
GOVERNO DO ESTADO DE SÃO PAULO
I SECRHARIA DE ESTADO DA SAÚDE

COORDENAÇÃO DOS INSTITUTOS DE PESQUISA
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

ISSN 0073·9855

RIALA 5 VOLUME 1 NÚMERO 1/2 JUNHO/DEZEMBRO 1991



GOVERNO DO ESTADO DE SÃO PAULO
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENAÇÃO DOS INSTITUTOS DE PESQUISA
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
SAO PAULO, SP-BRASIL.

REVISTA
do
INSTITUTO
ADOLFO WTZ



Endereço/ Address

Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz

Av. Dr. Arnaldo, 335 - Caixa Postal 7027

01000 - São Paulo, SP - Brasil

Editora Letras & Letras

Atendimento ao consumidor:
Av. Ceci, 1945 - Planalto Paulista
Fone: (011) 577-5746 - CEP 04065
Caixa Postal, 42070 - São Paulo, SP.

Publicação semestral / Bi-annual publication
Solicita-se permuta / Exchange desired

(*)

REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ. (Secretaria de Estado da Saúde) São
Paulo, SP - Brasil, 1941 -

1941 - 1900, l-50
1991,51(1/2)

ISSN 0073-9855
RIALA6 CDD18614.0n05

(*) ASSOCIAÇÃO PAULISTA DE BIBLIOTECÁRIOS. Grupo de Biblitecários, Biomédicos, Normas para catalogação de publi-
cações seriadas nas bibliotecas especializadas. São Paulo, Ed. Poligono, 1972.

Os artigos publicados na REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ são indexados por Abs-
tracts on Higiene and Communicable Diseases, AGRINDEX, Analytical Abstracts, Bibliografia Brasi-
leira de Medicina Veterinária e Zootecnica, Biological Abstracts, Chemical Abstracts, Food Science
and Thecnology Abstracts, Index Medicus Latino-americano, LlLACS, SP: Saúde Pública, Micróbio-
logy Abstracts, Sumários Correntes Brasileiros, Toxicology Abstracts, Tropical Diseases Bulletin, Vi-
rology Abstracts e outros.



INSTITUTO ADOLFO LUTZ

REDATOR RESPONSÁVEL

ANÍSIO DE MOURA
Diretor Geral do Instituto Adolfo Lutz

COMISSÃO DE REDAÇÃO

ODAIR ZENEBON, Presidente
CARMO ELIAS ANDRADE MELLES

ELISEU ALVES WALDMAN

ELZA SCHWARZ GASTALDO BADOLATO

JOSÉ EDUARDO TOLEZANO
JOSÉ LEOPOLDO FERREIRA ANTUNES
MYRNA SABINO
NEUSPASCUETPREGNOLATTO

VENÂNCIO AVANCINI FERREIRA ALVES

EDITORA LETRAS & LETRAS

DIRETOR EDITORIAL

Carlos José Linardi

SUPERVISÃO GRÁFICA
Waldenes Ferreira Japyassú Filho

FOTOCOMPOSIÇÃO, PAGINAÇÃO E FILMES

Helvética Editorial Ltda.



REVISTA
DO
INSTITUTO
ADOLFO LUTZ

ISSN0073-9855
RIALA6

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51(1/2):01-116, jun./dez., 1991.

SUMÁRIO/CONTENTS

Artigos

700 Níveis residuais de óxido de etileno, etilenocloridrina e etilenoglicol em sondas en-
dotraqueais de borracha, em diferentes tipos de embalagens.

Levels of ethylene oxide, ethylene cloridrin and ethylene glycol residue in endotra-
cheal tubes of rubber in different types packaging.
WATANABE, E. & BARRETTO, H.H.C . 1-6

701 Matérias estranhas leves e partículas metálicas em misturas para bebida láctea e
mingau, destinadas à merenda escolar.

Light and heavy flltn in mistures for lacteals beverages and pap used for school
pragrams.
SANTOS, M.C.; RODRIGUES, R.M.M.S. & ZAMBONI, C.Q. 7-10

702 Hortaliças brasileiras - Caracterização botânica e química das espécies: Talinum
paniculatum (Jacq.) Gaertn., Xanthosoma atravirens C. Koch e Bouché eA ma-
ranthus hybridus L.

Brazilian vegetables - botanical and phyto-chemistry characterization of the spe-
cies: Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn., Xanthosoma atrovirens C. Koch
and Bouché and Amaranthus hybridus L.
JORGE, L./.F.; FERRO, V.O. & SAKUMA, A.M. . 11-18

703 Fraudes e sujidades em condimentos comercializados na cidade de São Paulo.
Adulteration and filth in spices sold in São Paulo city,

ZAMBONI, C.Q.;ALVES, H.I.; RODRIGUES, R.M.M.S.; SPITERI, N.;
ATUI, M.B. & SANTOS, M.C . 19-22

704 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana no Estado de São Paulo,
Brasil. I - Composição da fauna flebotomínica no município de São Roque,
região de Sorocaba.

American Cutaneous Leishmaniasis in São Paulo State, Brazil. / - Sandfly fauna
composition of São Roque Country, Sorocaba region.
TANIGUCHI, H.H.; TOLEZANO, l.E.; CORRÊA, F.M.A.; MORAES,
R.H.P.; VEIGA, R.M.O. & MARASSÁ, A.M . 23-30

705 Controle de qualidade interlaboratorial dos métodos utilizados em bioquímica clí-
nica, na rede do Instituto Adolfo Lutz.

A interlaboratorial quality contrai of the utilized methods in clinical biochemistry,
in the Adolfo Lutz /nstitute branch.
MARTINS, H.P.; ARIOSHI, K.; SHUNDO, L.; ROMÃO, M.M.; STAN-
CARI, R.C.A.; OLIVEIRA, R.M.; FERREIRA, R.M.M. & RUVIERI, V. 31-36



706 Níveis de nitritos, nitratos e sorbatos em queijos curados comercializados na cida-
de de São Paulo.

Nitrite, nitrate and sorbate levels in cured cheese sold in São Paulo city,
SILVEIRA, N.V.V.; YABIKU, H.Y.; DUARTE, M.; TAKAHASHI, M.Y.
& CHICOUREL, E.L. . .

707 Uso de amostra controle na avaliação da reprodutibilidade de equipamentos semi-
automatizados em hematologia laboratorial: uma proposta de controle de qua-
lidade para laboratórios de saúde pública.

Using control sample for the evaluation of automatic equipment reproductibility
in the hematology laboratory: