ajuda de sais
metálicos ou de alcalóides: processo de Pedroni, Gerland (anético) ,
Fleck, Wolf, (acetato de cobre), Handtke (acetato de ferro),
Críbam, Schmidt (acetato de chumbo), Perroz (cloreto de estanho
e carbonato de amônio) e etc.

3.° grupo - Dosagem por absorção do oxigênio livre; processos
Mittenzwei, .Terreil; ou por ação redutora; processos Comrnaille
(ácido iódíco ) , Prud'homme (hipoclorito de cálcio), Monier, Neu-
bauer, Loewenthal, Pouchet (permanganato de potássio), Carpeni
(acetato de zinco amoniacal e permanganato de potássio).

Entre os diversos processos acima citados, são apontados como
que tenham dado resultados satisfatórios, Ü's de Pcdroni, Carpeni,
e M. Sisley. Da grande maioria dêstes processos, poucos são os que
podem ser aplicados aos vinhos, devido à presença de certas substan-
das oxidáveís pelo perrnanganato de potássio, tais como o álcool, a
glicerina, etc, que falseiam os resultados.

Processo Carpeni: - A. Carpení (Gazzetta, 1875,5,129) reco-
menda para a avaliação do tanino nos vinhos, o uso de uma solução
de acetato de zinco amoniacal, contendo um grande excesso de
amônia; êsse reagente tem a propriedade de formar, com o oeno-
tanino, um tanato de zinco, completamente insolúvel em água, amônia,
e num excesso de reagente ; não forma precipitado com álcool, ácido
málico, ou ácido tartárico, tartratos, glicerina, gelatina, albumina,
ou com sais de ferro, contidos em ácidos orgânicos. Com os ácidos
gálicos ou sucíníco, dextrose e os sais de alumínio, forma precipitados
solúveis em um excesso de reagente e amônia. Tratando-se o vinho
com excesso de acetato de zinco amoniacal, forma-se um precipi-
tado, que consiste em tanato de zinco, misturado com uma pequena
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quantidade de matéria corante. O vinho é aquecido até perto de seu
ponto de ebulição, para aglomerar o precipitado, o qual, após ter
esfriado completamente, é filtrado e lavado com pequena quantidade
de água fervente, para remover as matérias corantes. O precipitado
é dissolvido em ácido sulfúrico diluído, e a solução assim obtida é
titulada com permanganato "Standard" e índigo.

Os resultados obtidos com êsse método são confirmados como
sendo corretos, quando se trata de vinhos.

Processo M. Sisleu - Neste processo, o autor preferiu isolar o
tanino pelo acetato de zinco amoniacal, à frio; mas, operando à frio,
em lugar de aquecer, como fazia Carpeni, que foi o primeiro a indicar
êste processo, êle dissolvia o precipitado obtido, no ácido sulfúrico
e dosava pelo permanganato de potássio em presença de índigo. O
autor preparava a solução de acetato de zinco amoniacal, dissolvendo
à quente 40,0 de óxido de zinco em 50 ml. de água destilada e 65 ml.
de ácido acético cristalizável e, após resfriamento, completava o
volume de 500 ml. com amoníaco a 22°.

Processo de M. J. PIo - Êste autor em seu processo empregava
as seguintes soluções:

1.0) Uma solução de acetato de zinco amoníacal, preparada
dissolvendo-se 4,5g. de acetato de zinco cristalizado em um pouco de
água destilada e adicionada de amoníaco até que o precipitado for-
mado, seja redissolvído : completa-se em seguida o volume de 200ml.

2.°) Um licor titulado de permanganato de potássio, contendo
0,558g. dêste sal por litro; lml. desta solução, corresponde a O,OOlg.
de tanino puro.

3.°) Uma solução sulfúrica de índigo, tratando-se 1,5 g de
Indigotina sublimada por 30,0 g. de ácido sulfúrico puro. Após
alguns dias de contácto, completa-se com água destilada o volume
de 1 litro; filtra e titula-se com a solução de permanganato de
potássio.

Opera-se sôbre 10 ml. de licor de índigo, adicionado de 10 ml
de ácido sulfúrico puro; completa-se em seguida com água desti-
lada, o volume de 1 litro, A solução é colocada em um grande balão
ou frasco de precipitação, colocando-se por baixo, uma folha de
papel branco.

Deita-se gôta à gôta a solução de permanganato de potássio
contida em uma bureta, agitando-se o líquido, até. a aparição de uma
côr amarela, indicando o fim da operação. O número de ml gastos,
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representa o titulo da solução de índigo. Como no método Carpeni,
prepara-se o tanato de zinco, precipitando 10 ml de vinho por 5 ml
da solução de acetato de zinco arnoniacal ; evapora em banho-mar ia,
junta-se água fervente e recolhe-se o precipitado sôbre um filtro.
Lava-se o precipitado com água quente e dissolve-se em ácido sul-
fúrico fraco (10%0) e determina-se como precedentemente a quan-
tidade de solução de permanganato necessária para oxidar ü índígo
e o tanino contido. Conhecendo-se o título de solução de índigo e o
do licor de perrnanganato, é fácil calcular-se o tanino dosado.

Métodos de oxidação pa1'a análise elo tanino. - Colocamos 5 ml
da solução a analisar em uma cápsula de porcelana, diluindo-os me-
diante adição de 750 ml de água destilada e 2'0 ml de solução de
índigo : um litro do mesmo deve conter 5,0 g de carrnim de índigo
puríssimo e 50 ml de ácido sulfúrico concentrado. O carrnim de
índigo (sulfo-indigotato de sódio) deve ser de qualidade tal, que a
solução, quando, oxidada pelo perrnanganato tome uma c-oloração
amarela, pura, livre de traços marrons ou alaranjados, O índigo-
púrpura, que dá produtos de oxidação marrons, interfere na de-
terminação correta do resultado da análise. A solução de índigo deve
ser de uma concentração tal, que dilui da com 750 ml de água, requeira
de 14 a 16 ml de permanganato "Standard " para a sua oxidação. A
solução contendo 1,0 g. de permanganato de potássio por litro, então
é deitada, lentamente, gôta a gõta, mediante constante agitação, até
que o líquido fique transparente; quando, após isto, continuarmos a
adição cuidadosamente, apresenta uma coloração rósea em seus bor-
dos. A titulação é repetida e nos dois casos juntamos o perrnanga-
nato requerido. Empregando o processo de oxidação, o volume de
permanganato necessário para o tanino, não deve em nenhum caso
exceder a 2/3 da quantidade reduzida pelo índigo. Se o resultado da
titulação nos mostrar que a quantidade proporcional foi excedida, a
experiência deve ser repetida com menor quantidade de solução de
tanino.

Processo de M. Aimé Girarâ - Êste processo é baseado sôbre a
propriedade que possúe o tecido animal de fixar o tanino. M. Aimé
Gírard, emprega de preferência a corda ré de violão, de tripa de
carneiro.

Reúnem-se 4 a 5 destas cordas, cortadas em fragmentos, e pesa-se
1,0 g. para os vinhos fracos, 5,0 g. para os vinhos tintos bem colo-
ridos; a quantidade pesada é posta a umid'ecer na água durante 4 a
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5 horas; as tripas se amolecem e se incham, e podem se distorcer
fàcilmente com a mão; separam-se em seguida as cordas pesadas e
ooocam-sa vm 100 ml de vinho a analisar. Depois de 24 ou 48
horas de contácto, a matéria corante desapareceu completamente;
verifica-se por meio de percloreto de ferro, a inexistência de tanino
no vinho; lavam-se depois os fragmentos da corda por duas ou três'
porções de água destilada e secam-se em temperatura de 40° a 450'
em um vaso chato. Quando perder sua propriedade adesiva, passa-se
para um pesa filtro com tampa e acaba-se a secagem na temperatura
de 100°C; fecha-seo frasco, esfria-se em deasecador e pesa-se.

O aumento de pêso verificado nas cordas (deduzido o da umi-
dade antes da dosagem) representa a quantidade de matéria corante
e oenotanino contido no vinho.

Processo elo Dr. Casamada - Para êste processo são necessárias,
as seguintes soluções:

I - Solução titulada de permanganato de potássio N/I00;
II - Solução de anil (carmin de indigo) ; disolver 3,0 g. em

água destilada, até completar um litro; conservar em temperatura.
de 70°C em frasco bem fechado;

Hl - Solução de percloreto de ferro a 10 'fc ;
IV - Solução de amoníaco a 10% ;
V - Solução de ácido sulfúrico a 1 :3.

a) Mede-se com auxílio de uma pipeta, um ml de vinho e
passa-se para um balão de um litro; adiciona-se então 5 ml da
solução de ácido sulfúrico; junta-se água destilada até 1 litro, mais:
ou menos; em seguida, por meio de uma bureta, junta-se a solução,
de permanganato de potássio. A côr azul do líquido passa ao verde
e depois ao amarelo; junta-se então com muito cuidado, isto é, gôta
a gôta, a solução de perrnanganato, até que a côr passe ao amarelo,
ouro; lê-se na bureta o número de ml gastos.

b) Medem-se 5 ml de vinho que são diluídos com 10 ml de
água destilada; adicionam-se 5 ml da solução de percloreto de ferro,
agita-se, juntando imediatamente 5 ml de amoníaco; filtra-se então.
em um filtro bem sêco.

Tomam-se 5 ml do filtrado incolor (equivalente a 1 ml de vinho)
e dosa-se como em a. Lê-se o número de ml gastos em b,

A diferença entre a primeira determinação e a segunda, corrcs-
ponde ao tanino contido em 1 ml de vinho.
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Depois de passarmos em revista os diversos processos com apli-
cação direta à dosagem do tanino existente nos vinhos já usados
dezenas de anos, apresentamos o método ou técnica oficial, que há
já alguns anos vem sendo obrigatoriamente usado.

N o Capítulo do Regulamento da Fiscalização da Produção,
Circulação e Distribuição do Vinho e Derivados no Território Na-
cional, de acôrdocom a lei n. 549, de 20 de outubro de 1937, diz o
artigo 73:

- Serão obrigatoriamente adotados para os efeitos dêste
Regulamento em todo o Território Nacional, os métodos de analises
de vinhos e produtos derivados, abaixo especificados.

Entre as determinações obrigatórias em análises completas ou
prévias, figura a dosagem do tanino, cuj a técnica mencionaremos
em seguida:

Dosagem do tanino

Técnica - Evaporam-se 100 ml de vinho ate cêrca de 1/3 de
seu volume e recomponha-se êste com água destilada após o seu ar-
refecimento. Tomam-se 10 ml dêste líquido isento de álcool e colo-
cam-se em uma cápsula de porcelana de 2 litros de capacidade,
junta-se cêrca de 1 litro de água e exatamente 20 ml da solução de
índigo preparada segundo indicação inf'ra. Adiciona-se então da
solução titulada de permanganato de potássio, 1ml de cada vêz até
que a coloração se torne amarelo ouro. Marca-se o número de ml de
permanganato gastos: N. 1. Tomam-se em igual capsula outros
10 ml do líquido primitivo isento de álcool, junta-se carvão animal
lavado e deixa-se tudo por 15 a 20 minutos; filtra-se, lava-se com
água, adiciona-se 1 litro de água e 20 ml de índigo e titula-se com
permanganato. Marca-se o número de ml gastos: N. 2. Ter-se-à
N. 1 menos N. 2 igual N. (número de ml de solução de permanganato
necessário para oxidação do tanino e da matéria corante de 10 ml
do vinho).

Soluções - Permosutanato de potáseio a 1,333 g por litro con-
trolada por meio de ácido oxálico N/I0 (10 ml dêste diluídos a
500 ml, são aquecidos a 60°C e misturados com 20 ml de ácido
sulfúrico a 1:3 em volume) ; 10 ml de ácido oxálico N/I0 corres-
pendem a 0,008 g de oxigênio e a 0,0623 g de ácido quaercio-tânico.

Sulfo indiçotat« de eôdio preparado em balão de litro por disso-
lução de 6,0 g de sal Glueber & Cia, Leipzig, ou Gehe & Cia., de
Dresden, em 500 ml de água..a quente; resfriado o líquido, juntam-
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se 50 mil de ácido sulfúrico concentrado, eleva-se o volume a litro
e filtra-ee.

Carvão animal laoado - Fervem-se 100,0 g de material bem
pulverizado em sucessivas quantidades de ácido clorídrico à 1 :;3,
filtra-se e lava-se o resíduo com água fervente até ausência de
cloretos.

Conserva-se o carvão dentro dágua.

Devido às falhas ou resultados duvidosos apresentados pelos
diversos processos, inclusive o oficial, de uso ohrigatório, resolvemos
então estudar o assunto para conseguirmos um método, em que os
inconvenientes já apontados, como dosagem da glicerina, cola, gela-
tina, albumina, etc., como sendo tanino, fossem eliminados.

Aproveitando as pequenas folgas de nossos trabalhos diários,
fomos coligindo dados para que em momento oportuno, pudéssemos
apresentar um trabalho onde aparecessem as conclusões obtidas; é
o que fazemos agora.

Passamos em revista os vários processos aqui enunciados e com-
parando os resultados obtidos, fomos aos poucos, abandonando um
por um, até resolvermos estabelecer um método novo, aproveitando
algumas soluções utilizadas em vários deles, com algumas modi-
ficações.

As soluções utilizadas em nossa técnica, foram as seguintes:
a) Solução de aceiato de zinco amondacal (indícada por M.

Sisley), que é preparada do seguinte modo: Dissolve-se a quen-
te 40,0 g de óxido de zinco p. a. em 50 ml de água destilada
e 65 ml de ácido acético cristalizável, e após resf'riamento, com-
pleta-se o volume a 500 ml com amoníaco a 22°.

b) Solução ele sulfo indiaotaio de s6dio (Indícada por Car-
pení ), que é preparada do seguinte modo: Dissolve-se 5,0 g de
índigo em água destilada, junta-se 50 ml de ácido sulfúrico concen-
trado e após resf'riamento, completa-se o volume de 1 litro com
água destilada.

c) Solução de permanaanato "Standarâ", que é preparada,
dissolvendo-se 1,0 g de permanganato de potássio em água destilada
e completado ° volume de 1 litro, (1 ml desta solução corresponds
a 0,001 g de tanino).
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d') Solução de tanino, preparada, dissolvendo-se 1,0 g de. tanino'
puro e sêco em 1 litro de água destilada.

e) Solução de ácido suiticrico a 170.
Técnica - A técnica por nós observada, foi a seguinte:
Colocamos em um copo de precipitação (Becker ) 1 rnl de vinho,

2:0 ml de água destilada (para diluir aumentando o volume e facili-
tando a precipitação ) , algumas gôtas da solução de acetato de zinco
amoniacal (4 gôtas, mais ou menos), o necessário para a precípí-
tsção do tanino, podendo, em caso de dúvida, serem juntadas algumas
gôtas a mais, sem que o precipitado formado seja dissolvido; filtra-
se, em seguida lava-se várias vêzes o precipitado formado com
água fervente, afim de desembaraçá-lo de outras substâncias extra-
nhas ; após estas lavagens, despresando-ss estas águas, dissolvemos
o precipitado com a solução de ácido sulfúrico a 170, que é juntada
aos poucos, por meio de uma pípeta, gastando-se mais ou menos, de
20 a 30 ml; em seguida, a solução é colocada em uma cápsula ele
porcelana de capacidade de 2 litros, ou frasco de Erlenmeyer e
juntamos 750 ml de água destilada; por meio de uma bureta, colo-
camos 10 ml da solução de sulfoindigotato de sódio e depois, por
meio de uma bureta igualou a mesma, junta-se aos poucos, gôta a
gôta, a soIuçãodie permanganato de potassío "Standard ", ag itan-
'lo-se sempre o líquido afim de homogeneízá-lo; a princípio a colo-
ração que é azul, passa aos poucos ao verde, em seguida ao amarelo
e finalmente à côr amarelo ouro.

A solução de índigo corresponde exatamente à solução de per··
manganato "Standar d", isto é, 10 ml da solução de indigo são des-
corados por 10 mldasolução de permanganato "Standard ",

Asconclusões por nós obtidas foram excelentes e achamos que
será uma contribuição para a obtenção de um bom método, pois,
além de ser de fácil e rápida execução, economísa reatívo e pode
ser determinado com pequenas quantidades de produto. As nossas
determinações foram feitas com 1 ml e 10 ml de vinho; os resul-
tados obtidos com essas quantidades foram IOS mesmos.

Foram por nós preparadas diversas amostras de vinho artificial
e nelas juntadas quantidades variáveis de tanino, quantidades estas,
que foram acusadas por essa técnica por nós adotada.

Concluindo, apresentamos um quadro comparativo de 24 deter-
minações d'e tanino, feitas em vinhos de diversos tipos e prece-
dência, onde poderão avaliar a diversidade de resultados obtidos
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entre o método oficial, o de Casamada, que a princípio nos pareceu
bom e que depois resolvemos abandonar e o método por nós com-
pilado e adaptado.

~

~

I Metodos
Amostras

Oficial I Modificado I Casamada

Vinho tinto ................ 31,875 %0 1,80 %0 4,988 0/00
Vinho tinto ................ 23,051 %0 1,30%0 2,909 %0
Vinho branco .............. 12,460 %0 0,70"/00 2,0410/00
Vinho de laranjas .......... 2,4920

/00 0,400/00 2,012 0/00
Vinho branco .............. 1,8690/00 0,30%0 2,000 0/00
Vinho tinto ................ 26,166 "/00 1,40 %0 3,5!J4 %0

Vinho cla rete .............. 20,559 0/00 0,20 o/ao 3,024 0/00
Vinho tinto ................ 26,7890/00 3,90 %0 4,5320

/00
Vinho branco .............. 8,722 '/00 1,20 %0
Vinho clarete .............. 13,083 ü / 00 0,20 o/ao
Vinho branco .............. 3,543 o/ao 0,50%0
Vinho branco P. ........... 2,876%0 0,10 o/ao
Vinho branco N. ........... 3,7420/00 1,800/00
Vinho branco ................ 5,820 o/0O 2,00 o/ao
Vinho branco moscatel ...... , 3,690 "/00 1,200/00
Vinho branco .............. 4,7200

/00 2,000/00
Vinho branco .............. 5,030 0/00 2,00 %0
Vinho rosado licoroso ....... 2,040 "/00 0,000/00
Vinho clarete .............. 2,6800/00 0,43%0
Vinho clarete .............. 8,670 %0 1,900/00
Vinho c1arete .............. 3,649 %0 0,21 %0
Vinho clarete .............. 5,9620/00 0,47 %0
Vinho tinto ................ 6',4720/00 0,60%0
Vinho tinto ...... , .......... 6,4200/00 0,59%0

~....._.-~



CONSIDERAÇÕES SÔBRE DADOS ANALÍTICOS DE
BEBIDAS EM GERAL

ADlVIAR VAZ DE SAlVIPAIO,

Químico do Instituto Adolfo Lutz.

Ao apresentarmos êste nosso pequeno trabalho, organizado em
alguns momentos de folga em nossos afazeres quotidianos de labo-
ratório, temos apenas o intuito de mostrar pelos dados analíticos que
possuímos, como os produtores e comerciantes dêstes produtos
presam a saúde do povo.

Para não nos alongarmos muito e mesmo não chegarmos a con-
clusões verdadeiramente alarmantes, resolvemos consultar nosso
arquivo e de lá tirarmos apenas os resultados analíticos correspon-
dentes aos 3 últimos anos, ou sejam, 1943, 1944 e 1945.

Os dados que vamos apresentar são referentes. a bebidas sem
álcool (refrescos e xaropes), fraca e fortemente alcoólicas (cerve-
jas, vinhos, licores, amargos, aperitivos, aguardentes de cana, conha-
ques, gim, wodka, whiskies) e ainda como produtos. ligados direta-
mente às bebidas, como sejam aromas, essências e corantes.

As análises procedidas na 2.a subsecção Bromatolégíca no de-
correr do ano de 1943, foram em número de 698 (seiscentos e
noventa e oito), das quais 254 (duzentas e cinquenta e quatro)
foram prévias e 444 (quatrocentas e quarenta e quatro) fiscais,
contrôle, inspeção e estudos.

Das 254 amostras apresentadas pelas partes interessadas para
análise prévia, 148 foram aprovadas e 106 foram condenadas e
dêstes produtos, destacamos os seguintes: aguardentes aprovadas
107; condenadas 51; refrescos aprovados 3, condenados 11; xaropes
aprovados 21, condenados 23; licores aprovados 2, condenados 7.

O motivo principal da condenação das aguardentes foi
justamente por apresentarem os componentes secundários muito
baíxos.vpoís o Regulamento Estadual estabelece um mínimo de
0,250 mg por 100 ml de álcool a 100% e um máximo de 0,800 mg
de componentes secundários no mesmo álcool; os produtos puros,
em geral apresentam em média seus componentes secundários entre
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0,300 a 0,500 mg em 100 ml de álcool a 10070; aguardentes. conde-
nadas por possuírem o teor de componentes abaixo do mínimo, só
o podem ser por deficiência técnica dos produtores ou então por
fráude. Outro motivo também que pode ser enquadrado como defi-
ciência técnica é o teor de cobre acima de 0,010 mg por litro de
aguardente, que é o máximo permitido pelo Regulamento Estadual.

Nos refrescos, como guaranás, soda limonada, águas tônicas"
etc, os dados analíticos condenatórios são vários, predominando em
grande parte a falta de escrúpulos ou deficiência técnica, pois
apresentavam-se turvos e com abundantes depósitos; nos guaranás,
além destas causas, ainda outra importante - a quantidade de tr i-
metilxantina na maioria dos casos correspondia apenas à metade do
mínimo exigido pelo Regulamento e, nestas mesmas condições encon-
tramos as águas tônicas de quínino, com os seus teores em quinino
bem abaixo do mínimo exigido.

Nos xaropes, os motivos condenatórios são também vários, entre
êles a densidade muito baixa, portanto um teor em sacarose
muito baixo também, sendo esta a matéria prima e essencial; é
muitíssimo comum o emprêgo de corantes derivados da hulha em
grande excesso, talvez para impressionar melhor a freguezia; em
muitos, casos são corantes derivados da hulha não tolerados pelo
nosso Regulamento, para gêneros alimentícios.

Nas 444 (quatrocentas e quarenta e quatro) amostras, para
análises de fiscalização procedidas no mesmo período, apresentaram
os seguintes resultados: aprovadas 230, condenadas 214. Ainda
desta vez, nas análises de fiscalização as aguardentes tomaram parte
saliente, pois foram aprovadas 26 e condenadas 26; sendo também
um dos motivos principais da condenação o teor em componentes
secundários muito abaixo do fixado pelo Regulamento Estadual,
assim como o teor em cobre acima do máximo tolerado pelo Regu-
lamento, que é d'e 0,010 mg por litro de aguardente.

Outro produto que aparece com um teor condenatório alar-
mante, urgindo uma fiscalização rigorosa e permanente, são os co-
rantes derivados da hulha, cujos fabricantes e representantes em
sua maioria, não cumprem os preceitos legais, à respeito de análises
e rotulagens com as denominações científica e comercial de uso cor-
rente; das 50 amostras colhidas para análise de fiscalização, somente
12 lograram ser aprovadas, enquanto as 38' restantes foram con-
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denadas, não por conterem impurezas e sim por não se enquadrarem
entre os 12 corantes permitidos pelo Regulamento Estadual para
serem usados em dose estritamente necessária à obtenção dos
coloridos,

Nos vinagres, tanto de vinho, de cana ou de açúcar, os motivos
.condenatórios são diversos, como sejam: acidez, extrato sêco e cinzas,
muito baixos; turvos,anguilulas vivas e mortas, etc. Das 21 amos-
tras analisadas, 9 foram aprovadas e 12 condenadas, Os 'Vinhos
tintos também apareceram com um teor bem elevado em condena-
ções, pois em 95 amostras analisadas, 47 foram aprovadas e 48 con-
denadas, sendo em sua maioria a acidez volátil muito elevada e
também apresentando extrato sêco baixo,

Outros produtos que apresentam volume nas condenações são os
xaropes, que aparecem com a densidade muito baixa, excesso de
corantes derivados da hulha permitidos, em doses excessivas e, muitas
vêzes, corantes derivados da hulha, não permitidos para gêneros
.alimentícios.

Em 15 amostras analisadas, 13 foram condenadas e somente 2
foram aprovadas,

No ano .de 1944, foram analisados 314 produtos, sendo apro-
vados 113 e condenados 201; dêste total, 202 foram de análises
prévias e 112 de análises de fiscalização, Das análises prévias
foram aprovadas 76 e condenadas 126; das 112 análises fiscais, 37
foram aprovadas e 75 foram condenadas, O teor ele análises con-
-denadas foi portanto muito elevado, tendo contribui do bastante para
êsses resultados, as aguardentes, que num total de 94 amostras
analisadas, entre prévias e fiscais, foram aprovadas 40 e condena-
das 54, Os motivos condenatórios são sempre os mesmos, compo-
nentes secundários baixos, furfurol e cobre acima dos máximos
tolerados pelo Regulamento (0,020 mg e 0,010 mg, respectivamente).
Os corantes derivados da hulha nêsse mesmo período, concorreram
com uma grande porcentagem de condenações, pois em 13 amostras
apresentadas para análises prévias, 5 foram aprovadas e 8 conde-
nadas; nas 24 amostras apresentadas para análises de fiscalização,
10 foram aprovadas e 14 condenadas, Os corantes condenados, não
{)foram por conterem impurezas, e sim por não serem tolerados para
.gêneros alimentícios pelo Regulamento em vigor,

Entre os outros produtos condenados, encontramos as essências
.arfificiais, que em 10 amostras apresentadas para análises prévias e
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de fiscalização, somente 1 logrou aprovação, sendo. que as 9 restantes
foram condenadas por não. corresponderem ao. Regulamento Esta-
dual na parte dos caracteres organolétícos, substâncias tóxicas e
corantes extranhos.

Em 18 amostras de licores analisadas, 13 foram condenadas,
por conterem algumas o teor de componentes secundários elevados"
portanto álcool impuro ou ordinário, empregados em sua prepara-
ção, teor de sacarose muito baixo, etc, Os vinagres apresentaram
também uma porcentagem elevada de condenações, pois em 12 amos-
tras analisadas, somente 1 foi aprovada e as 11 restantes, conde-
nadas por apresentarem caracteres organoléticos impróprios, acidez
baixa, extrato. sêco baixo. também, turvos e alguns coloridos arti-
ficialmente por corantes derivados da hulha.

Os vinhos tintos também foram condenados em boa proporção,
poisdas 18 amostras enviadas para análise de fiscalização, 10 foram
conderradas.

Em 17' amostras de xaropes analisados em análise prévia, 12
foram condenadas em sua maioria por apresentarem o teor em
sacarose muito baixo e coloridos excessivamente por corantes deri-
vados da hulha, permitidos.

Os refrescos (guaranás, soda limonada e água tônica), consti-
tuindo um total de 45 amostras, sendo que 37 para análise prévia
e 8 para análise de fiscalização, tiveram como resultado 36 condena-
ções e somente 9 aprovações.

Como sempre, êstes produtos apresentavam indícios de altera-
ções, como depósitos, turvações, e em uma parte dos guaranás, além
disso, apresentavam também um teor em trimetilxantina muito
baixo.

No ano de 1945, foram analisados em nossa subsecção 434
amostras de produtos diversos, sendo aprovados 198 e condenados
236. Os produtos enviados para análise prévia foram em número
de 198 amostras, sendo aprovadas 96 e condenadas 102'; das 236
amostras enviadas para análise de fiscalização, 102 foram apro-
vadas e 134 condenadas, Por êstes dados, vemos que nos anos de
1944 e 1945 as, condenações foram em maior número que as apro-
vações. As aguardentes enviadas para análise prévia foram em
número de 122 amostras, tendo sido aprovadas 65 e condenadas 57;
das 16 amostras enviadas para análise fiscal, 9 foram aprovadas e.
'7 condenadas; os motivos de condenação têm sido sempre os mesmos,
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componentes secundários baixos e teor elevado de furfurol e cobre,
O cobre, por exemplo, é motivado por uma falta de cuidado do
fabricante de aguardente, pois o alambique deve ser estanhado inter-·
namente,estanhadura que deve ser renovada sempre que necessário,
o que raramente é feito.

Em 32 amostraade corantes enviadas para análise de fiscali-
zação, 22 foram condenadas por não S81"Dmpermitidos e as 10 res-
tantes foram aprovadas.

Dos licores analisados, em número de 23 amostras (fiscais e
prévias) foram condenadas 10 e aprovadas 13.

Os vinagres, em número de 33 amostras, tiveram a porcentagem
de condenação elevada, pois somente 9 foram aprovados e 2'4 conde-
nados pelos motivos habituais.

Das 42 amostras de refrescos enviadas para. análise, foram
aprovadas 8 e condenadas 34, por serem, como sempre, produtos
mal manipulados.

Os 'vinhos tintos concorreram com 16 condenações em 23 amos-
tras anafisadas.

Em 9 amostras de whiskies analisadas, foram verificadas 5·
condenações.

Das 18 amostras de xaropes enviadas para análise, foram con-
denadas 15 e aprovadas 3.

Foram citados maisespecialmente, nesta nossa breve exposição,
os produtos - aguardentes, refrescos, vinhos, vinagres, licores e
xaropes, por serem os de maior consumo público no gênero bebidas
e também as essências artificiais e corantes, como parte integrante
d,e um grande número de produtos alimentícios.

Como podemos, avaliar, o risco que corre a saúde do povo é
enorme, se não houver uma ação mais enérgica e eficiente na fisca-
lização dos produtos alimentícios.

Pelos dados analíticos, principalmente das análises prévias, nota-
se que há deficiência técnica por parte dos fabricantes de produtos
alimentícios, havendo, portanto, necessidade de Ihes ser dada assis-
tência técnica, orientando-os na preparação de seus produtos, de
acôrdo com as normas estipuladas pelos Regulamentos em vigor.
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o PROBLEMA DO DESCORAMENTO DAS
BEBIDAS E CONEXOS

CORDÉLIA NÓBREGA DUARTE,

Quín1ica do Instituto Adolfo Lutz.

MARIA DE LOURDES BARBOSA,

Técnica de Laboratório elo Instituto Adolfo Lutz.

A determinação dos sacarídios em química bromatológica é,
geralmente, feita pela redução do licor cupro-alcalino, exceto na do-
sagem de sacarose em açúcares, ou nos casos em que o desvio pola-
rimétrico pode dar indicações sôbre a natureza ou a pureza do pro-

\'

duto em estudo.

Tanto na sacarimetria química, como na polarimetria, são re-
quisitos indispensáveis que as soluções sejam límpidas e tão incolo-
res quanto possível; nem sempre se satisfaz esta última exigência
sem que se apresentem graves inconvenientes.

Numerosos são os clarifícantes citados na literatura, sendo os
mais comuns: carvão animal, carvão vegetal, suspensão de hidróxido

de alumínio, acetatos neutro e básico de chumbo, nitrato de chumbo,
sulfato e nitrato de mercúrio, hipoclorito de cálcio, decrolina, etc.,
empregados isoladamente ou associados, nos casos mais difíceis.

O carvão vegetal foi empregado nas usinas açucareiras da Euro-
pa desde o XV século 1; foi depois esquecido e posteriormente redes-
coberto.

O mecani.smo daadsorção pela qual agem o carvão, a alumina e
muitos outros descorantes 2 não está perfeitamente conhecido; sabe-se
que a adsorção é mais acentuada quando as substâncias a adsorver
se acham em estado coloidal,apresentando áreas interfaciais extraor-
dinàriamente extensas e prestando-se à manifestação de fenômenos
de natureza elétrica e química.

Os sucos vegetais, matéria prima para a produção de vinhos,
vinagres, sucos de frutas e aguardentes das mais variadas espécies,
têm parte dos seus constituintes, inclusive matéria corante, sob forma
coloídal. A maior parte dos descorantes que não agem por adsorção,
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coagulam essas substâncias; para esta coagulação 3, é necessária a
colisão das partículas coloidais assegurada pelo movimento brownia-
no mas, além disso, parece haver também intervenção de fenômenos
elétricos.

Na indústria açucareira as determinações de sacarose são
polarimétricas e o defecante geralmente usado é o sub-acetato de
chumbo 1; nessas condições o êrro a ser eliminado é o do volume do
precipitado e o de qualquer excesso de clarificante capaz. de alterar
o desvio polarimétríco 4.

Tratando-se de dosar açúcares em soluções quase puras, que
contenham muito pouca matéria orgânica, o creme de alumina apre-
senta vantagens consideráveis, uma. vez que a coloração não seja
intensa. Nos outros casos obtém-se bons resultados por defecação
com sais de chumbo, empregados na quantidade exatamente neces-
sária e com o elíminador mais adequado. Qua,ndo êste processo
falha usa-se o carvão. Estas são normas gerais que procuramos
aplicar ao estudo a que nos dedicamos.

Quando se trabalha com um sal de chumbo, acetato ou nitrato,
importante é considerar a seleção do elíminador do chumbo; êste
atrapalha a redução do licor de Fehling, agindo sôbre o oxídulo de
cobre.

Segundo Eynon e Lane, citados por Browne 4., em presença do
cálcio que tem a propriedade de diminuir o poder redutor dos açúca-
res, é preferível trabalhar com oxalato de potássio ou de sódio; em-
bora não o eliminem inteiramente, o chumbo permanece em quan-
tidade insuficiente para afetar o cobre reduzido.

O reatívo de Cook e Me Allep, também citados por Browne 4,

destina-se a eliminar o chumbo e o cálcio; trata-se de uma, solução
contendo 7 g de fosfato dissódico e 3 g de oxalato de potássio em
100 mI.

N os laboratórios de bromatologia está generalizado o uso do
carvão para descoramento de bebidas, quaisquer que sejam elas e
somente quando não dá resultado procura-se outro clarificante. Na
prática diária do trabalho em série o emprêgo do carvão é de extre-
ma simplicidade e em certos casos não é inconveniente; mas quando
se trata de bebida com alto teor de açúcar o êrro se torna conside-
rável e nem siquer é um êrro constante graças à dificuldade de se
tomarem quantidades conhecidas de carvão; os próprios métodos
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encontrados na literatura não determinam a quantidade ou a propor-
çãoem que o mesmo deve ser empregado, nem o tempo após o qual
deve ser feita a filtração. Estudando o assunto, Bandeira de Melo
e Mário Taveira 6 verificaram que o carvão adsorve elevada por-
centagem de glicose. Reproduzindo as provas anteriores, os mesmos
autôres e o farmacêutico Silva Tavares trataram 50 ml de uma so-
lução de glicose a 41'0 por 2 g de carvão animal, durante 1 hora,
filtraram e titularam; observaram que o carvão adeorveu 2'05'tJ da
glicose.

Sendo questão assente a da ação adsorvente do carvão sôbre os
açúcares e não desejando alongar demasiadamente êste trabalho, não
nos dedicaremos ao estudo dêste aspecto do problema, sem, entre-
tanto, perdê-lo de vista.

Afim de estudar melhor o descoramento das bebidas, fizemos
um esbôço de classificação, segundo o qual temos os seguintes 7
grupos:

1 Refrescos
2 Xaropes
3 Vinhos e vinagres
4 Sucos de frutas
5 Aguardentes
6 Aperitivos
7 - Licores

que passaremos a estudar, sempre em linhas gerais, SOD o aspecto
que nos interessa. Além dêsses 7 grupos consideraremos também,
em grupo especial, os extratos fluidos empregados na preparação de
bebidas como guaraná, verrnouth, vinho quinado, f'ernet, bitter, etc.

1 - Os refrescos em sua quase totalidade não necessitam de
descaramento: as sodas limonadas, águas tônicas, maçãs e simila-
res são incolores; os guaranás, laranj adas naturais e similares são
pouco coloridos, em sua maioria pelo caramelo, mesmo em presença
do corante natural. Para se fazer boa dosagem de glicídios é su-
ficiente diluir a bebida; em geral o teor de açúcares das mesmas é
de, aproximadamente, 101'0; portanto uma diluição de 10% nos
dará coloração muito fraca e uma porcentagem de glicídios dentro
dos limites de eficiência do método.
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2 - Os xaropes são coloridos, quase todos pelos derivados do
alcatrão da hulha ; aos de frutas nacionais costumam adicionar
caramelo, mesmo em presença do corante natural; alguns, mais ra-
ros, são coloridos pela cachonilha.

As matérias corantes derivadas da hulha são muito fáceis de
eliminar; o carvão asadsorve com grande facilidade; a alumina só
é eficiente em quantidades muito elevadas e o sub-acetato de chum-
bo mostrou-se insatisfatório.

Visando prescindir do carvão e mostrar a superioridade do
nitrato de chumbo sôbre o de mercúrio, como clarif'icante, fizemos
uma série de provas comparativas com os corantes derivados da
bulha tolerados pelo antigo Regulamento e que eram os seguintes:

a) Corantes róseos :
1 - Eritrosina
2 - Róseo bengala

b) Corantes vermelhos:
3 Bordeaux S
4 Ponceau RR
5 Nova coccina
6 Vermelho sólido .

c) Corante alaranjado :
7 - Alaranj ado I

d) Corantes amarelos:
8 Amarelo naftol S
9 - Auramina O

e) Corarrte verde:
10 - Verde ácido J

f) Corante azul:
11 - Azul patente

g) Corante violeta:
12 - Violeta ácido 6E 7

As soluções dos corantes foram preparadas nas porcentagens
propostas pelo Sr. Mário Sampaio Melo, como base para a limita-
ção dos teores máximos de corantes nos alimentos 7,
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PRIMEIRA PROVA

Material: Tubos de ensaio, pípetas, buretas, funis, papel-fíl-
tro, suportes, bastões, etc.

Reaç entes :

1 - Nitrato básico de chumbo 250 g

Água destilada suficiente p/ completar 500 rnl
2 - Hidróxido de sódio ..... ;............ 100 g

Água destilada suficiente p'/ completar 500 ml

Técnica: 'I'omamos 10 ml das soluções coradas e tratamos por
1 ml da solução de nitrato de chumbo; agitamos; após alguns mi-
nutos adicionamos 1 ml da solução de hidróxido de sódio ; agitamos;
filtramos.

Como o descoramento foi completo, repetimos a prova com
quantidades cada vez menores da solução de nitrato de chumbo, até
que o filtrado passasse corado. Os resultados obtidos foram O.S

seguintes: com eritrosína, bordeaux S, nova coccina, vermelho só-
lido e ponceau RR obtivemos descoramentocompleto com 0.1 ml
de solução de nitrato de chumbo diluida na proporção de 1:8; com
rôseo bengala, alaranjado I e violeta ácido 6E obtivemos descora-
mente completo com 0.5 ml de solução de nitrato de chumbo; com
azul patente e verde ácido J, empregando 1 ml da solução de chum-
bo, o filtrado conservou coloração mínima; esta perde a significa-
ção se nos lembramos de que os xaropes, por seu elevado teor de
açúcares, têm que ser trabalhados em grandes diluições (1% apro-
ximadamente) ; com o amarelo naf'tol S e a auramína O não obti-
vemos descoramento satísfatório, nem mesmo empregando quanti-
dades elevadas do clarif'icante.

SEGUNDA PROVA

As soluções dos cor antes foram preparadas com 3 g de ácido.
cítrico por 1000 mI.

Material: O mesmo necessário para a primeira prova.

Reaqenies : Os mesmos empregados na primeira prova,

Técnica: A mesma empregada na Ia. parte da prova anterior;
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Os resultados foram os seguintes: com eritrosína, róseo benga-
la, nova coccina, vermelho sólido, alaranjado I, amarelo naftol S,
auramina O, verde ácido J, azul patente e violeta ácido 6B. os fil-
trados passaram corados; com bordeaux S e ponceau RR o desco-
ramento foi completo com 0,5 ml da solução de nitrato de chumbo.

À primeira vista parece que não se pode empregar o nitrato
de chumbo para descorar os xaropes, que contêm quantidades de
ácidos orgânicos semelhantes às das soluções empregadas nesta
prova; mas não nos devemos esquecer de que não vamos descorar
xaropes, mas soluções bastante diluídas de xaropes.

TERCEIRA PROVA

As soluções dos corantes não continham ácido cítrico.

Material: O mesmo necessário para a primeira prova.

Reaçentee :

1 - Solução de nitrato de mercurio, preparada segundo as
indicações do A.O.A.C. (método oficial) ;

2 - Solução de hídróxido de sódio 0,5N.

Técnica: Tomamos 10 ml das soluções coradas e tratamos por
1 ml da solução de nitrato de mercúrio e, após alguns minutos, por
4,5 ml da solução de hidróxido de sódio 0,5N; agitamos, filtramos.

Todos os- filtrados passaram corados.

QUARTA PROVA

As soluções dos corantes foram preparadas com 3 g de ácido
cítrico por 1000 ml.

Material: O mesmo necessário para a primeira prova.

Reaqentes: Os mesmos empregados na prova anterior.

Técnica: Tomamos 10 ml das soluções coradas, tratamos por
1 ml da solução de nitrato de mercúrio e, após alguns minutos, 4.5
ml da solução de hidróxido de sódio 0,5N; agitamos e filtramos.

Obtivemos descorarnento completo apenas com o bordeaux S;.
os demais filtrados passaram intensamente corados.
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•
Com estas provas nos convencemos de que o nitrato de chumbo

é defecante superior ao carvão, no que diz respeito à adsorção dos
açúcares e ao nitrato de mercúrio e aos acetatos de chumbo no que
diz respeito à eliminação do corante.

De acôrdo comas experiências realizadas, adotamos a seguinte
técnica para o emprêgo do nitrato de chumbo: tomar uma quantida-
de de bebida a analisar, tendo em vista o provável teor de glicidios
.da mesma; juntar solução de nitrato de chumbo, procurando evitar
excesso; agitar e deixar em contacto durante alguns minutos; jun-
tar a quantidade correspondente de solução de hidróxido de sódio a
20% (essa correspondência deve ser estabelecida por uma titulação
prévia); filtrar em funil de Büchner, lavar o precipitado sôbre o
filtro, passar o filtrado para um frasco aferido que nos dê a dilui-
ção desejada; lavar cuidadosamente o Kitasato e só então completar
o volume.

3 - Com os vinhos e vinagres foram experimentados os mes-
mos descorantes ; para os vinhos secos, nos quais a quantidade de
glicose é de aproximadamente 1 g por litro, o carvão pode ser em-
pregado, porque aí o escopo é deduzir do extrato todo o açúcar que
não seja resíduo da fermentação; o mesmo se dá com os vinagres,
em que a quantidade de açúcar dá indicações sôbre a boa marcha
da fermentação. A maioria dos vinhos doces, mesmo compostos,
raramente necessita descoramento, sendo suficiente diluição apro-
priada; quando necessário o nitrato de chumbo dá bons resultados.

4 - Os sucos de frutas, em que as quantidades de matéria
extratíva e de glicídios são elevadas, não devem ser tratados pelo
carvão. Êste é um dos casos em que o nitrato de chumbo é espe-
cialmente aconselhável. Obtivemos ótimos resultados empregando
10 a 2070 de nitrato de chumbo, calculado sôbre o volume da amos-
tra a ser descorada.

5 - As aguardentes de cana, a bagaceira, e o gin são incolores
ou pouco coloridos pelo caramelo e geralmente não contêm açúcares;
o rum, o kirsh, o vodka e outros são coloridos pelo contacto com
madeiras ou pelo caramelo e também não são açucarados; as aguar-
dentes compostas são coloridas pelo caramelo e por extratos vege-
tais e podem conter açúcares; quando pouco coradas, o creme de
alumina pode ser usado; nos outros casos o nitrato de chumbo dá
excelentes resultados.

6 - As bebidas denominadas amargos. aperitivos, bitters, fer-
nets e semelhantes são fortemente coloridas pelos extratos vegetais
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e pelo caramelo e são, em geral, muito difíceis de descorar; muitas
vêzes o carvão não dá resultado, nem mesmo a quente; o sub-acetado
de chumbo falha; nas provas que tivemos oportunidade de fazer,
obtivemos resultados inteiramente satisf'atóríos empregando o ni-
trato de chumbo, sendo êste um dos casos em que êste reagente é
mais vantajoso.

7 - Os licores são geralmente coloridos pelos derivados do
alcatrão da hulha, mas em certos casos não podem conter corante
estranho, a não ser caramelo. Ainda neste caso é conveniente evi-
tar o uso do carvão, fugindo assim a uma das causas de êrro tão
comum na determinação dos glicídios. Em relação ao emprêgo do
nitrato de chumbo, o problema apresenta-se semelhante ao proble-
ma do descoramento dos xaropes, sendo, porém, necessário eliminar
preliminarmente o álcool.

Quando se tem necessidade de descorar extratos fluidos, luta-se
com dificuldades: o carvão não os descora, nem mesmo a quente;
os acetatos de chumbo dão resultados igualmente maus. Tomamos
então diversos extratos fluidos comum ente empregados na fabrica-
ção de bebidas e fizemos duas séries de provas, empregando em
uma nitrato de chumbo e na outra nitrato de mercúrio.

Primeira prova - Trabalhamos com 8 amostras, sendo:

1 - Extrato fluido de guaraná
2 - Extrato fluido de guaraná
3 - Extrato aromatízante de cacau
4 - Extrato fluido de cumarú
5 - Extrato fluido de pUXUl'Í

6 -- Extrato fluido de guarauá
7 - Extrato fluido de guaraná
8 - Extrato fluido de mate

Material: Tubos de ensaio, pípetas, buretas, funis, papel-filtro,
suportes, bastões, etc.

Reaqenies : Os mesmos empregados na primeira prova de des-
caramento de xaropes (nitrato de chumbo e hidróxido de sódío a
20 ).

Técnica: Tomamos 1 ml de cada extrato fluido e tratamos por
1 ml da solução de nitrato de chumbo; agitamos; após alguns minu-
tos adicionamos 1 ml da solução de hidróxído de sódio; adicionamos
7 ml de água destilada, agitamos e filtramos.
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Como todos os filtrados passassem perfeitamente incolores, re-
petimos a prova diminuindo a quantidade de nitrato de chumbo, até
obter descorarnento completo com as seguintes quantidades:

1 - Extrato fluido de guaraná
2 - Extrato fluido de guaraná

0,2 ml
0,2 ml
0,2 ml
0,2 ml
0,3 ml
0,2 ml
0,2 ml
0,3 ml

3 - Extrato aromatizante de cacau .
4 - Extrato fluido de cuma.rú .
5 - Extrato fluido de puxurí .
6 - Extrato fluido de guaraná .
7 - Extrato fluido de guaraná .
8 - Extrato fluido de mate , .

Verificamos, portanto, que êstesextratos fluidos descoram-se
completamente quando tratados pelo nitrato de chumbo, na propor-
ção de 20 a 30% sôbre a tomada de ensáio.

Segunda prova - Tomamos as mesmas amostras.

Material: O mesmo empregado na prova anterior.

Reaçentee : Os mesmos empregados na terceira prova de desco-
ramento de xaropes (nitrato ,de mercúrio, preparado segundo o
A.O.A.C., método oficial, e solução de hidróxido de sódío 0,5N).

Técnica: Tomamos 1 ml de cada extrato fluido e tratamos por
1 ml da solução de nitrato de mercúrio; agitamos; após alguns mi-
nutos adicionamos 4,5 ml da solução de hidróxido de sódio 0,5N;
juntamos 3,5 ml de água destilada; agitamos e filtramos.

Com exceção do extrato aromatízante de cacau, que descorou
completamente, os demais filtrados passaram amarelados ou pardo-
claros; o filtrado do extrato fluido de puxurí passou amarelo claro
com bela fluorescência verde.

Fizemos mais duas provas com mistura vegetal líquida para
vinho quinado (duas amostras diferentes) ,extrato fluido de bitter
russo, extrato fluido de fernet e extrato fluido de amargo felsina.
Conduzimos as provas exatamente como as anteriores, com o mesmo
material, os mesmos reagentes, Os resultados obtidos foram bons,
na prova feita com nitrato de chumbo e inferiores na feita com ni-
trato de mercúrio.

Mais uma vez verificamos que tínhamos razão de considerar o
nitrato de chumbo o descorante de escolha para os extratos fluidos.
usados na fabricação de bebidas. No descoramento das cervejas
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'pretas, entretanto, não deu bons resultados, comportando-se de for-
ma idêntica ao nitrato de mercúrio.

Não é nossa intenção eliminar o carvão dos laboratórios de bro-
matologia, mas achamos que não pode ser aplicado indiscriminada-
mente. Parece-nos que a escolha do clarifícante deve obedecer às
especificações do mesmo, às exigências de cada caso particular e à
finalidade da determinação dos sacarídios.
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ALGUMAS NOrrAS SôBRE j~ SELEÇAO DE LTJlvI
MEIO DliJ CULTURA PARA OS GERMES DO

GRUPO "LACTOBACILLUSn

EMIVIA DE LIMA.
Técnica de Laboratório do Inst í tuto Adolf o Lutz.

A escolha de um meio de cultura que satisfaça tôdas as con-
dições favoráveis exigidas para o crescimento, cultivo, conserva-
ção, etc, de um determinado germe, requer da parte do técnico de
laboratório muito critério e cautela na sua seleção.

Essa escolha torna-se ainda ,mais rigorosa. quando se trata,
como no presente caso, de se proceder a um exame de "contrôle",

Gomo é do conhecimento geral, os produtos chamados "acidó-
files" deverão possuir grande número de germes vivos afim de es-
tabelecer, quando ingeridos, abundante flora acidófila no intestino.
Segundo Rettger \ a viabilidade do Lactobaeiilue acidophilus cons-
titue verdadeiro e importante fator na terapia acidófila. Kopelloff 2

diz que o tratamento pela. terapia acidófila varia de acôrdo com o
indivíduo e com as condições em que êle é tratado. Em geral, a
dose média diária deve ser equivalente a 1.000 ml ele uma cultura,
contendo aproximadamente 200.000.000 de Lactobacillus «culophiiu«
viáveis, por ml, podendo essa dose ser aumentada ou diminuída em
alguns casos. Rettger 3 informa que "The Council on Chemistry
and Pharmacy, American Medical Association " (1934), estabelece
que o leite acidófilo deve conter não menos de 200.000.000 de b?-
cílos viáveis por ml, no dia da preparação, e não menos de
100.000.000 por ml na data da expiração do praso.

Ao procedermos ao exame de "contrôle " de um produto de
Lactobacilius, devemos verificar em primeiro lugar a sua pureza,
isto é, não deverá êle conter outros germes além dos mencionados
no respetivo rótulo e, em segundo lugar, o número de germes vivos
por ml.

Os germes dogrupo Lactobacillue são exigentes para serem cul-
tivados, não crescendo ou crescendo mal nos meios comuns de la-
boratório. A literatura sôbre o assunto é bem extensa, havendo
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diversos autôres experimentado meios diferentes para o cultivo
dêsses germes.

Dentre a enorme série de trabalhos publicados, podemos citar
os seguintes: Kulp 4, em trabalho bem descrito, recomenda o meio
contendo sôro de leite-peptona e galactose, fazendo as diluições das
culturas de acôrdo com o "Standard Methods of Milk Analysís".
As placas semeadas com as diluições convenientes, eram incubadas a
37°C por 48 horas, em uma atmosfera contendo de 5 a 10 de
C02, Em 1927, o mesmo autor 5 estudou um meio contendo suco
de tomate, fazendo cultivos comparativos com o ág.ar-sôro de leite-
peptona galactose, concluindo pela vantagem do 1.0 sôbre o 2.°, no
qual havia um melhor crescimento das colônias. De acôrdo com
o método, as placas eram incubadas em uma atmosfera contendo de
5 a 10 de C02', por 72 horas.

Mais tarde êsse mesmo pesquisador 6 introduziu uma pequena
modificação nêsse método, obtendo bons resultados. No mesmo
ano (1932) Bachmann e Frost 7 sugerem um meio para a deter-
minação quantitativa em produtos contendo Lcctobaediue acidophi-
lu» meio êsse contendo suco de vegetais. Obtiveram os autôres
bons resultados em suas experiências. Um trabalho muito interes-
sante e bem completo é o apresentado por Sabine 8, no qual o autor
demonstra o resultado de um estudo comparativo de diversos meios
de cultura, empregando 22 raças diferentes de Laciobacillun, de pro-
cedências diversas, acompanhado de quadros elucidativos bem dis-
criminados.

Como vemos, a literatura é bem vasta, porém, para o nosso
trabalho de laboratório, não era o bastante, pois interessava-nos
mais de perto um meio de cultura que fôsse favorável não somente
ao crescimento do germe, mas que desse de modo o mais aproxima-
do possível o número de germes vivos por ml de produto semeado.

Durante algum tempo o meio por nós empregado foi o de
Sabouraud, ao qual juntávamos, no momento de usar, 10 'J{" mais
ou menos, de sôro de leite previamente esterilizado. Como é natu-
ral, não nos contentamos apenas com executar o nosso trabalho, es-
forçamo-nos sempre em melhorar a nossa técnica, afim de termos
a segurança de que estamos cumprindo concenciosamente o nosso
dever, procurando sanar as falhas que porventura se nos apl'e-"
sentem.
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A dificuldade era. termos em mão material abundante que faci-
litasse o nosso estudo. Com a entrada, porém, na secção, de maior
número de amostras de produtos para exame, tivemos ocasião de
poder levar avante o nosso trabalho. Empregamos em nossa expe-
riência 4 meios de cultura diferentes, fazendo provas comparativas
nas mesmas condições de temperatura, diluições, tempo de incuba-
ção, etc.

Fizemos também semeaduras comparativas em atmosfera com
~ sem dióxido de carbono. De acôrdo com o trabalho de Valley
e Rettger 9, todos os germes, mesmo os esporulados anaeróbios, ne-
cessitam de C02 para o início de seu crescimento, chegando alguns
dêles a não crescer quando o ambiente de incubação e o meio de
'cultura são isentos de C02. Empregaram os autôres 82 amostras
de diferentes germes. Verificaram também que alguns têm um
limite ótimo de concentração de C02 para crescimento e que 0,3 a
1710 favorece mais o crescimento em placa, para contagem, do que
a quantidade geralmente presente na atmosfera (cêrca de 0,03 %) .
Quando aumentavam a quantidade de C02 para 10 e 20;to, êsses
organismos não se desenvolviam.

O.s meios por nós empregados foram: o de Sabouraud sôro de
leite, o de M. R., que era preparado na secção de Meios de Cultura
do Instituto e que estava dando bons resultados na prática, e os
meios de fígado e de Farr, ambos aconselhados pela "Food and
Drug Administration-Federal-Security Agency",e que eram reco-
mendados como tentativas.

Trabalhamos com amostras tomadas de produtos de Lacto-
baciüue expostos à venda no mercado, semeando um total de 128
placas. Todos os produtos estavam dentro do prazo de validade,
marcado no respetivo rótulo, de acôrdo com a praxe.

Os produtos líquidos eram semeados do seguinte modo: a amos-
tra, depois de bem agitada,era díluida em água destilada estéril,
fazendo-se diluições seriadas desde 1/10 até 1/10.000.000. As
placas eram semeadas em duplicata, com 1 ml das diluições deseja-
das, para cada tipo de meio-usado sendo uma série incubada a 37°C
em uma atmosfera contendo dióxido de carbono, e outra somente
a 37°C. Para ambas as séries o período de incubação era de 4
dias.

A contagem final era feita de acôrdo com o "Standard
Methods of Milk Analysis". Para os produtos em tabletes, a se-
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meadura era feita triturando-se 10 tabletes tomados de um número
representativo de frascos de uma mesma amostra, em geral estéril,
juntando-se depois 100 ml de água estéril, agitando-se até se obter
uma suspensão uniforme. Essa mistura era depois examinada de
acôrdo com o processo seguido para as culturas líquidas.

o meio de Farr compreende duas fases de preparação:

A - Preparação do sôro de leite.
B - Sôro de leite preparado como em A. .. '500 mI.

Proteose peptona 5 grs,
Lactose 3 grs.
Dextrose 3 grs.

3 grs.
3 grs.
15 grs,
500 mI.

Sacarose .
Gelatina .
Ágar .
Água .

o meio assim preparado é distribuido em tubos de 20 X 2'00 e
esterilizado, fundindo-se na ocasião de usar.

o meio de fígado é preparado do seguinte modo:

Fígado moido .

Glicose .
Fosfato dipotássico .

500 grs.
1.000 mI.

10 grs.
20 grs,
10 grs.
1 gr.

Água destilada
Peptona .
Ágar

Moer o fígado e juntar a água. Deixarem contato durante a
noite na geladeira. Aquecer a vapor fluente 1 hora. Coar em
pano e completar o volume para 1.000 m1. Juntar a peptona e
ajustar ao pH 6.3. Juntar a glicose, o fosfato e o ágar. Fundir
a 121°C, por 20 minutos. Filtrar em algodão. Distribuir 15 ml,
mais ou menos, em tubos de 20 X 200. Esterilizar a 121°C por
15 minutos. Usar do mesmo modo que o meio de Farr.

Os resultados obtidos são fornecidos no quadro que se segue:
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M E I O Sc,
N.o ~ DILUIÇÕES'"

I I ISABOURAUD Ic.c
FArol.!? ~l. R. FIGADO OBSERVor-

_...,..n

37oC,
1/

i colônia Não Não cresceu1 100.000 Não cresceu cresceu Sem C02
1/

" " 1.000.000 Não cresceu Kão r resceu Não cre5CCU Não cresceu Sem C02
1/

" " 10.000.000 Não cresceu Não cresceu Não cresceu Não cresceu Sem C02
1/

" " 100.000 2 colônias 1 colônia Não cresceu Não cresceu Com C02
1!

" " 1.000.000 1 colônia Não cresceu Não cresceu Xão cresceu Com C02
1/

" " 10.000.000 Não cresceu Não cresceu Não cresceu Não cresceu Com C02
1/

2 "
1.000 Incontável Incontáv cl Incontável Incontáve l Sem C02
1/

" " 10.000 Incontável Incontável IncontávcI Incontável Sem C02
1/

" " 100 000 Incontavel Incontável Incontável Incontável Sem C02
1/

" " 1.000.000 665 colônias 572 colônias 587 colônias 575 colônias Sem C02
1/

"
., 10.000.000 70 colônias 67 colônias 45 colônias 61 colônias Sem C02

1;

" " 100.000 Incontável Incontável Incontável Incontável Com C02
1/

" " 1. 000 000 710 colônias 680 colônias 620 colônias 571 colônias Com C02
1/

" " 10.00U.OCO 93 colônias 66 colônias 44 colônias 60 colônias Com C02
1/

3 " 1.000 Incontável Incontavel Incontável Incontável Sem C02
1, ,

" " 10.000 300 colônias 160 colônias 221 colônias 237 colônias Sem C02
1,

Incontável Com C02" " 1.000 Incontável Incontàvel Incontável
1/

" " 10.000 362 colônias 167 colônias 291 col ônias 255 colônias Com C02
1/

Incontável C024 " 1000 Incontável Incontável Incontável Sem
1/

210 colônias 190 colônias C02" " 10.000 240 colônias 200 colônias Sem
1/

C02"
1.000 Incon táve l Incontâvel Incontáve l IncontáveJ Com

" 1/
300 colônias 280 colônias 290 colônias C02,.

"
10.000 480 colónias Com

5
1/

Incontável Incontável Incontável Sem C02
"

1.000 lncontávcl

1/
Incontável Incontável Tncontável Sem C02" "

10 000 Incontàvel

. 1/
Incontável Incontável Incontável Sem C02" "

100.000 Incontável

1/
45 colônias 20 colônias 26 colônias Não Sem C02" "

1.000.000 cresceu
1/

5 colônias 3 colônias 3 colônias C02" "
10.000.000 Não cresceu Sem

1/
C02" "

1.000 Incontável Incontável Incontável Incontável Com
1/

" "
10.000 Incontável Incontáve l Incontável Incontávcl Com C02

1/
Com C02" "

100.000 Incontável Incontável Incontável Incontável
1/

-' ,. 1.000.000 68 colônias 65 colônias 60 colônias Incontável Com C02
1/

" " 10.000.000 60 colônias 12 colônias 10 colônias Tncontavel Com C02
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Das 128 placas semeadas apresentaram crescimento 106, sendo:
28 em meio de Farr, 28 em meio M.R., 26 em meio de fígado e 24
em meio de Sabouraud, O número total de colônias obtidas foi o
seguinte:

Meio de Farr
r Com C02' - 1.774 colônias
~ Sem C02' - 1.325 colôniasl

r Com C02 - 1.295 colônias1 Sem C02 - 1.023 colôniasl

r Com C02 - 1.305 colônias
1 Sem C02 - 1.092 colôniasl

r Com 002 - 1.176 colônias
i Sem C02 - 1.063 colônias~

Meio M.R.

Meio de Fígado

Meio de Sabouraud

Como se pode verificar pelo quadro apresentado, o número de
colônias obtidas pelo crescimento em meio de Farr, em atmosfera
com C02, é bem maior do que o obtido nos outros meios e sob con-
dições idênticas, parecendo-nos ser um bom meio de cultura para o
fim a que é aconselhado, isto é, semeadura e contagem em placa de
germes do grupo Lactobacillue. Diante dos bons resultados obtidos,
foi êsse o meio por nós empregado na verificação dos produtos
acidófilos.

Conclusõee : Das experiências feitas comparativamente com 4
meios diferentes de cultura, chegamos às seguintes conclusões:
1.a) os germes pertencentes ao grupo dos Lactobacillus têm melhor
crescimento quando incubados em atmosfera contendo dióxido de
carbono. 2.a) O meio de Farr, aconselhado pela "Food and Drug
Admínístration-Federal Securíty Agency", favorece melhor o cresci-
mento dêsses germes, além de apresentarem as colônias maior desen-
volvimento.
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OOLESTEROL - DA DETERMINAÇÃO EM OVOS E
PRODUTOS QUE CONTÊM OVOS

FANNY S. TABACOW HIDAL,

Qufmica do Instituto Adolfo Lutz.

A determinação da quantidade de ovos em produtos alimentícios
vem sendo, desde há algum tempo, estudada. Assim, H. R. Strohe-
cker e R. Vaubel ', publicaram um excelente trabalho focalizando
êste problema, que foi também objeto de estudo de J. Tillmans, H.
Riffart e A. Kuhn 2, L. M. Lampent 3, e E. O. Haenni 4, etc,

O primeiro método ideado para a determinação da quantidade
de ovos em produtos alimentícios consistiu na determinação do con-'
teúdo dos lipídios fosforados do ôvo. Foi posteriormente veri-
ficado, porém, que o conteúdo dos lipídios fosforados em produtos
alimentícios frequentemente diminúe com o tempo, isto é, durante
a armazenagem do produto, como também diminúe durante o pro-
cesso da sua fabricação.

J. Tillmans, H., Riffart e A. Kuhn 2, mostraram que o
conteúdo decolesterol nos ovos é mais ou menos constante, mesmo
durante a armazenagem do produto. L. M. Lampert 3, que contribuiu
com valiosos trabalhos para o desenvolvimento dos métodos ana-
líticos neste campo, sugeriu a determinação do conteúdo de coles-
terol nos ovos e dos valores assim obtidos, calcular a quantidade de
ovos nos produtos alimentícios.

Dos estudos levados a efeito então, mostrou-se: 1.0 - que a
quantidade quase que total de colesterol é encontrada nas gemas
de ovos; 2.° - nem todo o colesterol é encontrado na forma livre.
S. J. 'I'hannhauser e H. Schaber 5, H. Dam 6 e K. Kusey 7 indicam
um mínimo de 10% para o colesterol em forma de ésteres.

O valor do.colesterol determinado em ovos, varia segundo o
método utilizado para a sua determinação.

J. Tíllmans, R. Riffart e A. Kuhn 2 acharam uma média de
1,49% de colesterol livre em 8 amostras de gema. L. M. Lampert 3

achou uma média de 1,36% de colesterol total na gema, H. Riffart
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€ H. Keller 8 acharam uma média de colesterolIivre em 3 amostras
de gema igual a 1,49 % pelo método titrimétrico e 1,5010 pelo
método colorímétrico. Outros autõres dão para OVoscom pêso médio
de 50 g, correspondendo à gema 15 a 18 g, o valor de 1,70 % de
colesterol.

São dois os tipos de métodos mais usados para a determinação
do colesterol ; o primeiro, em que se aproveita o fato elo colesterol
SEI' precipitável com digitonina, o que Só Se dá com o colesterol livre
e não com os ésteres, e depois a sua valoração gravímétríca ou
colorimétrtca.

O segundo método consiste na extração do colesterol por meio
de solventes orgânicos com ou sem saponíficação prévia, utilizando-
se para a determinação métodos colorimétricos.

Os métodos que usam a digítonina dão bons resultados mas
> devido ao elevado preço do reativo não são muito usados na rotina.
No segundo grupo de métodos, quando usamos para a determinação
a reação colorímétrica de Líeberman 9, Burchard 10, obtemos ótimos
resultados.

Têm grande importância nêste método o solventee os detalhes do
procedimento da extração, bem como a saponificação prévia do
produto.

Devido a êsses fatôres, passamos a cstudá-lo e posteriormente
aplicá-lo à rotina.

ESTUDO DA REAÇÃO DE LIEBERMAN-BURCHARD

A reação de Lieberman-Burchard 9,10, processa-se normalmente
em solução clorofórmíca, quando tratamos o colesterol com anidrido
acétíco e ácido sulfúr-ico concentrado. Desenvolve-se uma colo-
ração que, do azul inicial, passa para verde e cuja intensidade varia
com o conteúdo de colesterol.

São muitos os f'atôres que influenciam decisivamente o resultado
final da reação. Assim, pois, a quantidade de ácido sulfúrico deve
ser exatamente medida, a reação deve desenvolver-se numa tem-
peratura 'exatamente determinada, no escuro e num determinado
intervalo de tempo. Além do que, o material usado deve estar
rigorosamente sêco.
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A coloração original da reação de Lieberman 9-Burchard 10

atinge o seu máximo em 9 minutos e é de pequena duração. Shef-
telll, estudando a reação acima, mostrou que a coloração desen-
volvida torna-se estável por mais tempo quando adicionamos aos
reagentes iniciais ácido acético glacial em proporção definida.
Assim a coloração desenvolve-se mais lentamente, atingindo um
máximo em 21 minutos, aí permanecendo durante 14 minutos para
depois diminuir muito lentamente.

Assim, pois, esta reação pode ser usada para determinações
quantitativas.

PARTE EXPERIMENTAL

Iniciando os nossos trabalhos experimentais efetuamos uma
série de determinações docolesterol contido em ovos de galinha,
adquiridos nos nossos mercados e separados segundo a classificação
aí usada, isto é, ovos de l.a qualidade com carimbo verde, ovos de 2.a

qualidade com carimbo roxo e ovos de 3.a qualidade com carimbo
preto.

A técnica foi a seguinte: pesamos em um becker cêrca de
0,100 g de ôvo total em pó, sêco a 50° e adicionamos sob agitação
10 em" de uma solução a 60% de hidróxido de potássio, cobrlmos
com um vídro de relógio, aquecemos em banho-Maria durante 3
horas e agitamos ocasionalmente até desintegrar tôda a massa,

Deixamos esfriar até 40°, adicionamos 6 em" de álcool etílico
e agitamos até que tôda a matéria insolúvel ficasse f'inamente dis-
persa. Adicionamos 20 em- de éter etílico, agitamos bem e trans-
ferimos as soluções para um funil de separação de 250 cm'' de capa-
cidade. Lavamos o becker da saponíficação com 2 ou 3 pequenas
porções de éter e com 10 em" de uma solução a 1% de hídróxido de
potássio e transferimos as soluções de lavagens para o funil de sepa-
ração. Agitamos bem o líquido por 10 a 15 segundos. Deixamos
em repouso durante alguns minutos para permitir que as camadas
se separassem e em seguida vagarosamente transferimos a camada
inferior, que é a solução de sabão, para um funil de separação de
150 em", com o cuidado de não transferir qualquer pequena quan-
tdd'ade de emulsão ou matéria insolúvel que estivesse entre as duas
camadas. Lavamos a extremidade inferior do funil com 5 em- de
hidróxido de potássio a 1%, transferimos para o funil de 150 em-
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adicionamos 10 em- de éter e agitamos vigorosamente. Depois que
as camadas separaram-se, descarregamos a camada inferior e trans-
ferimos a camada de éter do funil de 150 para o de 250 em! lavando
o primeiro com 2 vêzes ti em- de éter.

Lavamos a solução de éter como anteriormente com 10 em" de
uma solução a 1% de hidróxido de potássio, retendo qualquer matéria
insolúvel ou emulsão no funil. Adicionamos à solução de êter 2 em-
de ácido clorídrico (1+4), agitamos, adicionamos 10 em" de água
e agitamos novamente. Descarregamos os ácidos da lavagem. Lava-
mos a solução de éter com 2 porções de 10 em! de hídróxido de
potássio a 1%. A uma porção da última água de lavagem adiciona-
mos algumas gôtas de HCl (1+4), e algumas gôtas de fenolftaleina.
Se tal prova apresentar-se clara ou só levemente turva, damos por
terminada a lavagem do éter. Caso contrário, precisaremos repeti-Ia,

Se a prova não apresentar turvação, lavamos a solução de éter
sucessivamente com 5 em" de água contendo uma gôta da solução de
ácido clorídrico (1+4), e com duas porções de 5 cmê de água.

Ffnalmente desprezamos a camada aquosa o mais completamente
possível sem perder a solução de êter, Filtramos a solução etérea
para um tubo de ensaio com saída lateral graduado em 5 em- através
de 2 g de sulfato de sódio anídro, em um funil Buchner de vidro
com placa porosa ligado a um pequeno aparêlho de destilação, segundo
nos mostra a figura n.? 1.

Depois da destilação total do éter colocamos o tubo em um dis-
secador sob ácido sulfúrico durante 12 horas para a secagem
completa.

O resíduo dissolvemos em 5 em- de clorofórmio, adicio-
namos 1 em" de ácido acético glacial, 2 em" de anidrido acético e
0,2 em- de ácido sulfúrico exatamente medidos. Fechamos o tubo
com uma rolha de borracha recoberta por celofane, agitamos bem e
levamos a um banho a 23° durante 25 minutos, conservando o tubo
no escuro.

A coloração verde desenvolvida foi medida num aparêlho cha-
mado "Lumetron " fabricado pela Photovolt Corporatíon, Modêlo
400 A, que não é nada mais que um colorímetro fotoelétrico. Usamos
para a leitura o filtro vermelho n? 650, e da leitura assim efetuada,
deduzimos a quantidade de colesterol da amostra. Para isso efe-
tuamos primeiramente a construção de um gráfico padrão, partindo
de quantidades conhecidas de colesterol, como passamos a descrever.
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APARELHO DE FILTRAÇÃO
Figura N.o 1

r b

c
o

~

<'< 0,0'0-

a - funil de separação.
b - funil Buchner G3, de vidro COm placa porosa.
c - tubo de ensaio gr-aduado com salda la.t e.ra.l.
d - banho-maria (± 50"C).
o - chapa elétrica de aquecimento.
f __ ligaçã.o de borracha.

g - refrigerante.
h - balão com saída lateral.
i - tubo de borracha.
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GRAFICO PADRÃO

USADO na determinação do colcstercl,
no Lumetron 400 A - Filtro vermelho 650

Pesamos 0,050 g de colesterol Reidel, recr istalizado em álcool e
sêco em estufa a 500 durante 24 horas. Dissolvemos em 50 em- de
clorofórmio recém destilado. 1 em- desta solução contém 0,001 g
de colesterol. Tomamos 0,1 cm-, 0,2 em", 0,3 em", etc, desta solu-
ção. Elevamos a5 em- com clorofórmio e efetuamos a reação de
Lieberman-Burchard, modificada por Sheftel. Das leituras assim
obtidas, traçamos o gráfico padrão.

Cálculo L. 100--- = n.O de g de colesterol por 100 g de produto.
S

L = mg de colesterol na análise.
S = n.O de g da amostra.
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Apresentamos abaixo os resultados da dosagem do colestoral em
ovos de galinhas, peloemprêgo do método que acabamos de descrever.

Conteúdo do colesterol em ovos de galinhas:

OVOS COM CARIMBO VERDE

g/ôvo
N.O da
amostra

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

gol %

0,235
0,274
0,238
0,212
0,164
0,192
0,174.
0,217
0,279
0,188
0,264
0,194

1,85
2,20
1,76
1,42
1,18
1,50
1,31
1,55
2,00
1,48
1,84
1,84

pêso médio dos ovos 50 g

média de colesterol por ôvo, 0,216 g

OVOS COM CARIMBO RÔXO

N.O da
amostra g/ôvo g/%

13
14
15
16
1>7
18
19
20

0,204
0,203
0,174
0,143
0,159
D,190
0,169
0,161

1,27
1,48
1,15
1,41
1,01
1,34
1,05
1,18

pêso médio dos ovos 45 g

N.O da
amostra

média de colesterol por ôvo, 0,175 g,

OVOS COM CARIMBO PRETO

21
22
Z3
24
25
26
27
28
29

vo g/%

,

87 1,66'
73 1,47
56 1,23
66 1,29
53 1,40
98 1,55
69 1,32
75 1,63
87 1,78

'os 40 g

1 por ôvo, 0,170 g

g/ô

0;1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

pêso médio dos ov

média de colestero
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A mesma técnica é usada para a determinação do número de
OViÜS em macarrões, biscoitos, pães d\e ovos, etc., porém com uma
ligeira modificação na primeira fase do processo, isto é, fazemos.
primeiramente uma hidrôlise ácida para desintegrar a massa.

Pulverizamos a amostra, passamos por uma peneira de 20 ma-
lhas, pesamos 2 g da mesma em, um becker de 100 em", e adiciona-
mos, sob agitação, 10 em" de ácido clorídrico (1+1). Aquecemos
em banho-Maria durante 30 minutos, agitando ocasionalmente para
desintegrar tôda a massa.

Esfrãamos o frasco, adicionamos cuidadosamente com agitação
8 g de hidróxido de potássio em pastilhas, até que a média do líquido
comece a ferver. (Cuidado, esta reação se dá com grande desen-
volvimento de calor).

Enquanto quente colocamos o frasco no banho-Marda, cobrimos
com um pequeno vidro de relógio e aquecemos 3 horas com ocasional
agitação da mistura,

Esfriamos até cêrca de 40°, adicionamos 6 em! de álcool
agitamos vigorosamente por 1 minuto e transferimos a solução
para um funil de separação de 2'50 cm-, O processo continúa como
ficou dito acima para ovos.

Cálculo L. 100
-- = n.O de g de colesterol por 100 g do produto.

S

L = mg de coleste rol na análise

S = n,v de g da amostra.

Da quantidade de colesterol assim obtida podemos deduzir a
quantidade de ovos empregados na fabricação do produto.

Quando tomamos para os ovos a média de 0,170 g de colesterol
por ôvo,então Um macarrão que contém 3 ovos por quilo de massa
deverá conter 0,510 g de colesterol por quilo. A quantidade mínima
permitida pelo Regulamento Bromatológico do Estado de São Paulo
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é 0,450 g de colesterol por quilo, para macarrões, e 0,600 g para
pães com ovos.

Foram analisados por êste modo, uma série de produtos que
damos a seguir:

BISCOITOS

N.o da Colesterol
amostra g/%

3.103 0,160
3.104 0,140
3.105 0,150
3.106 0,150
3.107 0,110
3.411 0,100
3.412 0,120
3.413 0,060
3.415 0,150
3.417 0,18~
3.418 0,120
3.419 0,160
3.420 0,280
3.597 0,060
3.598 0,100
3.770 0,106
4.054 0,128
4.066 0,100

MACARRõES

N.O da Colesterol
amostra g/%

1.670 0,050
1.700 0,090 I2.315 0,060
2.421 0,050
2.814 0,060
3.213 0,080
3.287 0,058
3.288 0,050
3.289 0,055

67 0,050
266 0,120
343 0,070

1.471 0,100
1.472 0,054
1.839 0,044
2.053 0,054

CONTRóLE DO MÉTODO

Para podermos julgar a especificidade e exatidão do método por
nós usado, passamos a dosar o colesterol em massas às quaís adi-
cionamos colesterol em quantidade conhecida. Os resultados obtidos
nestas análises permitem-nosd'eclarar que a determânação do coles-
terol de acôrdo com a técnica descrita é de grande exatidão e espe-
cificidade. Podemos pois, aconselhar o uso dêste método nas análises
de rotina, para a determinação da quantidade de ovos em produtos
alimentícios,

RESUMO

Estudamos neste trabalho o problema da determinação da quan-
tidade de ovos em produtos alimentícios. Foram feitas análises em
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18 biscoitos e 16 macarrões, e os resultados obtidos permitem-nos
declarar que a determinação da quantidade de ovos em produtos
alimentícios deacôrdo com a técnica descrita, é de grande exatidão.

SUMMARY

We have studíed in this work the problem of the determination
ofthe amount ofeggs in alimentary pastes. We have made analysis
in 18 "biscoito" and 16 "rnacaroni" and the results in these analysis
give to us the permíssion to say that the determination of amount of
eggs in alimentary pastes in accord of the techníc described is of
great accurance.
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r - CONSIDERAçõES GERAIS. ACHADOS DE DIVERSOS PESQUISA-
DORES. FATõRES QUE CONDICIONAM O APARECIMENTO DE
LEVEDURAS NA VAGINA. A FLORA VAGINAL NAS PORTA-
DORAS DE LEVEDURAS.

Os estudos referentes à flora vaginal têm sido realizados de
modo sistemático por numerosos pesquisadores, mas a importância
etiopatogênicad:e muitos microorganismos do conteúdo vaginal,
ainda é objeto de controvérsias e discussões as mais diversas.

Já em 1840, Wilkinson demonstrara a presença de leveduras na
vagina e, no entanto, ainda hoje discute-se o papel que êsses cogu-
melos desempenham na gênese de vulvovaginítes. Cremos que estas
discussões não se justificam, quando se compreender que os dados
de laboratório deverão sempre ser interpretados de acôrdo com a
clínica. Se um exame mícológíco cuidadoso revela, repetidas vêzes,
a presença de uma, levedura na vagina e se o exame ginecológico
atesta a presença de' lesões ,d'evulvovaginite, se a paciente conta em
sua histéría, manifestações de prurido e corrimento, todos êstes ele-
mentos, considerados em conjunto, conduzem a crer no papel pato-
gênico da levedura. Afastadas outras causas produtoras de vulvo-
vaginítes (pelos exames laboratoriais 'e clínicos), o diagnóstico de
levedurose vulvo-vaginal se impõe e mais o especialista se certifica
do diagnóstico estabelecídovquando a terapêutica específica oferece
resultados animadores e não raro brilhantes.

Plass, Hesseltine e Borts (1931) afirmam em seu interessante
'trabalho "Monilia vulvovaginitis", que a literatura médica à reS-
peito dêsse assunto é muito vasta, e até hoje não se chegou a um
acôrdo entre os estudiosos, sôbre o papel desempenhado pelas leve,
duras como agentes causais de vulvovaginites,

Sabe-se que a prenhez é um dos grandes fatôres que condicio-
nam o aparecimento de leveduras na vagina.

Carter e Jones (1937) estudaram a flora vaginal de 114 ges-
tantes aparentemente normais e de 100 pacientes não grávidas.
Leveduras foram isoladas de 320/0 das 114 gestantes e 140/0 no
segundo grupo,

Jones e Martin (1938) realizaram pesquisas sôbre a flora
mícôtica de 52 grávidas e 16 não grávidas, encontrando as mesmas
percentagens dos autôres anteriormente citados.
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o trabalho de Carter e Jones (1937) é excelente e nos dá uma
idéia geral a respeito da flora vaginal da "mulher normal". Afir-
mamêsses autõres que a concepção de flora vaginal normal é falsa
e irregular, porque os achados bacteriológicos variam com uma série
enorme de fatôres, tais como hábitos de higiene da paciente, estação
do ano, duração de prenhez, menstruação, emprêgo de banhos, du-
chas e antíssépticos vaginais, etc.

Carter e Jones (1937) empregaram o termo "normal" às
pacientes que apresentavam os seguintes requisitos:

a) Pacientes que ao exame físico geral não apresentavam alte-
rações metabólicas eendócrinas dignas de nota;

b) ausência de corr-imento vaginal e de lesões para o lado da
vulva, vagina e ccrvix ;

c) ausência de manifestações de abôrto recente;

d') ausência de gonococos e de Trichomonae;
e) nenhuma das pacientes havia se submetido a qualquer

forma de terapêutica vaginal, tais como duchas, tampões ou supo-
sitórios.

Êstes autôres dividiram as pacientes em três grupos, conforme
o estudo dos esf'regaços vaginais:

Grupo 1 - Presença exclusiva de bacílos de Dõderleín, ou de
bacilos de Dõderlein + Staphylococcus albu» ou leveduras.

Grupo 2 - Presença de bacilos de Dõderlein em pequeno número
e de outros microorganísmos.

Grupo 3 - Ausência de bacílos de Dõderleín.

Os resultados obtidos após o estudo dos esfregaços, divididos em
3 grupos, foram os seguintes:

GTávidas Não grávidas

N.o 0/0
Tipo I ......... ~ 19 16,66
Tipo II .......... 45 39,47
Tipo lI! .......... 50 43,85

Total ..... 114

N.o 0/0
15 15
15 15
70 70

100
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Os achados bacteriológicos idos referidos autôres podem ser
assim. esquematízados:

Pretas

Bacilos difteróides 740/0
Staphylococcus albus 78%

Grávidas

Brancas

70%
61%

Strepiococcus alpha

Strepiococcue anaerôbioe .
Sireptococcue Gamma 20% 21%

Escherich.ia. coli .
Leveduras
Bacílos de Dõderlein .

Bacilos dífteróides .
Staphylococcus albue .
Sireptococcue anaeróbios .
Streptococcu.s gamma .
Streptococeue alpha .
Escherich.ui coli .
Leveduras .
Bacilos de Dõder lein .

10%
36%
49%

12%
21%
73%

Não grávidas

74%
52%
54%
32%
8'70
8%

14%
22%

74%
48%
46%
44%
10%
10%
14%
36%

o trabalho dêsses autôres é muito interessante porque êles
estudaram a flora vaginal anaerôbia e mieroaerófila, de grávidas e
de mulheres não grávidas ..

Preconisam Carter e Jones o estudo cuidadoso da flora vaginal
das "não gestantes" e conforme o resultado obtido, tratá-Ias con-
venientemente.

Analisando os f'atôres que condícíonam o aparecimento dos
bacílos de Dõderlein no trato vaginal, Carter e Jones (1937) citam
o trabalho de Weinstein, Bogin, Howard e Finklestone (1936), os
quais demonstram o papel da acidez vaginal na prevenção de in-
fecções, particularmente durante a prenhez.

Sugerem êstes-autôres que a estrina aumenta nas mulheres, à
medida que elas alcançam o período de puberdade, assim como nas
grávidas, especialmente nos últimos mêses de gestação e que a
estrina intensifica a acidez vaginal, favorecendo o crescimento dos
bacílos de Dõderlein, Assim, a administração de estrína a macacas,
intensifica a acidez vaginal,com aumento dos bacilos de Dõderlein.
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Há uma relação muito estreita entre flora bacteriana vaginal,
pH, conteúdo de glicogênío da mucosa e altura da camada das células
vaginais.

O metabolismo da mucosa vaginal, difícil de se determinar,
porque, ao que parece, não existe um método capaz de avaliar a
quantidade daquela substância no conteúdo vaginal, está em íntima
relação com a estrina, O glicogênio transforma-ss em glicose na
vagina e à seguir em ácido láctico. Êste ácido produz, na vagina
normal, um pH mais ou menos igual a 4,0, ótimo para o desenvol-
vimento dos bacílos de Dõderlein, As leveduras vivem igualmente
neste pH, preferindo todavia um pH de 5 a 5,5.

Está claro que, à medida que o pH passa a ser neutro ou alca-
lino, a flora torna-se mixta e esta hípoacidez cria condições especiais
para a proliferação de mícroorganismos patogênícos que vegetam
bem em pH de 6,0 - 7,6.

Vemos, pois, que uma "vagina normal" deve conter unicamente
bacilos de Dõderleín, pH = 3,9 - 4,3 e uma alta camada de células
epitelíais.

O aumento do glicogêrrio durante a prenhez e a relação dêsse
aumento com a flora acidúríca foi também estudada em 1936 por
Oberst e Plass.

Um outro trabalho que merece referências especiais, nesta parte
íntrodutóría, é o de Carter, Jones e 'I'homas, (1940).

Êstes autôres estudaram, em 200 grávidas, a incidência de
leveduras na vulva e na vagina, a relação entre os sintomas apre-
sentados pelas pacientes e os achados mícológicos, a possibilidade
de alguma correlação existente enhe aglutininas no sôro, sensibi-
lidade cutânea e cult.ivospositivos para leveduras, a incidência de
Trichomoruis em pacientes com leveduras e a relação existente entre
os vários tipos de flora vaginal e leveduras e Trichomoruis.

Êstes autôres, em 200 pacientes, 83 prímíparas e 117 multípa-
ras, obtiveram 86 cultivos de leveduras (43%), sendo que de 54
brancas isolaram, apenas 11 vêzes cogumelos leveduriformes (20,4 % )
e de 146 pretas, 75 vêzes (51,40/0).

A frequência de leveduras na vagina de diabéticas tem sido
assinalada repetidas vêzes, mostrando êste fato a importância do
fator "terreno" na implantação e proliferação das leveduras.

Arce (1940), dá ainda muita importância ao terreno conges-
tnvo-varicoso das pacientes e à ínsuf'icíencia perineal como causas
predisponentes à vulvovaginite blastomícétíca,
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Hesseltine (1933), em 21 casos de mulheres diabéticas encon-
trou, em 18, cogumelos. leveduriformes na vagina.

A frequêncicia de leveduras na vagina está, igualmente, na
dependência da higiene pessoal. Woodruff e Hesseltine (1938)
verificaram por ex, que, em pacientes pretas a incidência de levedu-
ras é maior (41% ), ao passo que nas brancas era de 33%. Nas
brancas de higiene mais acentuada, a incidência foi de 14 0/0.

A flora vaginal nas portadoras de leveduras: é sempre inte-
ressante que, ao lado de cultivos do material vaginal, se pratique
um esfregaço, corando-o pelo método de Gram ou por uma de suas
modificações.

Vimos, linhas atrás que, segundo Carter e Jones (1937), os
esfregaços vaginais podem ser divididos em três tipos:

Tipo I - Bacilos de Dõderlein sõmente ou bacilos + leveduras.

Tipo I! - Bacilos de Dôderlein com outros microorganismos,

Tipo Hl - Ausência de bacilos de Dõderleín,

Segundo as verificações de Carter, J ones e Thomas (1940), as
leveduras foram mais cultivadas em mulheres CDm flora vaginal
do tipo lI.

A maioria das pacientes com Trichomonas, não apresentava
bacilos de Dõderlein, pertencendo, pois, ao tipo Il.l.

Nas 200 mulheres estudadas por Carter, Jones e Thomas os
resultados obtidos quanto aos tipos de esfregaços vaginais podem ser
assim resumidos:

I TIPO I I TIPO II TIPO III
63 PACIENTES 38 PACIENTES 99 PACIENTES

Trichomonas I Candida I Trichomonas I Candida Trichorn onas Candida

N.O 9 I 11 13 15 59 31
0/0 14,3 17,5 34,2 39,5 59,5 31,3!

Nos casos por nós observados, a maioria dos cogumelos isolados
foi em mulheres com flora do tipo lI, o que está em concordância
com o trabalho de Carter, Jones e Thomas (1940).
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II - LEVEDURAS ENCONTRADAS NA VAGINA. FONTES DE IN-
FECÇÃO.

Diversas espécies de leveduras têm sido isoladas da vulva e
vagina, 'em casos normais e de vulvovagínítes.

Uma das espécies mais frequentemente encontradas no trato
vaginal é a Candida. stellatoidea (pesquisas realizadas nos E-stados
Unidos). Êste fungo produz colônias muito características, com
uma pequena zona central elevada, de onde partem "braços" ra-
diados, de maneira irregular.

A Candida etelkuoideo. não cresce na superfície do caldo-Sabou-
raud. As suas colônias, em ágar-sangue, a 37°C, assemelham-se a
"estrelas no ceu" (Stars in the sky). Não fermentam, com a pro-
dução de ácido e gás, a glicose e a maltose,

Carter, Jones e Thomas,em 200 grávidas, isolaram de 86
(43%), cogumelos leveduriformes pertencentes aos gêneros Com-
dida, Saccharomucee e Crypto'c,occus. A maioria das amostras per-
tencia à espécie eiellatoidea, vindo em segundo lugar a C. albicom».
Vinte e sete (27) das amostras pertenciam aos gêneros Saccharo:
muces e Cryptococcus.

As amostras de C. albicans foram inoculadas, em coelhos por
via endovenosa (1 em- de suspensão salina al%). A morte ocorria
nesses animais, dentro de 1 a 5 dias.

A C. stellatoidea, injetada na dose de 2 em- de uma suspensão
al%, não se mostrou patogênica para coelhos, inoculados por via
venosa.

Além dessas espécies, a C. tropicalie, C. krusei e C. parapsilosis,
já têm sido isoladas da vagina. Leveduras pertencentes aos gêneros
Torulopeis, Crupiococcus e Rhodotorula também têm sido igualmente
isoladas. Os caracteres diferenciais das leveduras pertencentes ao
gênero Candida, são dados no quadro retirado do trabalho de Mackin-
non e Artagaveytia (1945).

Fontes de infecção: Ainda não estão perfeitamente estabelecidas
quaís as fontes. reais da infecção blastomícétíca vulvovagínal.

As leveduras, veiculadas para a vagina, aí se desenvolvem e
se adaptam quando o meio lhes é favorável, conforme já vimos
anteriormente.

Diversos pesquisadores acham que as fontes principais de
infecção são representadas pelas leveduras encontradas nas fezes
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e pequenas lesões do sulco interglúteo ; devido à proximidade do
anuscom a vulva, elas teriam possibilidade de passar para o conteúdo
vulvo-vaginal.

É possível, também, que as leveduras encontradas por alguns
autôres no sulco bálano-prepucial do homem, sejam levadas, através
o coito, para a vagina.

Ninõ (1938), acha que a água empregada nas lavagens vaginais
. pode ser veiculadora dos fungos.

m - SIGNIFICADO DE UMA LEVEDURA NO CONTEúDO VAGINAL.
POSSIBILIDADES DE SUA PATOGENICIDADE. O QUADRO
CLíNICO DA VULVOVAGINITE BLASTOMICÉTICA. RELAÇÃO
ENTRE SINTOMAS E ACHADOS MICOLÓGICOS.

A nosso ver,o achado de uma levedura no conteúdo vaginal
deve sempre ser analisado de acôrdo com os dados clínicos (subje-
tivos e objetivos).

Plass, Hesseltíns e Borts (1931) cit.am Kerr, Fulkerson, Cros,
sen, Graves e Frank os quais admitem a patogenicidade da levedura
nas vulvovaginitea.

Castellani « 'I'aylor (1935) duvidam desta patogenicidade, por-
que as leveduras podem ser encontradas na vagina sem determinar
o aparecimento de sintomas (portadores assintomáticos}.

Stephan acredita que as leveduras não representam os agentes
principais na inflamação, pois são geralmente secundários e estão
associados a outros processos inflamatórios.

Não há dúvida que leveduras pertencentes ao gênero Camdiâo.
podem estar presentes na vulva e vagina, sem determinar qualquer
processoinflamatório, mas em determinadas condições, êstes mesmos
cogumelos são capazes de provocar alterações para o lado da parede
vaginal.

A relação entre leveduras na vagina e "sapinho bucal" dos
recémnascídos, tem sido muito investigaria, achando Woodruff e
Hesseltine (1938) que, uma criança de mãe infectada tem 35 vezes
mais chanee de desenvolver ou de adquirir o sapinho do que crianças
de mães não infeetadas.

Para um diagnóstico clínico seguro de vulvovaginits blastomi-
cética, na sua forma clássica, impõe-se a presença de um corrimento
esbranquiçado ou de placas vaginais, semelhantes a leite coalhado.
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Frequentemente se encontra a associação de leveduras com o
Trichomonae vaginalis, de tal modo que o quadro clínico pode se
apresentar alterado.

Nas grávidas, particularmente no último trimestre da gravi-
dEZ, êste dado é verdadeiro.

O quadro clínico da vLdvovaginite blaetomicéiica : Castellani
divide as vaginítes por leveduras em dois tipos clínicos: um, deno-
minado membranoso, em que a mucosa vaginal fica recoberta por
placas membranosas brancas (sapinho vaginal puro) e um segundo
tipo - purulento - traduzido por um corrimento vaginal rico em
cogumelos.

Winckel acha que o sintoma dominante é o prurido vulvar, às
vêzes acompanhado de ardor à micção e dôres pelvianas.

Entre as mulheres não grávidas, portadoras de vulvovaginite
blastomicética, Plass e colaboradores (1931) afirmam que Ü'S sin-
tomas se intensificam no período pré-menstrual, quando a acidez
vaginal aumenta, em contraste com as infecções produzidas pela
Trichomonae vaginalis.

Aqui, o desconforto é mais pronunciado durante ou depois da
menstruação. Nota-se, frequentemente, nos casos de infecção, a
vermelhidão da rnucosa dos pequenos lábios e da vagina (1/3 in-
ferior) . O processo inflamatório pode envolver a pele da região
perranal, com o desenvolvimento de um intertrigo.

Quanto ao corrimento, algumas mulheres o apresentam espêsso
e amarelado, ao passo que a maioria não revela êste dado.

A sinonímia da moníliase vaginal é muito grande. As expres-
SÕE>S "vulvovaginite blastomícétíca", "vulvovaginits mícótíca", 8001'-

kolpitis ", "Muguet vulvovaginal ", "Vulvovag inal thrush ", "Vulvits
aftosa", "Micose vaginal", "Vulvovaginíto sacaromícética", têm sido
utilizadas para designar o quadro clínico do "sapinho vaginal". La
Blaye, citado por Popoffe colaboradores (1929), considera as se-
guintes formas anátomo-clínícas de levedurose vulvovaginal : vagi-
nite cremosa, vulvíte cremosa, vulvite ulcerativa, vulvite pseudo-leu-
coplásica, vulvite eczematiforrne, prurido mícótíco da vulva ou vulvíte
mícótica pruriginosa forma vesículo-pustulosa cutânea.

Arce (1940), descrevendo os sintomas da vulvovaginíta blas-
tomícética, distingue os ieubjetivos e os objetivos. No grupo dos
sintomas subjetivos, assinala o ]J1'U1'ido que é mais pronunciado à
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noite e nos períodos que precedem à menstruação, aumento da eensi:
bUidculJevaginal, calor local, ardor ao urinar e leucorréa.

Entre os sintomas objetivos, nos casos típicos, a vulva está
edemaciada, e nas paredes vaginais aparecem pequenos pontos bran-
cos ou branco-amar-elados ou então um processo inflamatório difuso,
vulvovaginal.

Arce (1940) diz que a "monilíase vulvovagínal" constitue um
assunto de grande importância diagnóstica para o médico, achando
que os sintomas revelados pela paciente são, quase sempre, devidos à
produção de substâncias intermediárias, resultantes do metabolismo
das l-eveduras quando atuam sôbre a glicose,

Plass e colaboradores (1931) acham que nos casos de corrimento
vaginal em que se -encontram leveduras associadas a Trichomonas, o
tratamento de've s-er dirigido principalmente contra o fungo, pois
êste é, possivelmente o agente responsável, mais provável pelos
sintomas,

Relação entre sintomas e achados micoiáçicoe : Segundo Carter,
Jones e Thomas (1940), o sintoma dominante no quadro da vulvo,
vaginite blastomícétíca é o prurido. Os 'Outros sintomas, tais como
corrimento, ardor,etc, muitas vêzes só aparecem quando as lesões
já são antigas ou em manifestações agudas de vulvovaginite.

Ao que parece, cogumelos pertencentes :aos gêneros 'I'orulopeis
e Saccharomntces não possuem um grande significado do ponto de
vista médico. Os Saccharomuce« pertencem ao grupo das leveduras
de ínterêsse comercial e a micoterapia com tais fungos foi mesmo
utilizada para a manutenção de uma flora vaginal acídúríca.

Daí a importância do micologísta identificar perfeitamente os
cogumelos isolados, pois levedura-s filamentosas anascógenas, per-
tencentes ao gênero Candida, possuem maior valor do ponto de vista
médico.

Segundo Carter, Joneso Thomas (1940), o prurido vaginal nos
casos de vulvovaginíte blastomícética, é devido, principalmente, [I

três espécies de Comdida: olbicoms, siellatoidea e tropicalis.
Segundo Neuberg e col., certos produtos intermediários da fel' ..

mentação da glicose, tais como o ácido pirúvico e o acetalaldeido, são
os responsâveis por alguns sintomas apresentados pelas pacientes,
principalmente o prurido.

Nas pacientes em qus fungos dos gêneros Saccharomucee ou
Cruptococcus foram isolados, nenhum sintoma foi observado pelos
autôres acima referidos.
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IV - DIAGNóSTICO DE LABORATóRIO DA VULVOVAGINITE BLAS-
TOMICÉTICA. VALOR DOS EXAMES IMUNO-ALÉRGICOS.

a) Exame microecôpioo. - O material da vulva ou da vagina
deverá ser colhido com o auxílio de umestilete em cuja extremidade
se coloca um tampão de algodão esterilizado.

Obtido o material, devemos em primeiro lugar praticar um
esfregaçc, para depois semearmos em Sahouraud-glicose (placas).

O esfregaço, corado pelo método de Gram ou uma de suas va-
riantes, deverá ser cuidadosamente examinado, anotando o analista
a presença dos bacílos de Dõderleín, micélios, flora Gram negativa,
píócítos, células vaginais, etc,

Como vimos linhas atrás, Carter e Jones (1937) classificam a
flora (Vaginal em três tipos, numa ligeira modificação da velha clas-
sificação de Schrõder (1921).

Leveduras pertencentes ao gênero Comdida, segundo Carter,
Jones e Thomas (1940), são frequentemente isoladas de pacientes
com o tipo II da flora, ao passo que as 'I'ríchomonas são observadas
comumento nas mulheres com flora tipo IIL

Achamos conveniente que, ao lado do xsf'regaço para a pes-
quisa de cogumelos, o analista realize um exame a fresco para a
procura de Trichomonas.

Em alguns casos, apesar do exame microscópico cuidadoso, não
se revelam cogumelos e no entanto, as culturas: s'e mostram positivas,
mostrando êste fato que o cultivo em meios seletivos constitue um
método mais eficiente para o diagnóstico.

Convém que se anote, ao exame microscópico, a presença de
filamentos ou de células gemulantes e a quantidade de leveduras
encontradas.

Nos casos por nós observados, as leveduras foram, quase sempre
encontradas em mulheres, com flora I e lI, sendo à reação do con-
teúdo vaginal, ácida.

b) Culturas. - O "tampão" vaginal deverá ser imediata-
mente semeado em placas de Sabouraud-glicose, mantidas a 24-28°C.
ou a 37°C. Quando o material não puder ser semeado diretamente,
devemos colocar o tampão em um tubo de ensáío contendo ealdo-Sa-
bouraud ou solução de ácido cítrico a 10'10.

Agita-se depois o meio e passa-se para Sabouraud-glícose. O

ágar .•mostura e o ágar-mel constituem, igualmente, ótimos meios para
o isolamento de leveduras.
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c) Ldeniifícação, - Isoladas as colônias suspeitas de leveduras,
pode-se praticar um exame microscópico para confirmar o diagnós-
tico e, em seguida, à custa dos dados culturais, micrornorfológicos e
bioquimicos, identificamos a amostra isolada, com relativa facilidade.
Para tal, tratando-se de leveduras do gênero Candida, seguimos a
orientação de Mackinnon e Atagaveytia (1945) ou a de Martin,
Jones, Yao e Lee Jr. (1937).

d) Provas eoroláçicas. - Entre as reações qUe podem ser
praticadas no sôro das pacientes, devemos citar a sôro-aglutinação
e a reação de fixação do complemento. Para as provas de sôro-
aglutinação, Carter, Jones e Thomas (1940) prepararam um anti-
geno partindo de 5 amostras de Candida, isoladas da vagina, Cul-
turas obtidas em Sabouraud-glicose (24 horas), foram suspensas em
solução fisiológica, seguindo-se a centrifugação.

Diluição do antígeno a 1:1.000 era realizada.
Sôro diluído e antígeno eram agitados 30 minutos em um agi-

tador mecânico ; depois, colocavam-se os tubos em geladeira, durante
a noite, voltando-se a agitar no dia seguinte, durante 30 minutos,
Seguia-se a leitura da reação.

Os resultados das provas de sôro-aglutinação, obtidos por Carter,
Jones e Thomas (1940), foram os seguintes:

De 100 pacientes cujo sôro foi verificado, 35 mostraram possuir
aglutinínas para as seguintes espécies de Camdida, ensaiadas: C.
albicans, C. stellatoidea, C. iropicali« (M. candida), C. krusei, C.
pampsilosis.

Os títulos de aglutinínas encontrados variavam de 1 :80 a 1 :5,
respectivamente,

Das 35 pacientes em cujos sôros se demonstraram aglutininas,
cultivos positivos para Cnmdida foram obtidos em 12 (34,410).

Das 65 pacientes sem aglutinas no sôro, 22 (33,8 ) reve-
laram cultivos vaginais positivos.

Os autôres chegaram à conclusão de que o fato da presença ou
ausência !d'eaglutininas no sôro das pacientes não deve ser empre-
gado como índice de infecção vaginal.

A nosso ver, a reação de fixação do complemento, quando bem
interpretada de acôrdo com os dados clínicos e quando. realizada com
antígenos bem sensíveis, poderá prestar maiores subsídios ao
diagnóstico e ao contrôle de cura das vulvovaginites blastomicéticas.

e) Reações irdradérmiccs. - Carter, Jones e Thomas, pre-
parando umantígeno ele modo análogo ao utilizado para as provas
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desôro-aglutinação, tendo apenas o cuidado de destruir as leveduras
por aquecimento, adicionando como preservativo 0,35% de tricresol,
verificaram que em 100 mulheres estudadas, 49 mostraram alguma
reação aos cinco antígenos ensaiados.

Das 49 pacientes com reações positivas, 15 (30,60/0) revelaram
cultivos positivos para Camdida, sendo que em 12 delas, a posítívi-
dade da reação correspondia ao antígeno idêntico à amostra isolada
d'a vagina. Na maioria das pacientes, contudo, as reações positivas
foram obtidas com outras espécies de Ccndiâc:

Das 51 pacientes com reações negativas, leveduras pertencentes
ao gênero Comdida foram isoladas em 19 (37,30/0).

A percentagem de pacientes com leveduras na vagina foi mais
elevada no grupo das que apresentavam reações íntradérmicas ne-
gativas.

f) Inoculação da. leoedura em. animais sensíveis. - Plass e
colaboradores (1932) citam as experiências realizadas por Winckel
no sentido de inocular vaginas d'e coelhas com leveduras isoladas de
casos humanos de vulvovaginite, ia fim de -tentar reproduzir um
quadro de "sapinho"; conseguiu, porém, a produção de uma ligeira
vermelhidão da mucosa, enquanto Colpe, utilizando as mesmas
espécies, verificou uma congestão difusa, assim como secreção serosa,
que apareceu no segundo dia, desaparecendo ao fim de 10 a 12 dias.

Haussmann, citado por Plass e colaboradores (1931), inoculou
por via vaginal uma mulher grávida, observando 9 a 10 dias depois,
prurido e queirnação vaginal.

O coelho é um animal muito sensível à inoculaçào venosa da
Camdido. albicoms,

v - PRINCíPIOS GERAIS DE TERAPÊUTICA.

Está pràticamente estabelecido que o melhor tratamento
da vulvovaginito blastomicética resido na aplicação local da 'violeta
de genciana, em solução aquosa a 1 ou 20/0.

Segundo Lewis e Hopper (1943), a violeta de gencíana cons-
titue a terapêutica mais indicada em todos os casos de leveduroses
cutâneas ou mucos as.

Plass € colaboradores (1931), acham, igualmente, que a violeta
degencíana representa a terapêutica ideal da vulvovaginite por le-
veduras (monílíase vaginal). Afirmam textualmente êsses autôrea:
"Cencian iviolet, in 1 per cent aqueous solutíon appears to be an
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almost specifíc therapeutic agent. Frequently, two oy three appli-
catíons are suff'icíent to relíevs the itching, although longer
treatment ís probably necessary to irradicate the organísm, com-
pletely."

A violeta de gencíana é um corante à base da trifenilmetana,
possuindo em sua estrutura química 5 ou 6 grupos. metílicos.

Ao lado da aplicação local da violeta ,de genciana, podemos indi-
car lavagens com borato ou bicarbonato de sódío, permanganato de
potássio, etc.

Hesseltine (1937) acha que o iodo é o elemento de mais alto
poder fungícída, sendo todavia irritante. Recomenda êste Autor.
o emprêgo de supositórios vaginais, compostos de iodetoe iodato de
potássio na proporção de 6,2 para 1. Desta mistura se originaria
Iodo livre, em contado com o meio ácido vaginal. Alguns Autôres
recomendam o emprêgo do picrato de prata em supositórios vaginais.

A vacinoterapia não é muito indicada, pois. a micose é benigna,
não requerendo, portanto, medidas irnunohiológicas de tratamento.

Alguns Autôres indicam a ingestão de cabornato de magnésio e
de cálcio em doses elevadas, assim como dieta isenta de cereais,
batata, pão e amiláceos, Em certas formas de vulvovaginite, rebel-
des ao tratamento pela violeta de gencíana, alguns autôres recomen-
dam o mercúrio crômo.

B-
r - PESQUISAS REALIZADAS. CLASSIFICAÇÃO DAS PACIENTES.

MÉTODOS DE ESTUDO.

Tôdas as pacientes por nós estudadas eram prímàriamente diví-
didas em dois grupos: o das gestantes e o das não gestantes.

Uma observação cuidadosa era feita, preenchendo-se os dados
constantes de uma ficha padrão, na qual se anotavam o nome da
paciente, côr, estado civil, profissão, idade da prenhez, número de
partos, número de abortos, dados sôbre corrimento, na infância,
quando solteira ou casada, e neste caso por ocasião da gravidez,
cuidados higiênicos, etc.

A côr, consistência, aspecto, quantidade, cheiro e periodicidade
do corrimento eram anotados. O prurido, a influência da menstrua-
ção sôbre o corrimento, a presença de "assadura" eram também
suficientemente anotados, ao lado de exame dos órgãos genitais
externos e internos (exame das paredes vaginais e do colo) .
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Feito o exame clínico cuidadoso e preenchida a ficha, o mate-
rial era colhido com o auxílio de umestilete montado com algodão,
em uma das extremidades, tudo esterilizado e imediatamente envia-
do ao laboratório.

Sístemàtícamente fazíamos umesfregaço corado pelo método
de Gram, para o estudo da flora vaginal.

As culturas eram praticadas em meios de Sabourau-glicose,
dispostos em placas de Petri, assim como em ágar-glicosado e aci-
dificado pelo ácido tartáríco a 11'0, colocados à temperatura de
37°C.

A identificação dos cogumelos leveduriformes pertencentes ao
gênero Candida, foi realizada segundo a orientação de Martin e co-
laboradores (1937). Recorremos sempre, nos casos de dúvida, ao
método do auxanograma em fontes azotadas e hidrocarbonadas, di-
ferenciando as leveduras do gênero Candida. de acôrdo com os dados
colhidos no recente trabalho de Mackínnon e Artagaveytia (1945).

Os resultados, obtidos estão adiante expostos.

A identificação das leveduras pertencentes ao gênero Candida,
segundo Martine colaboradores (1937), se faz do seguinte modo:

IDENTIFICAÇÃO DE LEVEDURAS PERTENCENTES
AO GÊNERO CANDIDA

Segundo Martin, Jones, Yao e Lee Jr.

1 - Isolar o fungo em ágar-Sabouraud,

Glicose Bacto .
Peptona Fairchild .
Ágar .
Água destilada .

40 g.
10 g.

25 g.
1.000 cm3•

Misturar no auto clave, filtrar através algodão. Distribuir e
esterilizar. Não há necessidade de determinação do pH.

2 - Transplantar para Sabouraud-líquido e incubar a 37°, du-
rante 48 horas.

Para o Sabouraud-líquido, usar a mesma fórmula que a ante-
rior, menos o ágar, Não há necessidade de filtração, nem de deter-
minação do pH. Preparar, distribuir e esterilizar.
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3 - Depois de se anotar '0 tipo de crescimento em Sabouraud
líquido, 'O sedimento é agitado e semeado em placas de ágar-sangue
(pH igual a 7,4) e incubado a 37°C, durante 10 dias. Anotar 'Oti-
pü Idecülônia e passar uma delas para um tubo de Sabouraud-glicose
sólido,

Preparar em primeiro lugar ° ágar-simples.
Extrato de carne Difco 3 g.
NaCl 5 g.
Peptona Difco .
Ágar .
Água destilada .

10 g.
25 g.

1.000 em".

Misturar no autoclave, pH igual a 7,6.
Autoclavar.

O ágar-sangue será preparado com 10 '}"o de sangue estéril, ci-
tratado, de carneiro.

Filtrar. Distribuir.

4 - Estudada a colônia em ágar-sangue, transplantar uma
colônia para Sabouraud-glicose, incubando-a a 37°C, durante 24-48
horas, Passar depois para um tubo com cenoura, deixada à tempe-
ratura ambiente, para pesquisa de ascosporos, O restante do ma-
terial passa-se para ágar-simples (pH igual a 7,4).

5 - Prepara-se uma suspensão da levedura (1 a 2 cm3 de
uma suspensãoespêssa) e 4 tubos com caldo, contendo 'Osseguintes
açúcares: glicose, sacarose, lactose e maltose, Incubar 10 dias a
37°C.

Adiciona-se em cada tubo um pOUCüde uma mistura de vase-
lina- parafina.

Caldo + H. C.
Extrato' de carne 3 g.
NaCl 5 g.
Peptona Difco
Água destilada

10 g.
900 em:'.

Aquecer até fervere titular exatamente o pU à 7,2.
Adicionar 100 cm3 da solução indícadora. Filtrar. Distribuir
quantidades de 10 cm3. Autoclavar 15 minutos. Adicionar 0,5
cm3 de uma solução a 20 '}"O do H.C., osterilizado por filtração em
Seitz. O caldo não deverá ser conservado mais de 2 a 3 semanas,
devido à mudança no seu p'H.

.Para a 'Obtenção rápida de ascos, utilizamos geralmente uma
água de fécula de batata.
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Solução indicadora :

Bromotimol azul
Água destilada

0,04 g.
100 cm3•

Adicionar uma pequena quantidade de NaOH N para tornar a
solução alcalina.

6 - Preparar lâminas em "corri meal ágar",

62,5 g. de "corn meal"em 1.500 cm3 de água. Aquecer a 60°C.
durante 1 hora. F'iltrar através papel. Perfazer um volume de
1.500 cm3. Adicíonar 19 g. de ágar, Esterilizar. Filtrar em al-
godão. Distribuir. Esterilizar. Não há necessidade de ajustar o
pH. Fundir e distribuir em camada fina sôbre lâminas esterili-
zadas, e semear a cultura. Semeado o material, deixa-se incubado
à temperatura ambiente, durante vários dias.

Desidratar a lâmina, deixando-a à temperatura. ambienta du-
rante 36 a 48 horas. Corar 15 minutos com Lacto-fenol-azul-algo-
dão.

Cristais de fenol 20 g.
Ácido láctico 20 cms.
Glicerina 40 cmê.
Água destilada 20 cm'.

Dissolverem fogo brando (banho maria). Adicionar 1 g. de
azul algodão.

Descarregar o coranta e imergír em álcool a 70 '10 durante 10
minutos (até que o ágar seja completamente descorado). Passar
a lâmina em álcool a 95 '10, acetona, mistura em partes. iguais de
acetona e xilol e finalmente xilol. Tirar do xílol e montar imedia-
tamente em bálsamo neutro.

7 ,-- Pesquisar ascosporos em cenoura.
Nas pesquisas que empreendemos, por falta do "corri meal",

utilizemos para o preparo das lâminas o meio de Rivalier que é um
ágar-mole, a 0,5 '10.

Após a semeadura, o material era deixado na ante-câmara da
estufa (temperatura de 24-28°C), durante 3 a 4 dias. Secar em
estufa a 37°C.

Em alguns casos torna-se um pouco difícil a determinação de
certas espécies de leveduras e outras provas' são necessárias, tais
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como o método do auxanograma em fontes azotadas e de hidratos
de carbono.

Não chegamos a identificar até espécie, leveduras pertencentes
aos gêneros. Rhodoiorulá, Torulopsis e Sticcharomuces, pois achamos
que tais fungos precisam sofrer um estudo crítico, de revisão, das
espécies conhecidas, adotando-se então uma chave de classificação
que atenda aos interêsses práticos e científicos.

Na Secção de Micología da Faculdade de Medicina da Univer-
sidade d'e São Paulo, adotamos o seguinte plano geral na identifica-
ção das leveduras de interêsse médico:

1 - Ieolamenio da levedura: Meios de Sabouraud-glicose, Ge-
Iose glicosada e acidifícada pelo ácido tartárico a 1-2ro, Ágar-mel
e Sabouraud-mel, Quando o material está muito contaminado, se-
meamos primeiramente em Sabouraud-líquido ou em solução de áci-
do cítrico a 10ro. Após 12 a 24 horas em temperatura ambienta
ou na ante-câmara da estufa, passamos para os meios acima assina-
lados, incubando-os durante 24-48 horas na estufa a 37°C ou em
ante câmara da estufa (24-28°C).

2' - I deniificaçõo
2a. Verificar a temperatura ótima de crescimento (tempera-

tura ambiente, ante-câmara de estufa e estufa a 37°C).
2b. Estudar os caracteres macromorfológicos da levedura em

Sabouraud-glicose, Mosto-líquido e Caldo-Sabouraud. No caso do
Caldo-Sabouraud, fazer a leitura após 48 horas d'e incubação a
37°C. Anotar a formação da película, com ou sem bolhas de gás
na superfície do meio, crescimento em profundidade, ausência de
crescimento na superfície, etc.

2c. Estudar os caracteres micromorfológicos em água de fé-
cula de batata (24-48 horas, a 37°C), para observar a filamentação
ou não da levedura e formação de ascos, em ágar-mel e em Sabou-
raud-glícose, Praticar cultivos em lâminas, usando o meio de
Rivalier. Êste processo é de grande vantagem para a identifica-
ção das espécies pertencentes ao gênero Candida.

2d. Pesquisar os ascosporos, semeando a amostra isolada em
cenoura, ágar-mel, água de fécula de batata e bloco de gesso com
água corrente ou água manitada a 2%+fosfato de dipotássico a 5ro.

2e. Estudar os caracteres bioquímicos da levedura: Estudar
a fermentação dos carboidratos (Dextrose, Sacarose, Maltose e
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Lactose), tendo o cuidado de empregar soluções a 20'10 dos referi-
dos açúcares. Usar como indicadores o indicador Andrade ou o
azul de bromotírnol. Uma vez semeados os tubos, deixar correr
pelas paredes do tubo, mescla fundida de parafina e vaselina.

Verificar a ação da levedura sôbro o mosto-gelatinado,

2f. Verificar a utilização de diferentes fontes de C e Az por
parte da levedura (auxanograma dos H.C. e Auxanograma do Az).
Fazer a leitura após 24-48 horas e 6 dias. Como fontes de H.C.,
empregar: Dextrose, Rafinose, Maltose, 'Lactose, Sacarose e Inu-
lina.

Como fontes de Az, empregar: Asparagína, Peptona, Sulfato
de amônío, Uréia e Nitrato de potássio. Incubar na ante-câmara
da estufa (24-28°C).

2g. Inoculação da amostra em animais sensíveis, principal-
mente o coelho, por via endovenosa.

II - RESULTADOS OBTIDOS

Foram examinadas 150 gestantes, brancas, pretas e mulatas.
Dêsses exames, 37 foram positivos para leveduras (2 Saccharomu-
ces, 4 Candida tropicaliSl, 22 Candida albicans, 2 Candida krusei e
7 Torulopsis). A incidência de cogumelos foi portanto, de 24,6'10.

Foram examinadas 190 mulheres não grávidas, tendo sido íso-
das 28 amostras de fungos, bastante diferentes entre sí e bem di-
versos daqueles encontrados e isolados do conteúdo vaginal das
gestantes.

Assim, isolamos 9 amostras de Candida olbicoms, 1 Rhodoiorula,
3 Actinomyces, 7 Torulopeis, 2 Socchcromaice«, 4 Candida krusei,
1 Ccndida sp. e 1 levedura esporulada não identifícada. Incidência
percentual de 14,7. Dêsse modo, verifica-se que nas grávidas a inci-
dência de leveduras foi maior, fato êsteque está em concordância
com os resultados dos demais autôres,

Em trabalho que publicaremos posteriormente, analisaremos
a relação entre os achados micológicos e os principais dados clínicos
obtidos.

Êste nosso primeiro trabalho é de casuística e de generalidades
sôbre tão interessante assunto. Em outros, ventilaremos a parte
clínica es estudaremos os sintomas e os sinais colhidos nas pacientes
investigadas,
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GESTANTES

Caso ] dentijicação

1 Saccharomyces
2 Candida tropicalis
8 Candida albicans

12 Candida albicans
13 Candida albicans
14 Candida albicans
27 Candida albicans
32 Candida krusei
34 Candida albicans
37 Candida albicans
45 Candida krusei
46 Candida albicans
49 Candida tropicalis
51 Candida tropicalis
52 Torulopsis
54 Candida tropicalis
56 Candida albicans
57 Candida albicans
71 Candida albicans
72 Candida albicans
75 Candida albicans
77 Candida albicans
80 Candida albicans
85 Saccharomyces
94 Candida albicans
98 Candida albicans

108 Candida albicans
113 Candida albicans
118 Candida albicans
119 Candída albicans
121 Torulopsis
125 Candida albicans
129 Torulopsis
139 Torulopsis
141 Torulopsis
146 'I'orulopsís
148 'I'orulopsis
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NÃO GESTANTES

Caso Identificação

1 Candida albicans
9a Carrdida albicans

9b Rhodotcrula
22 Candida albicans
36 Actinomyces
39 Torulopsis
40 Saccharomyces
42 T'orulopsis
58 Candida albicans
76 Candida krusei
84 Candida krusei
98 Torulopsis
99 Candida krusei
101 Actinomyces

104 Actinomyces
107 Can dida krusei
108 Saccharomyces
116 Candida albicans
117 Caridida albícans
119 Candida sp.
145 Torulopsis
147 Levedura esporulada não identificada
147 Levedura esporulada não identificada.,
161 Candida albicans
172 Torulopsis
177 T'orulopsis
180 Candida albicans
181 Torulopsís
186 Candida albícans
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Zimograma Auxanogrnma dos 11. C.

s L Mse D s LD M

C. albicans

C. ste llatordca

C. tr opicalis

C. pclliculosa

C. parali rusei

C. chnlmersi

C. m aced oriie ns is

c. brumpti

* o a.uxa.nog ra.ma dos açúcares foi estudado no meio de Laurent.

+ O auxanograma da uréia é + ou -, dependendo do extrato de levedura juntado ao rne io.

+ Estas amostras não foram estudadas por Mackinnon e Ar ta.ga neyt ia. Os dados são obtidos de La.ngeron e GU8r1''1,.
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FIG. 1'1.°1 - Esfregaço vaginal. Grande número de bacílos de Dõderleín,

FIG. N.· 2 - Esfregaço vaginal. Leveduras (formas gemulantes) e ba-
cilos de Dõdcrleín.



FIG. N." 3 - Formas filamentosas de leveduras. Esfregaço vaginal.

FIG. N." 4 - Esfregago vaginal. Flora bacteríana míxta, predominante-
mente Grarn-negativa,



FIG. N.O 5 - Crescimento em Sa.boura.ud-Iíquldo, de algumas leveduras
Isoladas de vagina, Nota.r o crescimento superficial, em película, a ausência
de desenvolvímcnto na slll;!erfície e o crescimento em manguíto pcrltêrtco,

com numeroeas bolhas de 1\'(\,6.



FIG. N.' 6 - Aspecto de auxanogramas em fontes a.zotadas. Notar o crescimento
característico, em tõrno ela fonte nitrogenada.

FIG. N.' 7 - Numerosas colônias de leveduras isoladas da
vagina. Meio de Sabouraud-glicose.



FIG. N.0 8 - Aspecto de um auxanograrna e cultivo de material da vagina em placa
de Sabouraud-glicose.



INVESTIGAÇÕES SõBRE ALTERAÇÕES DA
::ESTRUTURA VEGETAL PELA AOÃO DO OALORc,

J. B. FERRAZ DE MENEZES JÚNIOR,
Químico do Instituto Adolfo Lutz.

A razão de ser destas notas nasceu de curiosas observações
.surg idas no decorrer dos trabalhos de rotina da Subsecção de Mi-
-croscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz.

Conquanto tais observações não apresentem motivo de inte-
rêsse coletivo, não deixam de ser uma curiosidade científica, aliás
muito pouco divulgada,

Quem quer que inicie estudos sôbre microscopia de alimentos,
encontra logo aos primeiros pBSSOS,inúmeros obstáculos, no campo
da Botânica, ainda mesmo que o candidato em questão possúa co-
nhecimentos gerais da matéria ou traga bagagem literária espe-
cilizada no assunto.

A dificuldade existente não é apresentada nem pela Sistemáti-
ca, com a sua diversidade de formas, espécies, gêneros, famílias, or-
dens e classes, nem pela Fisiologia, com as mais íntrincadas leis
que regem a vida vegetal, mas pela Morfología, disciplina que trata
da organização externa e da histologia da planta.

Diz Felix Rawítscher : "O estudo da Botânica só poderá ser
útil se for acompanhado de observações e demonstrações feitas no
-objeto vivo."

Se os estudos que todos nós fizemos desta ciência não preen-
cheram in totum esta justa asserção, foram pelo menos bem orien-
·tados por ilustrações clássicas, representando cortes procedentes de
plantas vivas.

No entretanto, êstes cortes deixam de apresentar os seus ca-
racterísticos histológieos típicos, quando o vegetal vem de sofrer a
ação do calor, em qualquer de suas modalidades : cozimento, decoc-
-ção, fritura, assamento e outras.

Estas modificações que, em Bromatologia, são de um valor ines-
timável na identificação microscópica dos alimentos, não são citadas
pelas autoridades na matéria, faltando quaisquer referências nos
.ccmpêndios que comumente se costuma consultar.
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Tendo em mente estas circunstâncias, resolvemos trazer; com a
presente nota, alguma contribuição ao assunto. Falaremos de pas-
sagem, para maior claresa, sôbre cortes anatômicos, exames de su-
perfície e de lupa, para depois tratarmos das alterações morfológi-
cas dos tecidos.

Cortes hietolôçicos. - São porções do material a examinar que,
devido a sua espessura muito delgada, permitem, por transparência,
o exame microscópico de sua estrutura.

São conseguidos por meio de aparelhosespeciais denominados
mícrótomos. Nestes aparelhos os cortes são obtidos em série, saem
uniformes e podem apresentar a espessura que se desejar. Essa es-
pessura é determinada em milésimos de milímetro (rnícra) e repre-
sentada pela letra grega ~t.

Conforme a natureza do material, os cortes são obtidos por con-
gelação, parafina ou à mão, podendo ser ainda, em certos casos, co-
rados pela hematoxilina, saf'ranina, eosina, etc.

O material deve ser previamente fixado em líquidos especiais.
Quando se trata de peças de origem animal, os fixa dores são os usa-
dos em anatomopatologia : líquido de Zenker, de Helly, formol a 1070,
seguindo-se os métodos usuais, escala de desidratação, etc. Para os
vegetais, usa-se o f'ixador para vegetais, cuja composição é a se-
guinte:

FIXADOR PARA VEGETAIS

Ácido acético 35 cc.
Álcool absoluto 25 cc.
Solução saturada de sublimado corrosivo .,. 25 cc.

Nem sempre se torna necessário o uso de cortes nos exames
microscópicos de alimentos. Usámo-lo sempre que deparamos com
caso suspeito de fraude em que a identificação se torna difícil pelo
simples exame de superfície.

Exame de superjicie. - É o que .se procede quando o material
apresenta condições propícias para ser observado microscõpícamente
por incidência direta. A maior parte dos exames se faz por êste
processo, que além de prático é eficiente.

Cada caso,porém, requer um tratamento especial.
Casos há em que se torna necessário lavar o material repetidas

vêzes, com água, para desernbaraçá-lo de certas substâncias, como o'
açúcar, o sal, etc., que prejudicam a sua observação. Outras vêzes é·
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:preciso tratá-lo previamente com álcool, éter, acetona, clorofórmio e
solventes especiais; submetê-lo à ação descorante do hípoclorito de
sódio, do cloral, do cloro nascente, da potassa, da soda, ou ainda do
bálsamo do Canadá e da glicerina, como diafanizantes, e dos óleos,
para casos .particulares, Na investigação microscópica das substân-
cias ricas em reserva amilífera, usa-se o lugol, cuja fórmula é a
seguinte:

LU GOL

(Solução de iôdo iodetada)
Iôdo metalóidico .. o o o o o o o o o o o o • o o o o • o • o

Iodeto de potássio o. o o o o o o o o o • o • o o o o • o o o

Água destilada . o o • o o o o o , o o o o o o o • o o , o o o

1,0
2,0

200 eco

Quando o material a examinar é cozido e apresenta fragmentos
muito pequenos e moles que dificultam a obtenção de cortes, colhem-
se alguns, passam-se para uma lâmina, onde são esmagados ou amas-
sados com o auxílio de um bisturi. Em seguida junta-se uma gôta
de água, cobre-se com uma lamínula, sõbre a qual se faz pequena
pressão afim de distender o material em camada bem tênue para ser
examinado por transparência,

Conseguem-se ótimas preparações raspando-se a superfície da
substância a examinar e procedendo como ficou dito acima quando
o material é duro e não se deseja fazer cortes.

Exame ele lupa. - Denomina-se lupa tôda lente ou combinação
de lentes com a qual se vê um objeto mediante uma imagem virtual,
direta e ampliada.

A lupa montada, que é um microscópio simples, para fracos
aumentos, presta inestimáveis serviços ao analista. Com tal aparê-
lho é possível distinguir sem dificuldade, tôda e qualquer substância,
quer a sêco, quer dissociada em um líquido apropriado.

O microscópio-lupa-binocular moderno, apresenta os aperfeiçoa-
mentos e requisitos necessáriospara ser considerado um aparêlho de
reconhecido valor e indispensável em um laboratório de análises mi-
croscópicas. A observação pode ser feita à luz refletida ou por
transparência, desde que se empregue um dispositivo adicional.

Cem o seu auxílio podemos selecionar tôdas as partes que nos
Interessam numa determinada mistura alimentícia. Tratando-se de
uma fraude, torna-se mais fácil a identificação dos elementos es-
tranhos, pescando-os por intermédio de um estilete ou de uma agulha
:de platina. O lugol facilita grandemente a pesquisa, quando os e1e-
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mentos suspeitos procedem de substâncias ricas em amido, como a:
banana, a abóbora, o chuchú, a pera, o marmelo, a batata, etc.

Suponhamos uma goiabada - caso muitíssimo vulgar - adulte-
rada com banana. Para a identificação procede-se da seguinte for-
ma: em um copo graduado de 250 cc. juntam-se 10 g do produto
que, com um pouco dágua, é amassado e transformado em pasta com
o auxílio de uma espátula,eem seguida lavado várias vezes com
água afim de ser desembaraçado do açúcar que mascara a reação,
principalmente quando a quantidade de amido é pequena; passa-se
o sedimento para uma ou várias placas de Petri com um pouco dágua,
juntam-se algumas gotas de lugoI, agita-se e leva-se à lupa. Co-
lhem-se os elementos suspeitos, corados em azul violáceo e que se
apresentam sob a forma de células avulsas, blocos de células amilífe-
ras e dutos típicos com células de tanino, todos pertencentes à banana.
Os demais elementos que, ao em vez de se corarem em azul, tomam a.
coloração amarelo-parda, são da goiaba.

Quando se examina um produto alimentício, entre as várias ope-·
rações preliminares, devemos nos certificar se êle é:

L o constituído por massa, pó ou pasta ;
2.o homogêneo ou não;
3.o simples ou composto;
4.° líquido denso ou fluido;
5.0 -constituído por fragmentos ou pequenos pedaços.

Com auxílio da lupa, colhem-se os fragmentos e demais elemen-
tos, suspeitos ou não, que interessam ao exame, fazendo-se cortes,
se necessário, aplicando-se os métodos e as técnicas recomendadas
para cada caso. Tratando-se de substância líquida, deve ser cen-
tr ífugada e, previamente dissolvida na proporção de 1 parte para 2
de água destilada estéril se for muito densa (xarope, mel,etc.).
Com o sedimento são preparadas lâminas que serão examinadas ao
microscópio com pequeno e grande aumentos (100x e 400x).

Alterações morfolóçicos dos tecidos. - O calor é um agente
modif'ícador por excelência. Presta reais serviços em todos os se-
tores da atividade humana, desde a leve temperatura das estufas de
laboratório até à dos grandes fornos das indústrias. O tecido vege-
tal, delicado na sua contextura, formado de células de composição
complexa, é tanto mais sensível à ação do calor, quanto mais elevada
for a temperatura e maior o tempo de duração do aquecimento.
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As substâncias alimentícias, tais como doces em massa, conser-
vas, condimentos, biscoitos, geléias, etc., sendo submetidas ao aque-
'Cimento durante sua elaboração, apresentam-se ao microscópio com-
pletamente modificadas.

Verifica-se primeiramente a desagregação das células e depois
a alteração do seu conteúdo, aumento de volume e mudança. de- côr,

Admite-se que a região mediana ou lâmina média que se in-
terpõe entre as paredes de duas células contíguas, seja constituída
de pectato de cálcio, formando uma espécie de cimento ínter-celular,
Pelo aquecimento essa substância péctica se dissolve e a desagre-
gação das células se processa,

O conteúdo celular, quando constituído quase que exclusiva-
mente de amido, é transformado em goma e a célula apresenta então
um volume muito maior que o primitivo.

Devido aos inúmeros derivados do protoplasma, a célula vegetal,
após aquecimento, demonstra uma leve mudança de côr e o apare-
cimento de granulações, massas e f'ilamentos, geralmente amarelados
que se tornam mais intensos, passando para uma tonalidade parda.
quando sob a ação do lugol,

Êstes compostos de origem orgânica são os seguintes: eritroâes-
trina, glicogênio, pectinas, mucilaqene, lipulio», cerideos, tonôiãee,
essências, resinas, glicósides azotadas, proteinas, diástases, quiiino
e ainda os pigmentos naturais e o latex de composição variadíssima,

Dentre as inúmeras alterações que o calor pode provocar nos
vegetais, citaremos as que se passam com os grãos de amido e com J$I

substâncias ricas em reserva amilífera como a batatínha, a batata
doce, a mandioca, a banana, o chuchú e o feijão, nas quais o aspecto
morfológico se transforma sensivelmente.

Apresentaremos microfotos do amido e ilustrações de cada' uma
das espécies citadas, mostrando os seus parênquímas antes e depois
de sofrerem a ação do calor.

Amido. - É a substância nutritiva de reserva mais comum e
Espalhada entre os vegetais. É encontrada em quase tôdas as partes
da planta: raizes, tubérculos, bulbos, caules, frutos e sementes.

Dá-se o nome de amido à matéria amilácea extraída dos cereais
e o de fécula à que é encontrada nos órgãos subterrâneos.

Apresenta-se sob a forma de pequenos grãos com dimensões e
conformação variáveis. Podem ser ovais, riniformes, p'iriforrnes,
políédrícos, elípticos, esféricos, truncados e possuir tamanhos que vão
de 0,002 a 0,180~l.
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São constitui dos por estrias mais ou menos acentuadas, forman-
do camadas concêntricas ou excêntricas ao redor de um hilo que pode
ser pontuado, estrelado, linear, etc,

Quando sêco, tem por fórmula (CüH1005) n.

Densidade média 1,5.

Não é solúvel no álcool, no éter, nem sensivelmente na água.
Entretanto o licor proveniente da filtração de uma mistura de amido
e água fria, toma a côr azul em presença do iõdo,

Em água fervente o amido aumenta de volume, hidrata-se, po-
dendo chegar a ter 30 vêzes o seu tamanho primitivo, formando fi-
nalmente a gôma que é uma substância semí-sólída, translúcida e de
aspecto gelatinoso. Cora em azul pelo lugol. Esta côr característica
desaparece na temperatura de 90°C, reaparecendo pelo resf'riamento.

Segundo lVIaquenne e Roux a fécula é constituída de 80% de
amilocelulose e 20;10 de amilopectina. A primeira é momentânea-
mente solúvel em água morna (40°C), mas separa-se sob a forma
de pequenos grãos irfselúveis, algum tempo depois, A segunda,
- amilopectina - matéria de natureza pectiforme, é que dá à goma
o aspecto de geléia.

Aquecido a 200° o amido transforma-se em dextrina,

Os álcalis transformam-no em gôma,

Sob a ação do ácido sulfúrico diluído passa primeiramente a
dextrina e depois à glicose.

É digerido pelos fermentos.

A amílase o transforma em açúcar.

De todos os componentes do vegetal, o amido parece ser o que
sente mais de perto a ação modif'ícadora do calor, motivo por que
os tecidos ricos desta reserva nutritiva sólida são os que apresen-
tam maiores alterações morf'ológlcas e estruturais.

A microfoto n.? 1 nos mostra diversos grãos de amido e de
fécula (batata, milho, feijão, trigo e mandioca) numa preparação
à fresco e com o aumento de 400 vêzes.

Na microfoto n.? 2' vemos os mesmos elementos, logo após
sofrerem a ação de ligeiro aquecimento. Notamos que todos êles
-estão deformados, grandemente aumentados, apresentando-se alguns
já partidos pelo excesso de volume.

~ I

Neste estado o amido não pode ser identificado ao microscópio.



Microfoto n,« ]()..

Microfoto n,» ~;f
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BATATINHA - Batata inglêsa - (Solanum tuberosum) (Fig. I)

o parênquima consiste de células arredondadas, grandes, isodia-
métricas, com pequenos espaços intercelulares nos ângulos e ricas
em amido.

As células da região medular não se apresentam em alas radiais.
O amido tem formas as mais diversas, sendo mais comum a

ovóide, a píríforme e a elíptíca. O hilo planta-se sempre na extre-
midade redonda e mais estreita do grão, é punctiforme e bem visível.
Em redor dele estão em série, as camadas excêntricas das estrias,
alternativamente claras e escuras.

Quando aqueci das (F'ig. II), as células tornam-se mais volumo-
sas e apresentam uma reticulação de malhas irregulares, pouco pro-
nunciadas, semelhante à de vidro fantasia (vidro ártico) de armá-
rios e vitrais, devido ao entumecimento dos grãos de amido. Com o
aumento de 100 x estas malhas são mais nítidas.

Notam-se filamentos estrangulados e granulações de côr amare-
la, procedentes de substâncias albuminóídes contidas na célula e pre-
cipitadas pela ação do calor.

BATATA DOCE - (Ipomcea batatas) (F'ig. III)

As células de que se compõem os tecidos são muito semelhantes
às da batatinha, são menores, havendo muitas retangulares e apre-
sentam espaços intercelulares. As células de latex contêm uma
substância de natureza resinosa que se torna amarela pelo lugol.

Os grãos de amido são muito irregulares e de tamanho muito
variado (de 2 a 30~t), são esféricos, poliédricos, ovóides, truncados e
em forma de dedal. O hilo é punctiforme ou estrelado e as estrias
são pouco numerosas.

Pelo aquecimento (F'ig. IV) as células sofrem as mesmas alte-
rações que as da batatínha. Quando dissociadas aparecem quase
sempre agrupadas em dois, três ou mais elementos e apresentam as
granulações e filamentos amarelos, bem como a reticulação típica
semelhante à dos vitrais, verificados nas células amiliferas da batata
inglêsa, Apresentam grande analogia com as células da banana
(variedade Musa paradísíaca}, como veremos.

MANDIOCA - (Maníhot utilissima) (F'ig. V)

As células do parênquima, ricas em amido, são isodiamétrícas,
notando-se maior número das alongadas, mais ou menos quadríla-
teraís.
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o amido tem várias formas e tamanhos. Os menores são esfé-
ricos, medem 8ft de diâmetro; os mais comuns medem 2'0[1, têm forma ..
de dedal, de capacete ou de esfera truncada por uma ou mais facetas
poliédricase apresentam hilo punctif'orrne ou estrelado. São mais
ou menos semelhantes aos da batata doce e estão por vêzes agrupados
em número de dois, três ou quatro elementos. Submetidos à ação
do calor (Fig. IV), as células se tornam maiores, de contornos lisos,
brancas, opacas, com aspecto característico que as torna fàcilmente
identificáveis. Nas células assim alteradas raramente se encontram
granulações amarelas, devido talvez à quantidade relativamente pe-
quena de latex existente na raiz.

BANANA - (Musa sp.) (Fig. VII)

o parênquíma do mesocarpo é constitui do por células de pare-
des finas, mais ou menos arredondadas,enquanto as do endocarpo
apresentam células poligonais ou alongadas. Estas células podem
estar cheias de grãos de amido ou se apresentarem quase ou com-
pletamente vasias, denotando o grau de amadurecimento do fruto.
'O amido é maior no endocarpo onde atinge 8511- de comprimento e vai
diminuindo de tamanho à proporção que alcança o mesocarpo ex-
terno.

O amido tem a forma de pera, de salsicha, de bastonetes cilín-
dricos, ovóide, elítico e apresenta. estrias concêntricas numerosas e
bem visíveis. O hilo está sempre situado numa das extremidades
do grão e é punctiforrne.

Quanto mais verde for o fruto, tanto mais ricas em amido são
as células. Estas, depois de aquecídas (F'ig. VIII), nos mostram mo-
dificações interessantes, ob.serváveis com maior facilidade quando
sob a ação do lugol.

As células provenientes da variedade "Musa Cavendish" (bana-
na nanica), são mais along adas e de paredes mais finas que as da
variedade "M. paradisíaca" (banana da terra), que são arredonda-
das e de paredes grossas. O aspecto morf'ológico dessas últimas,
muito se aproxima do da batata-doce, característica f'àcilmente re-
conhecível devido às células da batata doce serem quadrilaterais e de
membrana envoltória mais delicada que a da banana. A presença
dos vasos, que são diferentes, estabelece ràpidamente a, identidade de
cada uma destas células, no caso de haver alguma dúvida.



FIG. I
BATATINHA - crúa (400 X)

Parênquima amilífefO - Córte transversal

FIG. II
BATATE\HA - cosida (400 X)

Células amilíferas alternadas pelo calor



FIG. Il I
BATATA DOCE - crúa (100 X)

Parênquil11a amilífeco ~ Córte tru nsvcr sal

FIG. IV
BATATA DôCE - cosida - (400 X)

Células amil!feras alternadas pelo calor



FIG. V
MANDIóCA - crúa - (400 X")

Pa.rênquiroa amilífero - Córte tra.nsverxn I

MANDIóCA
FIG. VI

cosida (400 X)
Células amilíferas alternadas pelo calor



FIG. VII
BANANA crúa - (400X)
Células amilíferas diversas

FIG. VIII
BANANA - cosida - (400 X)

Células amilíferas, alteradas e sob a ação do iodo



FIGo IX
CHU-CHú - crú (400 X)

Parênquima amillfero - Cór te transversal

FIGo X
CHU-CHú - cosido - (400 X)

Células arní lífera.s, alteradas e sob a ação do iodo



FIG. XI
FEIJÃO - crú - (400 Xl

Parênquima amilífero - Córte transversal

FIG. XII
FEIJ ÃO - cosido (400 X)

Células amilíferas. alteradas e sob a ação do iodo
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CHUCHU - (Sechium edule) (F'ig, IX).

As células do mesocarpo são arredondadas e de paredes finas,
repletas de grãos de amido pequenos, redondos, ovais ou truncados.
O parênquirna amílífero do endocarpo é constituído por células meno-
res que as precedentes.

Aquecidas (F'ig, X), as células tornam-se maiores e os grãos de
amido abrem-se tomando a forma de pequenas esponjas, que são en-
contradas também espalhadas no campo microscópico e provenientes
de células partidas.

FEIJAO - (Phaseolus vulgaris) (Fig. XI).

Os cotilédones são constitui dos de células lsodiamétricas, de pa-
redes grossas e porosas. As da epiderme são pequenas e não poro-
sas. Os grãos de amido são elíticos, ovais, riniformes, triangulares,
irregularmente cilíndricos e mostram uma estrição bem perceptível.
O hilo, sempre presente, é linear, ocupa quase que o comprimento do
grão e dele partem pequenos raios.

Pelo aquecimento (F'ig. XII), as células do parênquima se des-
prendem, aumentam de volume, tomam coloração amarelada e adqui-
rem aspecto de ôvo de parasito. A membrana celular apresenta con-
tornos mais vivos e OS espaços constituídos pelos poros formam ver-
dadeiros canalículos, tornando as células semelhantes à esclérulas,
nas quais osespaços vazios foram preenchidos pelos grãos de amido
e substância protêíca (faseolina) , alterados pelo calor. Ê, de tôdas
as alterações, a mais interessante e original.

Tratando-se de um estudo comparativo, adotamos um só au-
mento para todos os desenhos apresentados neste trabalho. Prefe-
rimos o forte aumento de 400 vêzes, por tornar mais minuciosos os
detalhes estruturais das substâncias estudadas.

As plantas escolhidas para estas demonstrações são tôdas elas,
ricas em reserva amílífera.

Procuramos citar os pontos mais interessantes do jiarênquima
de cada uma delas e ilustrar, com a clareza que nos foi possível, os
característicos essenciais que acabamos de expor.

Não nos referimos aos demais elementos histolôgicos de cada
um dos vegetais citados, tais como vasos condutores de seiva, de
latex, feixes fibro-vasculares, células pétreas, de óleo resina, fibras,
-etc., porque somente alguns deles apresentam ligeiras modificações
pela ação do calor, conservando, os restantes, seus caracteres ante-
.rlores,
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I - Cultura sob atmosfera de dióxido de carbono. (*)

JOSÉ CARLOS RIBAS
Biologist~ do Depar-tamento de Produção Anima.I.

MANOEL DE BRITTO E SILVA
Biologista do Instituto Adolfo Lutz.

HISTóRICO

Depois que Bang e Stribolt 2 em 1897, descreveram o agente
causal do abôrto epizoótico da vaca e verificaram que o mesmo
germinava melhorem uma atmosfera parcialmente isenta de oxi-
gênio, tal particularidade tem sido obj eto de estudo por parte de
inúmeros pesquisadores.

Para os germes que necessitam de relativa anaerobiose foi cria-
do por Chudjkow" em 1896 a denominação de "rnicroaerófílo".

A técnica original de Bang, consistia na semeadura do material
suspeito em ágar-sôro-gelatina, O desenvolvimento das colônias co-
meçava de uma certa distância da superfície do meio para o fundo
do tubo, enquanto que na superfície do mesmo, o crescimento era
mínimo ou nulo. A técnica de Bang como era de esperar-se, nem
sempre fornecia bons resultados devido às constantes contamina-
ções, por germes estranhos.

Em 1908, Nowak 19 estuda a biologia da Brucella abortus, con-
cluindo pela exigência para seu desenvolvimento de uma pressão de
oxigênio nem muito forte, nem muito fraca e por isso introduz uma
nova técnica para o seu cultivo.

O método sugerido por Nowak consistia em semear o material
a examinar em vários tubos ou placas, contendo meios especiais,
que conjuntamente com outros tubos de ágar-simples previamente
semeados com Bacillus eubtiiis, eram colocados em um frasco her-
meticamente fechado; devido à rarefação do oxigênio provoca da

(*) Trabalho apresentado na 2." Reunião Quinzenal do Instituto Adolfo Lutz,
-ern 20 de Fevereiro de 1946.
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pela ativa germinação do citado bacilo, obtinha-se uma atmosfera
propícia ao desenvolvimento da Brucella abortue.

Wherry e Olivíer 32 em 1916, foram os primeiros a empregar a
rudimentar técnica de Nowak no isolamento de uma Neísseria, con-
seguindo isolar a N eieseria aonorrhaea de três casos difíceis: de um
menino de 4 anos, uma menina de 11 anos anos e de um homem de
26 anos.

Chapin? que, em 1918, sugeriu a cultura inicial do gonococo em
meios contendo proteínas não aqueci das incubando-os em atmosfera
de di óxido de carbono, usou um processo simples, mas não muito pre-
ciso, que consistia em colocarem-se os tubos ou placas em uma jarra
e dentro dela um pedaço de vela, acesa. Esta técnica que dá so-
mente 3% de C02, foi recomendada por Parker e Hudsonv ainda
em 192'6.

Ruediger= em 1919, demonstra a vantagem da exclusão do
ar nas culturas do gonococo,

Em 1919, Kohsnann trabalhando somente com duas amostras
de meningococos, estuda a importância da reação dos meios de cul-
turaem relação à atmosfera de dióxido de carbono, demonstrando
que o crescimento se realiza em diversos pontos da escala de Sõ-
rensen nos incubados em C02, não se dando o mesmo apenas a 37°C.

Swartz" em 192'0, descreve um método para reduzir a tensão
de oxigênio.

Cohen e Markle- 1916, Cohen? 1918, e Cohen e Fleming"
1918, publicaram uma série de artigos demonstrando a vantagem do
emprêgo da redução da tensão de oxigênio no isolamento do menin-
gococo. No primeiro recomendam a técnica do B. subtiles por êles
modificada. Acham que o meningococo é um microaerófilo, neces-
sitando para seu desenvolvimento de uma atmosfera composta apro-
ximadamente de 10510 de C02, e 90510 de ar.

Com relação à Brucella abortus outro germe microaerôfilo, esta
peculiaridade cultural foi perfeitamente estudada por Huddleson ,r.
em 1921 e por Theobald Smith= em 1924, que demonstraram ser
a concentração de dioxído de carbono um importante fator de estí-
mulo no crescimento daquela bactéria.

Êste ponto de vista foi amplamente confirmado por Vallery e
Rettger> em 1927, Walker" em 1932 e mais recentemente por Gla-
dstone, F'ildes e Ríchardson 15 em 1935.
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ultimamente, novos trabalhos se sucedem, tendo Thompson"
em 1935, descrito um método para obtenção de díoxído de carbono;
Nye .e Lamb 20 1936, proposto a denominação d'e "mephitibic" para
as bactérias microaerófiIas; Carpenter" e outros 1941,estudado pro-
cessospara o isolamento das mesmas; FoUey14 1941, descrito uma
maneira de cultivá-Ias em placa de Petrí ; Rose22 1942, apresentado
uma estufaespecial destinada exclusivamente ao seu cultivo; Sharz-
man e Bierman= 1942, aconselhado a agitação constante das culturas; ,
Levine e Líedentopf> 1942, ideado um aparelho para nelas introduzir
quantidades certas de gás carbônico e Brewer- 1942, descrito uma
técnica de cultivo em placas.

Opiniões valiosas, no entanto, como as de Torrey e Buckell 29

1921, Cook ,& Sttafford 121921, Erickson ,& Albert 13 1922 e entre
nós Arlindo de Assis 1925, negam a influência da atmosfera de
dioxído de carbono como fator de crescimento nas Neisserias.

Em 1940 e 1941 Sara Brahan- publicou duas monografias
sôbre meningococos e não tocou no assunto em questão.

Schanb & Foley> (1943) acham desnecessária a redução da
tensão do oxigênio para o isolamento original do meningococo, mas
aconselham para a manutenção da coleção de culturas, a incubação
nas jarras com CO2•

MATERIAL E TÉCNICA

Tendo havido, nesta capital um considerável surto de meningite
célebre-espinhal epidêmica, no decorrer do ano de 1945 e princípios
de 1946, procuramos aproveitar o abundante material enviado ao
Instituto Adolfo Lutz pelo Hospital Emílio Ribas para exame bac-
teriológico, material êsse colhido em ótimas condições e semeados
quase sempre poucas horas após. (*)

Sabemos que entre as várias bactérias que podem provocar a
inflamação das meninges, o meníngococo (N eisseria introcelluia-
ris) é sem dúvida a de maior importância.

(*) Posteriormente tivemos oportunidade de estudar casos do interior do Estado:
Um líquido remetido pelo Centro de Saúde de 8orocaba e outro pelo de Mococa. Em
ambos, apesar da distilncia e número de horas de viagem conseguimos isolar e iden-
ti ficar a N'eiseeria int.raceltulcu'is, graças ao ernpr'êg'o da atmosfera de di6xido de car-
bono, não se havendo verificado vegetação pelo processo corrsum. Eln casos anteriores,
os líquidos enviados do interior, semeados sõrnent e a 37°C, quase sempre rorn sctam
,resultados negativos.



196 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

E por ser o rneníngococo bastante exigente em relação à cultu-
ra, não vegetando em meios pobres de proteínas nativas e em alguns
casos não vegetando de modo algum, apesar do exame direto revelar:
inúmeros diplococos Gram negativos, procuramos verificar o seu
desenvolvimento semeando os líquidos cêf'alo-raquidianos, em meios:
apropriados, que eram sempre incubados, comparativamente, em es-
tufa a 37°C e em jarras contendo aproximadamente 100/0 de dioxído
ele carbono, igualmente colocados a 37°C.

Sôbre a influência da atmosfera de CO2, como fator de estí-
mulo no crescimento das Neisseriae .. como já frisamos, na parte
histórica, as opiniões se dividem, sendo algumas favoráveis, outras
contrárias, havendo até contraditórias.

As semeaduras foram sempre realizadas em meio de ágar-ovo,
por nós escolhido peloseu ótimo comportamento na rotina.

A fim de obter uma atmosfera de dióxido de carbono, em
lugar de usar recepientes apropriados de. elevado custo, adota-
mos com bons resultados, jarras de vidro, com capacidade de dois
litros, iB.bricadas nos Estados Unidos, da marca "Ideal AIl Glass Jar",
empregadas usualmente para conservas e compotas de frutas.

Simplificando a técnica de Wadsworth", colocávamos em um
dos ângulos do fundo da referida jarra, meia grama de carbonato
de sódío, depositávamos com todo cuidado os tubos já semeados e
inclinávamos ligeiramente a jarra, de modo que o carbonato ficasse
em situação um pouco mais elevada e com urna pipeta Pasteur, deixá-
vamos cair suavemente cêrca de 10 cm3 de ácido sulfúrico a 10% ..
Fechávamos hermeticamente a jarra, tendo o cuidado de untar com
vaselina a rolha de borracha. Voltada novamente a jarra, a sua po-
síção normal o ácido punha-se em contado com o carbonato, havendo
desprendimento de gás carbôníco e evitando-se, dêsse modo, o in-
cômodo ernprêgo do tubinho para o ácido.

Em cada. caso, o líquido céfalo-raquidíano era semeado em dois
tubos de meio, em quantidades iguais, em média dez gotas para cada
um, usando-se a mesma pipeta Pasteur, sendo um dêles colocado na:
jarra em atmosfera de dióxido de carbono à 37°C e outro teste-
munha somente a 37°C.

É importante notar que nunca semeamos pela segunda vez o
líquido do mesmo doente, nem utilizamos outro meio de cultura, o
que viria dificultar e mesmo alterar nossas conclusões.
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Observávamos sempre o crescimento até 72 horas e anotávamos
os casos em que havia maior ou igual vegetação nos meios colocados
em atmosfera de dióxído de carbono ou vantagem em tempo isto é.
antecedência de 24 ou 48 horas sôbre o crescimento simplesmente
a 37°C.

Os quadros a seguir nos dão uma idéia bastante clara. O pri-
meiro resume nos 248 casos ou líquidos estudados, os resultados
proporcionais entre os exames diretos - positivos e negativos -
e os resultados das culturas - positivas e negativas. O segundo
quadro resume o resultado comparativo das culturas positivas
incubadas em atmosfera de dióxído de carbono e pelo processo
comum, isto é, na estufa à :37°C.

RESULTADO GERAL DOS CASOS OU LÍQUIDOS ES-
TUDADOS: RESULTADOS DAS DIVERSAS PROPOR-
çÕES ENTRE OS EXAMES DIREITOS: POSITIVOS
E NEGATIVOS E AS CULTURAS: POSITIVAS E

NEGATIVAS

Exci'/)W

Direto
Positivo

Exame
Iriret.o

Negativo

I--~-~~~--~-~.-[7~,~9;"~~1~-~1
Cultura positiva 87 44

(66,41) (33,59)

Cultura negativa
[23,01]

26
(22,22)

Total

[52,82]
131

(100,00 )

[100,00]
135

(54,44)

[67,41]
91

(77,78)

[47,18]
117

(100,00)

Total
[100,00]

113
(45,56 )

[100,00]
248

(100,00)

As quantidades entre parêntesis representam percenta-
gEm sobre ° total das linhas correspondentes.

As quantidades entre colchetes representam percentagem
sôbre o total das colunas correspondentes.
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COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS DE CULTURAS
INCUBADAS EM ATMOSFERA DE CO2 E PELO PRO-

CESSO COMUM, NOS CASOS POSITIVOS.

I Percentaçem.»» deOO?nparação
Casos sôbre o total

de casos

Exclusividade de crescimento
15 11,36

em atmosfera de CO2

Antecedência de 48 horas na
vegetação em atmosfera àe 12 9,09
CO2

62,87

Antecedência de 24 horas na Ivegetação em atmosfera de 56 4.2,42
CO2

I II
Concomi tãncia de crescimento I 49 I 37,12

Antecedência ou exclusividade I O 0,00
de cresc. pelo processo comum. I
Total ••••••••••••• 0.0 ••••••• I 132 I 99,99

CONCLUSõES

1 - Trabalhando com líquidos céfalo-raquidíanos corresponden-
tes a 248 doentes, usando como meio de cultura âgar-ovo, incubado
a 3700 e em atmosfera de mais ou menos 10% de COz, também a
37°C, foi possível, conseguir-se, como demonstram os quadros anexos,
exclusividade de vegetação do meningococo em atmosfera de CO2 em
15 casos (11,36 %) ; antecedência de 48 horas em 12 casos (9,09 %) ;
antecedência de 24 horas em 56 casos (42,42 % ) ; bem assim como con-
comitância de crescimento em 49 casos (37,12). Em nenhum caso
houve antecedência ou exclusividade de crescimento pelo processo
comum, estufa a 37°C (0,00 % ).
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Somados> todos os casos, obtivemos uma vantagem global de
62,87 por cento, com o emprêgo da atmosfera de CO2, o que não
é nada desprezível.

2 - Como consequência destas verificações, parece-nos de
grande utilidade o uso corrente da atmosfera de COz, no isolamento
inicial do meningococo, e das restantes Neisserias, nos laboratórios.
incumbidos de tais exames.

RESUMO

Com a finalidade de obter culturas do meningococo de um
modo mais constante e precoce, partindo do líquido céf'alo-raqui-
diano de doentes de meningite cérebro-espinhal epidêmica incuba-
ram-se os meios de cultura semeados, - ágar-ovo -em atmos-
fera de mais ou menos 1070 de dióxido de carbono a 37°C.

Todos os casos experimentados foram testemunhados por tubos
contendo o mesmo meio de cultura, semeados de modo idêntico e
colocados a 37°C.

Dos 248 casos estudados, 131 resultaram culturas positi vas e
117 negativas.

Entre os 131 positivos, houve vantagem para os incubados em
atmosfera de COz de 62,8770.

Tendo-se em vista o resultado acima, preconiza-se a incubação em
atmosfera de dióxido de carbono no isolamento inicial do menin-
gococo.

SUMMARY

The AA. incubated cultura media at an atmosphere of appro-
xímately 10% CO2, for the quick isolation of meningococcus from
spinal fluid of patíents suspected of cerebrospinal-meníngitls.

All cultura media so íncubated were controlled by similar media
íncubated at 37°C. Posítive cultures were obtained in 131 of 248
cases.

The íncubatíon at an atmosphere of 10% COz off'ered an advan-
tage of 62,87 per cento

Considering these results the AA. advíse the íncubation ai an
atmosphere of 1070 COz for the initial ísolation of meníngococcus,
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Dois casos de exclusividade de crescimento em atmosfera de CO2, fotografias de
24 horas.

Caso de exclusividade de crescimento
em atmosfera de CO2• mostrando o ta-
manho enorme das colônias em 48 horas.

Caso de vantagem de 24 horas na ve-
getação.
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VARIAÇÕES NAS FóRMULAS LEUCOOITAHIAS

JOSÉ LOPES NETO
Biologista do Instituto Adolfo Lutz.

Uma vez que nas fórmulas leucocitárias empregam-se, ao lado,
dia observação qualitativa da amostra sanguínea considerada, núme-
ros na expressão quantitativa dos resultados, há, com relação a elas
uma, até certo ponto falsa, noção de acuracídade. Já pelo fato de
na sua execução ser examinada uma, amostra, e bem pequena, dum
humor tão complexo e variável como o sangue, verifica-se a relati-
vidade da acuracídade de tais exames. Além disso, ao determiná-
Ias, defronta-se o analista com uma série de f'atôres que determinam
o aparecimento de erros nos resultados obtidos.

Há da parte de alguns, a convicção de que é mais importante a
análise qualitativa do sangue, com a verificação de alterações dege-
neratívas, anormalidade e imaturidade dos elementos sanguíneos,
etc, que a observação quantitativa das porcentagens dos diferentes
grupos leucocitários, sendo desnecessária, por tal razão, uma grande
acuracidade da fórmula leucocitária. Tal, porém, não se dá. Os
aspectos, quantitativo e qualitativo, das fórmulas leucocítárias têm
importância idêntica e é da avaliação conjunta de ambos que se
obtém as mais exatas informações para o diagnóstico clíníeo. Par-
ticularmente, os dados quantitativos são de grande importância no
diagnóstico, prognóstico e na observação da evolução das moléstias,
principalmente das mfecciosas, quer expostos como habitualmente
no hemograma de Schilling, quer sob a forma de índices tais como
os de Medlar, Houghton, Crawf'ord, etc.

Desta maneira, ao lado da cuidadosa observação qualitativa,
deve aexpressão quantitativa da fórmula leucocitária ser rigorosa
quanto possível, pelo emprêgo de medidas que reduzam o êrro a.
que está sujeita.

Tais erros, podem ser reunidos em dois grupos:

I - erros de ordem técnica;
II - erros de ordem dístribucíonal.

Os primeiros que reunem tõda uma série de erros técnicos tais
como execução defeituosa dos esf'regaços, coloração deficiente, erros:



VARIAÇÕES NAS FÓRMULAS LEOGOCITÁRIAS

na classificação dos leucócitos, etc, podem ser reduzidos pelo aprí-
moramento da técnica empregada e dos conhecimentos do exami-
nador. Não serão por nós considerados.

Os segundos, independentes do examinador, decorrem da de.:...
sigual distribuição dos diferentes leucóeitos no esfregaço, pela.
variação da probabilidade de localização dos mesmos. No caso. par-
ticular dos esfregaços feitos em lámina a distribuição é ainda modí-
f'icada pelo fato de tenderem os leucócitos de maior tamanho a Se'
coletar nos bordos, e os de, menor tamanho no centro. O emprêgo
de osfregaços em Iamínulas evita esta última causa de êrro, mas o'
método da lâmina, mais prático, embora menos acurado, é mais
frequentemente empregado, sendo o êrro grandemente reduzido pe10'
emprêgo de um método. de contagem que lelve em conta a marginação-
e centralização leucocitárias, como sei a o "Método de Contagem em
Zig-zag nos Quatr,o Cantos", de Schílling, no qual conta-se em cada
canto do esfregaço um quarto do número total de elementos que se
pretende considerar, e de tal maneira que sejam percorridos campos
quer do bordo, quer do centro da preparação.

Preenchidos os requisitos citados, a acuracídade das fórmulas.
leucocitárias passa a ser função do número total de Ieucôcitos con-
tados. De fato, decorrendo as variações da amostra sanguínea dis-
tendida na lâmina, da desigual distribuição dos diferentes Ieucócitos
na mesma, quanto maior o número de leucócitos contado, tanto me-
nores os desvios em relação ao valor real.

É objetivo do presente trabalho:
1.0 - verificar as variações das fórmulas leueocitárías corres-

pondentes a diferentes números totais de leucócitos enumerados,
2.° - julgar da aplicação prática dos resultados obtidos.
Para tal procedeu-se à verificação dos desvios das porcentagens

dos diferentes grupos leucocitáríos, obtidas pelas contagens de 100,
200 e 400 leucócítos comparando-as. com as em que 500 foram
enumerados.

Os dados referentes a 500 leucócitos foram escolhidos para
valôres base pelas seguintes razões:

1.0 - o número de 500 leucócitos é suficientemente grande para,
não determinar variações dle grande amplitude;

2.° - é praticamente o máximo empregado nos exames hema-
tológicos, sendo só muito raramente utilizados maiores valôres.

3.° - a contagem de 500 elementos não demandando muito-
tempo para sua realização pode ser utilizada na prática diária.
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Não empregamos as médias dos tvalôres encontrados corno
valôres-base, pela razão já citada. dos desvios serem reduzidos pelo
aumento do número de leucócitos contado, o que faz com que elas
sejam menos exatas que os dados referentes a 500 leucócitos.

MATERIAL E MÉTODOS

Esfregaços de sangues normais e patológicos, em lâminas,
corados pelos métodos de Leíshman e May-Gruenwald-Giemsa.

Para enumeração dos leucócítos foi empregado o método de
contagem em zig-zag nos quatro cantos.

Foram examinadas 50 lâminas selecionadas, de cada uma esta-
belecendo-se as fórmulas Ieucoeitár ias correspondentes a 100, 200,
400 ,2 500 leucócitos.

Em cada caso foram calculadas as variações absolutas dos dife-
rentes grupos de Ieucócitos das fórmulas leucocitártas correspon-
dentes a 100, 200 e 400 elementos. Êstes resultados foram agru-
pados em tabelas para cada grupo leucocitárío, ou seja: eosinófilos,
basófilos, neutrófilos, linfócitos, monócítos e plasmócitos.

Com referência a cada um dos grupos acima foram calculadas:
1.0 - a média das porcentagens correspondentes a 500 leu-

cócitos:

2.° - as médias das variações absolutas referentes às conta-
.gens de 100, 200 e 400 leucócitos :

MV100

MV200

MV400

3.° - as variações médias relativas, parciais, correspondentes:

VMR100 MV100

Mõoo
VMR200 MV200

M500

VMR400 MV400

Mõoo

4.° - as variações médias relativas globais.

Os resultados encontrados estão expressos nas tabelas seguintes:
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I I VARIAÇAO ABSOLUTA DOS

Porcentagens EOSINóFILOS

Casos em 500
leuc6citos Número de leuc6citos contados

(va.Ior es-ba se)

I I100 200 400

1 0,6 0,4 0,1 0,1
2 2,4 0,4 0,8 0,15
3 25.0 2,0 4,0 0,25
4 6,6 0,6 1,1 0,35
5 1,6 0,6 1,1 0,15
6 21,6 6,4 3.9 l,15
7 3,0 1,0 0,5 0.25
8 3,4 1,6 0,4 0,1
9

I
1.0 3,6 0,1 0,35

10 1.8 O 0,5 0.25
11 33,0 1,2 0,7 0.45
12 I 24.6 3,0 3,0 1,0
13 7,0 3,0 1,5 0,5
14 I 2,0 2,0 1,5 0.5
15 8.6

I
4,6 0,1 0,15

16 1.4 0.4 0,4 0,1
17 7,4 0,4 0,9 0,9
18 4.6 0.4 1.6 0.15
19 9.4 i 0,6 1.1 0,35
20 1.8 0,2 0.2 0,05
21 0,2 , 0.8 0.3 0.05
22 1,2 0.8 O.S 0:3
23 5,0 2.0 O.;' 0,5
24 18.2 4,2 v. , 0,7
25 5,0 O 1,5 0.5
26 8,4 0,4 0.1 0.4
27 11,4 2.4 0.1 0,5
28 2,4 1,6 0,6 0,4
29 O O O O
30 3.6 1,4 0,1 0,4
31 0.6 0,4 0,1 0.1
32 3,2 1.2 0,2 0.2
33 5,6 4,4 1,4 0,4
34 4.4 1.4 0.6 0,4
35 24,8 8,S 3,8 0,55
36 1,0 1,0 O 0,25
37 1,4 1,6 0,6 0.15
38 2,6 1,4 0.1 0.4
39 O O O O
40 12,2 5,2 3.2 0,95
41 6,2 1.8 0.2 0,05
42 3,6 2,G 0.1 0.1
43 0,6 0.6 0.1 0.15
44 7,2 0,8 1,8 0.7
45 24.6 1,4 1.9 0,9
46 6,2 0,8 0,3 0.45
47 3,2 0,8 0,8 0.3
48 21.4 2.4 1,9 0.6
49 5.0 ° 0,5 0.25
50 3,0 1,0 0,5 0,25

Carticterieticae estatísticas

M - 7,19 VMR - 22,94 0/0- -
500 100

MV - 1,6'5 VMR - 13,62 0/0- -
100 200

MV - 0,98 VMR - 4,72 0/0- -
200 400

MV - 0,34-
400
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VARIAÇÃO ABSOLUTA DOS

Porcentagens BASõFILOS

Casos em 500
Ieucócitos Númer-o de leucócitos contados

(valores-base)

I100 200 400

1 ! O O O °2 1.2 1,2 0,3 0,3
3 i 0,8 0,8 0,8 0,3
4 0,4 0,6 0,6 0,1
5 0,2 0,8 0,8 0,3
6 J 2,8 0,2 0,7 0,2
7

/ ° ° ° O
8 2,0 1,0 0,5 0,25
9

I
1,0 ° 0,5 0,25

10 0,2 0,2 0,2 0,05
11 O O ° O
12 1,2 1,2 1,2 0,45
13 0,6 0,4 0,4 0,1
14 1,0 O O 0,5
15 ° () O °16

,
0,4 0,4 0,1 0,15

17
,

0,4 0,4 0,4 0,1
18 0,4 0,6 0,1 0,1

I
19 0,4

I
0,6 0,1 0,15

20 0,4 0,4 0,4 0,4
21 O O O O
22 0,4 0,6 0,6 0,1
O" 0,4 0,6 0,1 i 0.1"o

• 24 1.0 O iJ.5 I 0,5
25 0.8 0,8 0,3 0,05
26 0,2 0,2 0,2 0,05
27 0,8 1,2 0,7 ! 0.2
28 0,6 0,4 0,4 0.1
29 ° O O °30 0,4 0,4 0,4 0,4
31 0,8 1,2 0,2 0.05
32 0,4 0.4 0.4 0,1
33 1,6 1,6 OA 0.6
34 0,4 0,6 0,1 0,15
35 0.4 0,4 0,6 0,1
36 O O O I)

37 0,8 0,2 0.2 0,2
38 0,4 0,4 0,4 0,1
39 1,0 1,0 0,5 0,25
40 0,6 0,4 0.1 0,15
41 0,6 0,4 0,1 0.15
42 0,2 0,2 0,3 0.00
43 0,4 O 0,1 0,15
44 o.s 0,4 0,1 0,35
45 0,2 0,2 0,3 0,05
46 1.0 O 0,5 O
47 0,2 0,2 0,2 Q,2
48 0,8 0,8 0.5 0,2
49 0,2 0,2 0,2 0,2
50 0,2 0,8 0,3 0.05

Caructeristicae estatísticas

M - 0,61 VMR - 72,13 0/0- -
500 100

MV - 0,44 VMR - 50,81 0/0- -
100 200

MV - 0,31 VMR - 26,22 0/0- -
200 400

MV - 0,16-
400
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VARIAÇÃO ABSOLUTA DOS

Porcentagens NEUTRóFILOS

Casos em 500
Ieucócitos Nú me ro de Ieucócitos contados

(valores-base)

100 I 200 I 400

1 83,8 0,8 0,7 1,2
2 34,0 O 1,5 0.75
3 44,8 5,8 3,8 1.05
4 25,6 1,4 0.1 0,4
5 69,2 3,2 1.7 0,3
6 41.8 4,8 3,3 1,3
7 62,0 8,0 5,5 0,25
8 45,4 0,4 3,4 0,85
9 49,8 1,2 1.3 0.3

10 56,0 O 1,5 0.75
11 67,6 4,6 2,6 1.6
12 40,2 5.2 1.7 ~.2

I13 58,2 7,2 5,7 1,7
14 69,2 3,2 2.2 0.3
15 67,6 3,4 0,4 0,6
16 63.6 0,4 6.6 0.1
17 47,4 1,4 3,1 0,15
18 63,6 7.6 4,1 0,35
19 54,8 0,9, 1,3 0,55
20 , 67,4 1,6 1,1 0,15
21 35.4 0,6 2.4 0,1
22 55.2 4,2 o , 0,95v,1
23 55.6 1,6 .2,1 2,1 I24 56,4 5,6 S,6 3,6
25 64.0 O ~"O 1.25
26 44,0 10,0 2,0 1,0
27 59,2 3,2 0.8 0,45
28 62,0 2,0 1,0 1,0
29 93,0 1,0 0,5 0,75
30 64,4 1,4 0,9 0,1
31 66,4

I
4,6 0.6 2,1

32 54,0 6,0 4,0 1,0
33 46,0 10,0 10,0 0,5

I 34 69,8

I
2,8 0,3 1,05

O" 46.2 9.8 4,8 0,55""36 67.4 5,6 3,6 1.1
37 49.8 7,8 4,3 0,05
38 60.8 0,2 2,7 0.7
39 63,8 5,2 1,8 0,7
40 63,4 4,6 5,1 1,1
41 66,0 O 3,5 0,25
42 47,0 5,0 0,5 0,5
43 63.6 1,6 0.1 ü.35
44 60,8 5,8 2,3 0,7
45 45,4 5,4 4,4 1.15
46 69,4 1,4 1,1 1.35
47 69,0 4,0 2.5 0,25
48 48,2 9,8 7.3 1.3
49 70,8 3,8 2,8 0,8
50 67,2 1,8 0.7 2,45

I Características estatísticas

M - 57,9 VMR - 5,99 0/0- -
500 100

MV - 3,34 VMR - 4,86 0/0- -
100 200

MV - 2,72 VMR - 1,57 0/0- -
200 400

MV - 0,88-
400

1
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Casos

Porcentagens
em 500

leucócitos
(valores-base)

1
2

4

7
8
9

10
11
12
13
14
15
15
17
18
1\1
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

34
35
;~ G
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

12,8
59,4
26,4
61,2
21,2
3 O O
3Ú
44,4
?? O
37:4
26,0
22,,1
29,8
23,4
16,4
21,0
38,8
25,2
27 "1
2Ú
63,6
39,2
33,8
17,2
25,0
36,8
25,4
30,0
6,6

29,0
30,0
;]8,8
43,6
22,8
21,8
28,0
43,0
29 6
;10:0
20,2
24,2
47,4
33,2
27,6
24,0
15,0
25,6
18,0
20,6
26,8

VARIAÇW ABSOLVTA DOS
LI~FóCITOS

200 400

Núrner-o de leucócitos contados

100

0,2
1,6
3,6
1 ?

2:8
4,0
8,2
1,4
2,0
2,6
3,0
1,4
3,2
4,6
2,4
3,0
0,2
4;8
1,4
0,4
0,6
4,8
2,8
0,2
2,0
7,8
0,6
7,0
1,6
O
6,0
5,2

11,6
4,8
1,8
4,0
5,0
0,4
') O
0:2
12
Ú
1,8
3,4
4,0
0,4
4,6
3,6
3,4
1,0

, 9

~'4
Õ:S
1,8° ?3;5
5,2
0,1
2,0
3,6
1,5
1,9
1 ')
3,1
1,4
8,5
2,8
3,8
0,1
0,1
') 4
2;8
1,2
3,7
1,5
3,3
9 ,

'1:0
1,6
0,5
0,5
'J ,)11:6
0,3
0,3
2,0
2,0
1.1
1,0
0,7
9 o'-','"
0,1
0.7
0,4
2,5
1,6
2,6
3,6
3,9
0,7

0,8
06
Ú
0,45
0,05
0,25
O ()
0,15
1,;")

0,6 ;)
0,23
0,85
0,9 ;)
1,15
0,3 ;)
0,75
0,7
0,55
0,85
0,9
0,15
0,55
1,75
2.2
1,75
0,7
0,9
0,5
0,6
0,5
') O'1:2
0,6
1..45
0.55
0,75
0,75
0,1
0.75
0,45
0,05
0,4
(1, ~~

0,65
O
0,6
0,6
2,85
0,4
2,7

Caracterieiicas estatísticas

M 29,75 VMR 9,81 ~:,~
500 100

VM 2,92 VMR 7,15 0/0
100 200

VM 2,13 V;l;IR 2,65 S/c
200 400

VM 0,79
400
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Casos

Porcen rn gen s
em 500

Ieucõcitos
(va.Ior'es-ba.se)

V_"RIAÇAO ABSOLCTA DOS
MONélCITOS

Xún1ero de leucóciios contados

100 200

3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
H
15
16
17
1S
1D
20
21
22
23
24
2"
26
27
28
2D
30
31
32
33
34

37
;38
3fl
40
41
42
43
44
4fi
4G
47
48
49
50

2,6
2,8
2,8
5,8
7,G
3,6
2,0
4,6
2,6
5,4
4,6
5,2
3,8
4.4
7,4

1:3.6
6,0
6, O
8,0
1,8
0,8
4.0
4.4
"7 .,

4,0
10,0
3,2
5,0
0,.1
2,6
2.2
3.2
3,2
2, G
6,8
:,6
5.0
6,6
4,0
3,4
3.0
1,8
2,2
3,8
5,8
8,(;
2.0
8,0
3,2
2,8

0,4
0,2
1,2
0,2
0,4
3 4
Ú
1,4
0,4
2,4
(/.4
q s
1:2
0,6
0.4
2,6
~,O
.. ,0
O
1,8
0,8
2 O
Ú
1,2
1,0
1,2
4 2s:o
O,G
0.4
l1,2
O, S
O.S
0.4
l,~
1,6
1.01.6
1,0
0,6
1.0
11 2
Ú1.2
0.2
1.4
O

0,4
O o0'2o:s
2,4
19
0:5
1,6
0,1
1,4
0,1
0,2
2,2
0.6
1,1
1,6
1,0
1,5
O
0,8
0,3
0.5
0,6
0.71.5
1.;;
0,8
1,0
0,1
0.9
O o.
0;2
0,2
0,1
O)
O,:j
1.5
1.1
2.0
0,9
O

I.------(400

0,35
O 05
0:05
0,2
0,6
0,15
0.25
0.5
0,1
0,4
0,4
0,8
0,05
0,85
0,1° G0:25
0,5
0,5
O, ;~
0,3
O
0.35
0,2
O
0.55
0.3
O

0,05
O :15
0,3
0.2
0.:3

° .),~0,7
0.0
0,7

Características estatísticas

M 4,06 V1VIR 28,57 ("I
/0

500 100

MV 1,16 VMR 18,71
100 200

MV 0,76 VMR 8,12 %
200 400

MV 0,33
400
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VARIAÇÃO ABSOLUTA DOS
Porcentagens PLASlVIóCITOS

Casos em 500
leucócitos Número de Ieucõcitos contados

(valores-base)

I I100 200 400

1 0,2 0,2 0,3 0,05
2 0,2 0,2 0.2 0,05
3 0,2 0,2 0,2 0.05
4 0,4 0,4 0,4 0,1
5 ° O ° O
6 0,2 0,2 0,3 0,05
7 1,0 1,0 0,5' 0,75
8 0,2 0,2 0.2 0.05
9 O O O O

10 O O O O
11 O O O O
12 O O O Ü
13 0,6 1).6 0,4 0.4
14 O O O (I

15 O O O O
16 O O O O
17 O O O O
18 0,2 0,2 0,3 0,05
19 O O O O
20 O O O O
21 O O O O
22 O O O O
23 0,8 0,2 0,3 0.2
24 Ü O O O
25 1,2 0,2 0.8 0,05
28 0.4 0,4 0.1 0,1
27 O O O O
28 O O O O
29 O O o O
30 O O Ü O
31 o O O O
32 0,4 1,6 0,6 0,1
33 O O O O
34 O O O O
35 O O O O
36 o ° ° O
37 O ° O O
38 O O O O
39 1,2 1,2 0,7 0,55
40 0,2 0,2 0,2 0,341 O O O O
4') O O O O
43 O O O o
44 O O O O
45 O O O O46 0,2 0,2 0.3 0,05
47 O O O O
48 O O

I
O O

49 0.2 0,2 0,2 0,05
50 O O O O

Características estatísticas

M - 0,15, VMR - 93,33 0/0- -500 100
MV - 0,14 VMR - 80 0/0- -100 200
MV - 0,12 VMR - 33,33 0/0- -200 400
MV - 0,05-

400
.
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RELATIVAS PARCIAIS
VAR.IAÇõES MÉDIAS

Leucôcitoe

100 I 200 I 400I
22,94 0/0 13,62 0/0 4,72 0/0
72,13 0/0 50,81 0/0 26,22 0/0
5,99 0/0 4,86 0/0 1,57 0/0
9,81 0/0 7,15 0/0 2,65 0/0

28,57 0/0 18,71 0/0 8,12 0/0
93,33 0/0 80 0/0 33,33 0/0

Nú.mero de leucôcitoe contado

Eosinófilos .
Basófilos .
Neutrófilos .
Linfócitos .
Monócitos .
Plasmócitos .

Número de I VARIAÇÃO
leucócítos I DIA GLOB

100 I 54,79 0/0

200 I 30,52 0/0

MÉ-
AL

400 12,26' 0/0

RESULTADOS

Foram 'os seguintes os resultados encontrados:

1.0 - as contagens de 100 Ieucócitos mostram variação rela-
tiva máxima de 93,3310 e mínima de 5,9910, com um valor médio
de 54,79%;

2.° - nas fórmulas leucocitárias em que foram contados 200
leucôcítos houve uma variação relativa máxima de 8010, sendo a
mínima 4,86% e a média 30,52%;

3.° - as contagens de 400 leucócitos apresentam 33,330/0 como
valor máximo da variação relativa, sendo a mínima 1,57% e a
média 12,26%,.
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CONCLUSõES

Dos dados verificados conclue-se:

1.0 - A comparação dos valõres das variações das contagens
de, respectivamente, 100, 200 e 400 leucócitos em relação às porcen-
tagens referentes a 500 elementos mostra um nítido decréscimo
quanto maior o número contado.

2.0 - Devem ser preferidas as contagens de 400 ou 500 ele-
mentos uma vez que as variações para tal número não são de grande
monta.

3.0 - As fórmulas Ieucocitárías com 200 elementos podem ser
toleradas nos casos de urgência, como medida de emergência, de-
vendo neste caso, ser confirmadas posteriormente pela contagem
de 400 ou 500 Ieucócitos,

4.0 - As contagens de 100 leucócitos não devem ser utilizadas.

BIBLIOGRAFIA

1 - WINTROBE, M. M. - 1942 - Clinica Hernatology, 1st ed., Lea & Febiger,
Philadelphia,

2 - SCHILLING, V. - 1936 - EI cuadro hematíco y su interpretacion cliníca,
3.a edição, Editorial Labor, Barcelona.

,3 - SCHILLING, V. e GRADWOHL,R. B. H. - The Blood Pícture, 'l» ed, The
C. V. Mosby Co, St. Louís.

4 - KRACKE, R. - 1943 - Doenças do Sangue e Atlas de Hematologia. Trad.
2.a e-do americana, Editorial Guanabara, Rio de Janeiro.

5 - LESER, W. S. P. - 1933 - Contribuição para o estudo dos métodos
estatísticos aplicáveis à medicina e à higiene. Tese de doutoramento
p/ Faculdade de Medicina de São Paulo.

6 - DOWNEY, H. - 1938 - Handbook of Hematology, Ist, ed., Paul B.
Hoeber, New York.

7 - KOLMER, J. A. e BOERNER, F. - 1941 _ Approved Laboratory Technic -
3st. ed., D. Appleton-Contury Company Iric. New York.

8 - GINI, Gonrado - 1935 - Curso de estadística - Editorial Labor,
Barcelona.



CONSIDERAÇÕES SÔBRE ANÁLISES DE
VVHISKIES

LEÃO TIKER,

Químico do Instituto Adolfo Lutz,

Para a fabricação de bebidas alcoólicas exisrbemas mais variadas
matérias primas, como podemos ver no seguinte quadro:

Matéria Prima I Sem distilação I Com distilação

I
a) s-s«« açucaradas: ,,

1) Uvas ..............
2) Frutas ............ Vinhos Conhaques
3) Groselhas ..........
4) Melaço de aço de cana 4) Rum
5) Cerejas ............ 5) Kirsch

I 6) Ameixas ........... 6) Sliwowitz
7) Bagas de Zimbro ooo 7) Genebra, Gim
8) Cana .............. 8) Carrinha
9) Resíduos da obtenção 9) Bagaceira

Ide vinhos ..........
b) Produtos feculentos:

1) Cevada ............ 1) Wodka-Whisky
2) Trigo .............. Cervejas 2) Wodka
3) Centeio ............ 3) Whisky (Rye)
4) Batata ............. 4) Wodka
5) Milho .............. 5) Whisky (Bour-

bon)
6) Arroz .............. Saké 6) Arrak

Interessam-nos aquí, alguns comentários sôbre a bebida whisky,
de origem inglesa e norte americana, a qual, conforme a nossa
legislação, deve satisfazer os seguintes requisitos:

"Ser um destilado alcoólico de um mosto de cereais fermentado e
envelhecido em recipientes apropriados."
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Como podemos ver na tabela, temos dois tipos principais de
whiskíes :

1) Rye, com um mosto contendo em média 50% de centeio;
2) Bourbon, com um mosto contendo 60 a 80% de milho.
Para podermos compreender melhor o critério que tomamos para

analisar um whísky, vejamos>as fases que temos que passar para a
sua fabricação.

1.0) Germinação do grão. Em condições e ambiente apro-
priados para germinação, faz-se com que !a semente germine, sendo
depois sêca e triturada.

2.°) Sacariiicação. As substâncias amilâceas que constituem
o grão germinado são desdobradas por intermédio dia díástase, que
já existe no próprio meio, originando o dl-sacarído maltose, con-
forme a seguinte reação:

(C6H1005)
amido x

diástase
---+ ClJ2H22011

maltose

Esta por sua vez, por meio da maltase (fermento que se desen-
volve na levedura da cerveja) desdobra-se em duas! moléculas de
glicose.

----+
maltose maltase glicose

3.0) Fermentação. A glicose formada por meio de fermentos
ou zímases se transforma em álcool conforme a seguinte reação:

C6HJj206
glicose

Zímases 2C2H50H
----+ álcool

+

No decorrer desta reação formam-se diversos produtos inter-
mediários corno podemos ver pela série de reações seguintes:

A) 1 mel. glicose+ _+ 4 mol, ac._+ 4 mol. ac. al-
I mol, ac. Hexo díoxi-aceton +_deido glicero
dí-fosfôrico fosfórico fosfórico

+
2HaPO.

2 mI. ac.
glicero

/+ fosfórico
--~ +

+2 ml. ac,
fosfogli-
cérico
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B) 2 moI. ac. fosfo- -+ 2 mol. ac. fosfo--+
glicêrieo +- glicérico

2 mol. ac. fosfopirúvico
+
H20

(:)2 mol, ac, fosfopirúvico + 1 mol, glicose-+ 2 mol. ac. pirúvico
+

2 CO2

+
2 acetaldeido

D) 1 11101. glicose
+

2H3PO. --+
+

2 mol, acetaldeido

1.0 produto de
esterificação

+ --+
2 mol. acetal-

deido

? 11101. fosfoglicérico

+
2 mol, álcool

4.0) Destilação. O álcool fermentado é destilado em alam-
biques' apropriados.

5.°) Envelhecimento. O produto destilado é então envelhecido
em recipientes apropriados durante 12, 24 meses ou mais.

Naturalmente, de todos êstes processos formam-se subprodutos,
os quais levamos em consideração na análise. Assim como vimos
formam-se ácidos que vão dar um certo grau de acidez ao pro-
duto. Das substâncias protêícas que compõem o grão, formam-se
substâncias nitrogenadae denominadas aminoácidos, os quais,
durante a fermentaçãovvão constituir o chamado "fusel", composto
de diversos álcoois de pêso molecular superior ao do etílico e que
denominamos de álcoois superiores. Durante o envelhecimento há
um processo de reação lenta entre os ácidos e álcoois formados,
formando compostos tais como acetato deetila, de butila, etc., que
vão constituir o que denominamos pelo nome genérico de ésteres.

Finalmente formam-se produtos de oxidação como sejam os
chamados aldeidos, e produtos de transformação pirogênica durante
a destilação ou provenientes da própria madeira, que grupamos na
forma do seu representante mais simples, o f'urfurol.

Portanto, no processo analítico levamos em consideração cinco
fatores principais que grupamos sob o nome de componentes secun-
dários. São êles :acidiez, ésteres, aldeidos, furfurol e álcoois
superiores.
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Analisando diversos, whískíes das mais diversas procedências e
comparando tabelas das mais diversas análises procedidas, chego-
mos em média, aos seguintes fatores, avaliados em grama litro do
produto :

--
Componentes Tipo Tipo Tipo Tipo
eecundérioe escocês ameTicano cortado nacional

Acidez ......... 0,230 0,180 0,090 0,030

II Ésteres ........ , 1,660 0,600 0,500 0,200
Aldeidos ........ 0,205 0,180 0,090 0,040
Furf'urol ........ 0,032 0,020 0,004 0,000
Álcoois superiores 2,400 1,200 0,800 0,270

Total 4,527 I 2,180 I 1,484 I 0,540....... I ,
I

Corno vemos, o tipo escocês puro possue entre 4 e 5 de com-
ponentes. O tipo americano que em geral é manipulado (blended ) ,
pois cortam-se porções escolhidas do destilado com álcool de cereais,
já possúe componentes que oscilam em redor de 2'.500. O tipo cortado
representa um whisky americano ou escocês diluído em álcool, pro-
cesso êste muito usado por certos importadores do produto que o
vendem corno produto nacional. Finalmente, o tipo que muitos fa-
bricantes colocam no mercado corno sendo produto nacional é quase
isento de componentes. Êste é feito com álcool arornatízado com as
chamadas essências de whisky, das quais damos uma para exemplo.

óleo de fusel de batatas
Essência de fusel "RYD"

0,946 litros
8,516' litros
9,463 litros

74 cc.

Éter de Rum > ••••••••••

Essências de amêndoas amargas .
Álcool .
Vanilina _

Tintura de bálsamo de Perú .

23,65 litros
7,3 cc.

14,7 cc.

3,6 cc.

Heliotropina

Dissolver 29 CC. da mistura dêstesprodutoe em 27112 litros de
álcool, juntando-se 29 litros de água. Misturar, filtrar e colorir
com caramelo.
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Ao lado desta, existem outras mais simples, como o chamado
"Beading Oil", constituído de amêndoas doces com ácido sulfúrico
neutralizado Com amônea e álcool, destilando-se depois a mistura.

Naturalmente um álcool arornatizado com uma destas essências
não pode dar um total de componentes secundários como um whisky
puro escocês.

Além de levarmos em consideração os dados analíticos, deve-
mos tomar muito em conta os caracteres organoléticos da bebida,
como sejam o aspecto, a côr, o gôsto e o cheiro. Notamos, porém,
que todos êstes característicos coincidem perfeitamente com os resul-
tados analíticos, pois, em geral, os produtos de componentes baixos
apresentam um gôsto que se aproxima mais ao do álcool de cereais
retificado.

Têm aparecido pará contrôle, produtos falsificados', isto é, pro-
dutos manipulados clandestinamente e acondicionados em vasilhames
rotulados de produtos de renome. Êstes produtos, porém, são fàcíl-
mente ídentífdcáveis, quer pelos caracteres organoléticos alterados,
isto é, não genuinos xio produto, quer pelos resultados analíticos
acusando componentes secundários reduzidos.

Em vista disto, concluímos que o artigo da nossa legislação que
admite que as bebidas retíficadas do "tipo gin", o total de com-
ponentes, de 1 g,r. por litro, viria beneficiar alguns contraventores,
que ao declararem no rótulo o termo retificado, poderiam usar um
produto artificial ou mesmo diluírern um bom whisky, ao extremo
de reduzirem à quarta parte os seus componentes secundários.

Pelos resultados verificados no decorrer desta contribuição, a
única conclusão a que poderíamos chegar, seria a de admitirmos
whiskies com valores acima de 1,500 gms. por litro, de componentes
secundários, e com caracteres organolétícos próprios do produto.
Assim sendo, poderíamos evitar uma exploração de produtos cons-
tituídosexclusivamente de álcoois de cereais simplesmente aroma-
tízados ou de whiskies importados excessivamente cortados.

Estendendo estas considerações a outros tipos de bebidas,
queríamos admitir os dizeres do parágrafo único do artigo 479 da
Legislação em vigor para o gin. Quanto às restantes mencionadas,
genebra, run, kírsch e korri, careceriam de um estudo, para que
pudéssemos estahelecer uma média de componentes para tais pro-
dutos, afim de termos uma medida padrão.
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RESUMO

1 - Produtos fermentados com destilação e sem destilação:
matérias primas.

2 - Tipos de whískies.

3 - Processo de fabricação.
4 - Considerações sôbre os componentes secundários.
5 - Fórmulas para falsificação.
6 - Conclusão.
a) Caracteres organolétícos proprios.

b) Componentes com o mínimo de 1,500 gramas por litro para
os considerados retíficados,
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11 - Emprêgo do ácido paraminobenzóico.

MANOEL DE BRITTO E SILVA

Biologista do Instituto Adolfo Lutz.

JOSÉ GARLOS RIBAS

Biologista do Departamento de Produção Animal.

As exigências para cultivo do Meníngococo, em relação. aOB
meios de cultura empregados para tal fim, são -conhecidas desde
1887, quando então Weíchselbaum conseguiu isolá-lo em cultura
pura, de seis casos de meningite cerebrospinal-. São elas fàcilmen-
te compreensíveis, bastando para isso passarem-se em revista os inú-
meros meios, propostos, com essa finalidade.

Com o aparecimento das, sulf'amidas e seus compostos, com o
seu emprêgocorrente e precoce na terapêutica das doenças infeccio-
sas, ultimamente temos tido sérias dificuldades para obter culturas
positivas de meningococo, em pacientes sob tratamento. Do ponto
de vista bacteriológíco.êste fato nos priva da única base segura pa-
ra o diagnóstico etiológico da infecção, que seria o isolamento e iden-
tificação do germe. Do ponto de vista clínico, impede o. facultati-
vo de tomar as medidas terapêuticas e profiláticas necessárias para
cada caso.

Investigações de alguns pesquisadores põem em evidência que
"as culturas negativas" em certos casos em que compostos sulfona-
mídicos foram empregados, são "falsos resultadoa'>. Por outro
lado, trabalhos relativamente recentes de Stamp 3 e Green 4 na In-
glaterra, de Macl.oad- e de Woodss nos Estados Unidos da América,
mostraram que 'existem certas substâncias ínibidoras, capazes de
nulificar a ação bacteriostátíca das sulfamidas.

(*) Trabalho apresentado na 2." Reunião Quinzenal do Instituto A<1olfoLutz,
realizada em 2O de Fevereiro de 1946.
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Uma dessas substâncias, que hoje está perfeitamente identifi-
cada, é o ácido paraminobenzóíco, droga relativamente de baixo
custo e fácil obtenção.

Segundo Harrís e Thimann 8 deve-se a Woods a descoberta da
ação anti-sulfonamida do ácido paraminobenzóico ; êle demonstrou
que um fator inerente às leveduras e com propriedades químicas se-
melhantes às do ácido paraminobenzóico é que impede a ação bac-
teoríostátíca da sulfanílamída e da sulfapiridina.

Esta observação estendeu-se posteriormente "in vitro"U-5 e
"in vivo" 6_7 a todos Ü'S tipos de sulfonamídas.

Em vista dêstes trabalhos e dos resultados satisfatórios encon-
trados nos estudos de Charles Janeway, é que nos propusemos a ex-
perimentar a adição dessa substância num dos meios de cultura
empregados na rotina da secção d:eMeningite dêste Instituto, subs-
tância 'esta tida por vários autôres como iníbidora das sulfamidas,
podendo, além disso, agir como um fator de crescimento 9 das cul-
turas.

o autor acima citado usou sangue retirado de dois pacientes
comendocardite bacteriana subaguda, osquaisestiveram sob trata-
mento com sulfapírídina por mais de um mês. Semeou-os em meios
de cultura com e sem ácido paraminobenzóico, verificando o cresci-
mento mais rápido e abud'ante nos primeiros, isto é, nos meios que
continham o ácido-paraminobenzóico, O germe cultivado foi isolado
e identificado como Streptococcus »iridoms.

MATERIAL E TÉCNICA

Trabalhamos exclusivamente com líquidos cefalorraquidianos
provenientes de pacientes do Hospital Emílio Ribas e, dentre êles, só
com os suspeitos de meningite cerebrospinal epidêmica. Passáva-
mos,então, por uma fase de uma das maiores epidemias desta en-
tidade mórbida, registradas nestes, últimos tempos, segundo nos de-
clarou o DI'. Luiz Pereira Barrete Neto, ilustre facultativo daquele
Hospital de Isolamento. Ainda, segundo o mesmo, os doentes em
geral chegavam ao Hospital já sob a terapêutica das sulfonamidas.
Nos "Iíquors" estudados, infelizmente não nos foi possível dosar as
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sulfonamidas possivelmente presente em taxas relativamente altas.
Tratando-se de pleno surto epidêmico, foi-nos fácil conseguir 185
amostras de líquors no decorrer dos meses de agôsto a dezembro de
1945, provenientes de 185 doentes, daquele Hospital, e tentar com os
mesmos obter culturas positivas nos meios em estudo contendo ácido
paraminobenzóico, Procedemos dessa maneira mesmo nos casos
em que os exames bacterioscôpicos deram resultado negativo, após
a coloração de Gram. e de Gabbeii, a fim de afastar outras possí-
veis meningites bacterianas então fora de nosso estudo.

O meio de cultura escolhido foi o ágar-ôvo inclinado pois tem
sido o que nos tem dado melhores resultados nos trabalhos /dlerotina
dêste laboratório.

Usamos o que passamos a chamar de ágar-ôvo simples e o
ágar-ôvo com. ácido pararninobenzóico entrando essa substância na
concentração, tida como ótima, de õmg. por 100 cc de meio.

A técnica de preparo foi a seguinte: ágar com albumina de ôvo
500,0 cm3; amido solúvel, 1,6 grs; solução a 0,5% de ácido parami-
nobenzôico 5,0 cm3. Dissolvido, o amido em 20 cm3 de água, aque-
cer em banho-maría, Esterilizar a 12'OoCdurante 20 minutos.

À parte, esterilizar a solução de ácido paraminobenzóíco. Jun-
tar as duas. soluções no ágar fundido. Distribuir em tubos de
16x160. Inclinar e depois de solidificado, controlar a esterilidade.

Tõdas as amostras de "líquor" foram semeadas nestes dois
meios com a mesma pipeta na quantidade de mais ou menos 0,5 c.e.
e postas na estufa a 37°C., permanecendo aí em observação por
72 horas. Quando ausentes de qualquer crescimento eram dados
como casos negativos. Nos casos em que verificamos crescimento em
ambos os meios observando que, em geral êsse crescimento era mais
abundante no meio que continha ácido paramínobenzóico. Em outros
casos verificamos que em 24 horas havia vegetação no meio com o
referido ácido e não no de ágar ôvo simples, onde a vegetação só
vinha a posítivar-se dentro de 48 horas de estufa, Em outros, ainda,
notamos que, havendo vegetação entre 24-48 horas no meio com áci-
do, só a observávamos no ágar ôvo simples após 72 horas de estufa,
e, o que é mais importante realçar, houve casos em que só obtivemos
culturas positivas no ágar ôvo com ácido paraminobenzóíco, restando
negativas as culturas no ágar ôvo simples,após as 72 horas de estu-
fa. Estas últimas verificações vinham provar a existência de sulfa-
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nnuas no "Iíquor", em concentrações tais que impediam a vegeta-
ção total ou parcial do meníngococo nos meios comumente usados
na rotina.

Os quadros abaixo dão idéia mais nítida dos nossos resultados.
No quadro número I mostramos um estudo dos, resultados e propor-
ções entre os exames bacterioscópicos ou diretos e as culturas. No
quadro número n, temos a comparação dos resultados das culturas
positivas nos meios de ágar-ôvo simples e ágar-ôvo com ácido pa-
ramínobenzóíco,

QUADRO I

CASOS EXPERIMENTADOS; 185. ESTUDO DOS
RESULTADOS E PROPORÇÕES ENTRE OS EXAMES

DIREITOS E CULTURAS.

Exames Exames
diretos Total diretos
positivos negativos

I
Culturas [77,11] [45,95] [20,59]

positivas 6f4 85 21
(75,30) (100,00 ) (24,71)

Culturas [22,89] [54,05] [79,41]

negativas 19 100 81
(19,00 ) (100,00) (7'1,00)

I I [100,00] [100,00] [100,00]
Total

I
83 185 102

(44,86) (100,00) (55,14)

Os números entre parentesis representam a percentagem
sôbre o total das linhas correspondentes; e os entre colchetes
representam a percentagem sôbre o total das colunas

correspondentes.
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QUADRO II

COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS DE CULTURAS EM
ÁGAR-ôVOS COM ÁCIDO PARAMINOBENZóICO E ÁGAR-
ôVO SEM ÁCIDO 'PARAMINOBENZórCO NOS 85 CASOS

POSITIVOS

N.O de Percentagem sobre
Comparação Casos o total dos Casos

Excl usividade de cresci-
mento em ágar-ôvo com 18 21,18
ac. paraminobenzóico i
Antecedência de cresci-
mento de 48 hs. em ágar-

2 2,35
ôvo com ac. paramino 35,29
benzóico

I Antecedência de cresci-
mento de 48 hs. em 10 11,76
ágar-ôvo cj ac. parami-

Inobenzóico

IComcomitância

Ide crescimento 54 63,53

,
Exclusividade de cresci-
mento no ágar-ôvo sim- 1 1,18
ples

Total ................ I 85 I 100,00 j

CONCLUSÕES

1. Pelos resultados expostos nos quadros acima, verificamos
o seguinte: o ágar ôvo com ácido paraminobenzóico foi-nos fran-
camente favorável na obtenção de culturas positivas para Ü'S me-
ningoeocos em 18 casos, dando-nos, portanto, uma percentagem de
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nositivídade superior ao seu testemunha, de 21,18'%; em 2 casos
obtivemos culturas positivas com antecedência de 48 horas, o que
nos dá vantagem, quanto ao diagnóstico precoce, de 1,3570; em
10 casos tivemos antecedência de crescimento de 24 horas, isto é,
11,7670 de vantagem do meio com ácido sõbre o de ágar-ôvo simples;
apenas em 1 caso verificamos o crescimento da cultura no ágar-
ôvo simples, ao lado de resultado negativo no ágar-ôvo com ácido pa-
ramínobenzóico.

Vemos assim, que somados os casos em que obtivemos exclusi-
vidade e antecedência de crescimento de 24-48 horas no meio de
ágar-ôvo com ácido paraminobenzóíco, obtivemos vantagem global
dêste meio sôbre o ágar ôvo simples de 35,29 %, o que não é nada
desprezível.

2. Como conseqüência dessas verificações, parece-nos de uti-
lridade o emprêgo do ácido paraminobenzóíco nos meios de cultura
de rotina, e particularmente aconselhável quando se trata de ma-
terial de doentes supostos estarem 80b quimioterapia sulfonamí-
dica.

RESUMO

Os A.A. com a finalidade de obter cultura de meningococo
nos líquidos cefalorraquidâanos de doentes suspeitos de meningite
cerebrospinalepidêmica, sob tratamento pelas sulfonamidas, expe-
rimentaram o emprêgo do ácido paramínobenzóíco num dos meios
de cultura habitualmente empregados usando como testemunha o
mesmo meio sem o referido ácido.

Dos 185 casos estudados, 100 resultaram culturas negativas.

Entre os 85 positivos encontraram vantagem de 35,2970 do
meio adicionado de ácido paraminobenzóico sôbre o meio teste-
munha.

Em vista dêsses resultados, preconísam o emprêgo dessa subs-
tância - tida por muitos como um "fator de crescimento." - nos
meios de cultura de rotina para os casos sob tratamento pelas sul-
fonamidas,
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SUMMARY

The A.A. aímíng the cultivation of Meníngococcí from cere-
bro-spínal meningitís and under treatrnont by the sulfonamides
tríed para-aminobenzoíc acid in one of culture media employed,
while a control, wíthout the acíd was omployed.

Out of 185 cases investigated, 100 were negatíve for bacterial
growth.

Amongst the 85 positiva cases there was an advantage of
35,29 % in f'avour of the media contaíning para-aminobenzoic acid,
over the control,

In víew of such results the A.A. adviso the use of that subs-
tance, considered by many as growth f'actor, in the routine culture
media, in cases of suspected meningococcal cerebrospinal meningitás
likely to be under treatment by the sulfamíds.
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REDUT ASE E EMPRÊGO DE RESAZURIN
NOS EXAMES DE LEIITE (*)

THEODõSIO M. P. DA SILVA

Biologista do Instituto Adolf'o Lutz.

A prova da redutase nos leites, é empregada com o fim de se
obter aproximadamente o teor de germes vivos no produto em
exame.

Foi estudada e posta em prática por Barthel e Orla Jensen.
Atualmente é empregada principalmente nas análises bacteriológicas
de leite. Com o auxilio desta prova é possível a obtenção de valiosos
esclarecimentos sôbre a riqueza em germes vivos presentes no pro-
duto em análise,

Essa prova consiste no descoramento, mais ou menos rápido,
experimentado por uma solução de azul de metileno a 0,005 jL O
descoramento mantém íntima interdependêncía com o número de
germes vivos contidos no leite, ou no produto em análise. Quanto
maior o número de bactérias e células vivas, menor o tempo gasto
para o descoramento do reativo, isso porque um número maior de
microorganismos vivos consome maior quantidade de oxigênio, à
custa da redução do corante,

Como a prova da, redutase é muito demorada, sendo necessário
aguardar além de sete horas afim de comprovar as condições higiê-
nicas do leite, procurou-se substituir o azul de metileno na prova da
redutase, empregando o Resazurin por fornecer resultados muito
mais rápidos. Os dados fornecidos com o emprego do Resazurín
esclarecem a qualidade do leite em exame, tão bem quanto a prova
com o azul metileno, sendo que, na Inglaterra, essa prova recebeu
aprovação oficial. A redutase feita com o Resazurin, como foi ve-
rificado por nós, tem a vantagem de fornecer ao analista, em prazo
de 60 minutos, os mesmos informes que se obtém com a solução de
azul de metileno em 7 horas.

O Resazurin é sinônimo do Diazoresorcinol e tem como fórmula
bruta C12H704N.

(*) Trabalho aprovado pela Primeira Jornada Brasileira de Bromatología,
que recomendou a sua publicação.
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Os vários autôres abaixo discriminados estudaram o valor da
prova do Resazurin e pela leitura das conclusões dêstes trabalhos, é
possível formar uma idéia do valor dessa prova, na classificação
rápida da qualidade do leite em análise.

Assim, A. Ramsdell, Johnson 1, chegaram às seguintes conclu-
sões: 1.0 - É necessária somente 1 hora para completar a prova do
Resazurin, enquanto a prova do azul de metileno requer um período
de tempo acima de 5 horas. 2.° - Os leites podem ser classificados
em 4 grupos, conforme a sua condição sanitária. 3.° - Leites de
úberes doentes (mastites) e leites de vacas fisiologicamente anor-
mais, tem efeito significativo na redução do Resazurin, e assim essa
prova é de valor para esta verificação. 4.° - É possível obter con-
sideráveis esclarecimentos sôbre a flora presente, observando as
variações cromáticas que ocorrem durante o período de incubação na
mistura leite-Resazurin.

Barret, Rutan e Keenan 2 observaram que: 1.° - Podem ser
obtidos esclarecimentos sôbre a qualidade sanitária do leite, no pe-
ríodo de 1 hora, com a prova do Resazurin, os quais são comparáveis
aos obtidos em 7 horas, usando a prova do azul de metileno, 2.° -. A
prova do Resazurin tem grande valor, quando associada ao diagnós-
tico microscópico, diminuindo o tempo dispendido na determinação
dos leites bons e permitindo desta maneira que se possam descobrir
mais prontamente as causas de dúvida ou de dificuldade com rela-
ção aos leites ruins. 3.° - A prova do Resazurin é superior a do
azul de metíleno, porque é extremamente sensível nos leites anor-
mais fisiologicamente ou patologicamente.

Warner- verificou que a prova. do Resazurin não oferece van-
sôbre a prova azul do metíleno, quando se toma como

fim da reação o ponto branco, isto é, a redução completa.
J ohns- assim termina: quando a incubação a 37°C no leite re-

sazurinado continúa até a cõr rosa, a exatidão da prova compara-se
muito favoravelmente à da prova feita com o azul de metilerio.

J ohns e Howson 5 são de opinião que: o Resazurin é mais útil
que o azul de metileno na determinação de leites contendo grande
número de microorganísmos, fracamente redutores.

Shacht e Nichols 6, em seu relatório preliminar sôbre a prova
do Resazurin, acham que: na rejeição dos rebanhos, em condições
impróprias nas fazendas, a exatidão da prova Resazurin + coalho
foi muito maior do que a obtida. com as outras 4 provas usadas.
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Golding e Jorgensen 7 demonstraram que: 1.0 - Há estreita
correlação entre os resultados do método Standarâ de contagem
rmcrobiana em placas e a prova do Resazurin. 2.° - Os resultadoa
obtidos com leites de várias procedências, são perfeitamente con-
cordantes. 3.° - Sob as condições citadas, a leitura em 60 minutos
é a mais aconselhável e provàvelmente a que fornece melhores re-
sultados. 4.° - Conhecendo a classe do leite, o produtor pode, por
meio da prova do Resazurín, evidenciar a qualidade do mesmo.

E assim poderiam, ser ainda citados outros autôres, todos êles
favoráveis à prova do Resazurin.

Baseados nas pesquisas citadas, resolvemos repetir essas veri-
ficações empregando aprova do Resazurin na Secção de Contrõles
Biológicos do Instituto Adolfo Lutz, sob a orientação do DI'. Bruno
Rangel Pestana, chefe da Subdivisão de Bromatología e Química.
Foram empregadas as técnicas seguintes:

TÉCNICAS

Para a prova da redutase com o azul de metileno, seguimos a
técnica. indica da pelo Standard Methods for Milk Analysis e para
a do Resazurin, a que abaixo descrevemos:

Preparo da, Solução de Resazurin. - 1.0 - Solução stock.-
Pesar exatamente 0,05 g de Resazurin (Eastman Kodak Company)
e transferir com os cuidados necessários, para um balão aferido de
100 ml,e completar com água destilada êsse volume. Depois de
dissolvido o Resazurin, passar para outro balão de 150 mI e auto-
clavar a 120°C, 20 minutos. A solução empregada na prova é obti-
da fazendo a diluição de 1 ml dêsse soluto stock, em 9 ml de água
destilada. Obtém-se assim um teor de 0,005% de Resazurín. Esta
solução conserva-se muito bem.

Aparelhamento. - O material empregado consiste em um
banho-maría regulável a 37°C, com estantes para os tubos de prova.
Êstes tubos são calibrados e de 10 mIou de 16 x 160 e tais tubos
deverão ser previamente esterilizados e providos com rôlhas de
borracha, afim de se fazer a inversão periódica cada 5 minutos.

Técnica. - Medir exatamente por meio de uma pipeta cali-
brada, 10 ml de leite e colocar no tubo calibrado ou tubo de
16 x 160; juntar, com os cuidados de assepsía, lml da solução de
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Resazurin, colocando os tubos no banho-marta regulado a 37°C e
anotar a hora. Fazer a inversão dos tubos de 5 em 5 minutos. A
leitura da prova consiste nas mudanças de coloração do Resazurin
em mistura com o leite, a medida que os microorganismos reduzem
o cor ante, passando pelos seguintes tons:

1.° - Tom azul que significa ausência de alteração ou melhor,
nenhuma redução sofrida pelo Resazurin.

2.° - Tom arroxeado no início da redução, que em seguida
passa ao roxo.

3.° Tom rosa, que indica franca redução.

4.° Tom branco, que significa o final da reação.

Essa mudança de tonalidade de côres é a principal caracterís-
tica informativa, pois é baseada nela que se avalia e se conclue sô-
bre o valor e a qualidade do leite em exame.

O principal objetivo do nosso trabalho foi comparar a prova de
60 minutos de Resazuríncom o tempo gasto na redu tas e pelo azul de
metileno e depois confrontar as divergências observadas no resultado
final.

Em 100 amostras por nós examinadas,empregamos as duas
provas comparativamente, tendo verificado que a mudança de co-
loração dos leites resazurinados se processava em quase todos, num
espaço de tempo que regulava em uma quarta parte do tempo ne-
cessário para a redução do azul de metileno. Em todos êsses leites
foram feitos exames de contagem em placas, índice colimétrico e
contagem pelo método de Breed, sendo anotados os leites em que
a prova do azul de metileno se completou em menos de 4 horas.
Assim, na verificação da qualidade do leite, pela prova do Resazu-
rin, tomando-se como base o tempo de 1 hora para a conclusão, po-
demos classificá-lo da seguinte forma:

Nenhuma mudança de côr na solução de Resazurin

Alteração da côr azul para roxa na solução do
Resazurin

Alteração da côr azul para rosa na solução do
Resazurin

Alteração da côr azul para branca na solução do
Resazurin

leite bom

leite regular

leite ruim

leite péssimo
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Para fazer a classificação dos leites de pior qualidade, lêr as
variações cromáticas dos tubos com leite resazur inado em espaço
de tempo de 30 minutos, isto é, na metade da duração da prova,
como acima foi dito, obedecendo-se ao mesmo critério, quanto à
tonalidade das côres.

Segundo Schacht e Nichols, o critério a ser usado para a con-
clusão da prova e a classificação dos leites, poderá ser o seguinte:

1.0 - Nenhuma, mudança da côr azul original, depois de 1 hora
de incubação = bom.

2.° - Nenhuma mudança da côrazul original, em 1f2 hora,
porém mudança entre 112 e 1 hora = indiferente.

3.0 _ Mudança em menos de 1f2 hora da côr azul original
para roxo, rosa ou branco - máu.

Essa conclusão, embora dê resultados satisfatórios, tem o in-
conveniente de necessitar o máximo da atenção do analista du-
rante o período de incubação a 37°C. Segundo êsses autôres, a
prova do Resazurin pôde ser feita com a adição de coalho à solu-
ção do corante, na proporção de 0,1 a 0,2 ml por 100, porém não
notamos nos leites examinados, grandes vantagens na conclusão da
prova, mesmo porque a solução do Resazurin + coalho, não se con-
serva por mais de uma hora. Julgamos pois, por economia de ma-
terial, ser melhor para a análise a solução de Resazurín em água
destilada, sem o coalho. A solução de Resazurin + coalho parece
encurtar ligeiramente o tempo para a conclusão das provas.

RESULTADOS

As 100 amostras analisadas revelaram o seguinte:

Azul de metileno: 29 amostras reduziram em 30 minutos; 16 em
60 minutos; 8 em 90 minutos; 3 em 12'0; 4 em 150 minutos; 5 em
180; 5em 210 minutos e 30 amostras reduziram acima de 4 horas
de incubação.

Resazurin: Prova com 60 minutos de incubação: 38 amos-
tras apresentaram o tom branco; 23 o tom rosa; 9 o tom roxo e
30 amostras a tonalidade azul original da solução do Resazurin.

Foram considerados péssimos, pela prova do azul de metileno,
56 leites, e pela prova do Resazurín 61. Com o azul de metileno, 14
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leites foram considerados regulares, e 9 pelo Resazurin; 30 leites
foram considerados bons por ambas as provas.

A avaliação revelou: 1.0 - Com a prova do azul de metileno:
que 5670 dos leites eram ruins,que 1470 eram regulares e que
30 '70 eram bons; 2.0 - Com a prova do Resazurin em 60 minutos:
que 61;:{; dos leites eram ruins, que 9 '70 eram regulares e que 3070
eram bons.

Por êsses resultados vemos que a prova do Resazurín fornece
elementos para a classificação dos leites, pois nas 100 amostras
analisadas, não houve siquer um resultado que não combinasse, mui-
to aproximadamente com os resultados obtidos com o azul de me-
tileno, considerando que para esta prova, foram regeitados como
ruins 56 leites e tendo-se como base o tempo de redução inferior a
2 horas.

Quanto à prova do Resazurin, tomando-se como base a côr rosa
para o tempo de 60 minutos, foram considerados péssimos ou ruins
61 leites. Trata-se de uma prova de fácil execução e largamente
experimentada na Inglaterra e Estados Unidos e que têm sobretudo
a grande vantagem de economizar tempo, pois a prova da redutase
com oazul de metileno,embora seja uma prova de real valor, exige
do analista observação por período dilatado, o que nem sempre é
possível. Além do fator tempo, e o que é importante, o Resazurin
é mais sensível nos leites oriundos de vacas anormais e possúe
maior sensibilidade frente aos microorganismos pouco redutores.

CONCLUSÕES E RESUMO

1.0) Empregando comparativamente o Resazurin e o azul de
metileno na prova da redutase, foram examinadas 100 amostras de
leite.

2.°) Com o emprêgo do Resazurin, foram encontrados os se-
guintes resultados: 6170 de leites ruins, 9 '70 regulares e 30 '70 bons.

3.°) Com o emprêgo do azul de metileno os resultados foram
os seguintes: 56;10 de leites ruins, 14% regulares e 30'70 bons.

4.°) O emprêgo do Resazurin como reativo na prova da redu-
tase, torna-a muito mais rápida do que com o emprêgo do azul de
metileno.

5.°) A prova do Resazurin é uma prova de fácil execução
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6.°) O Resazurin é mais sensível aos microorganismos pouco
redutores.

7.°) O emprêgo do Resazurin oferece maior facilidade na ve-
rificação do resultado, pois a mudança de coloração do Resazurin é
mais evidente do que o limite do descoramento completo do azul
de metileno.
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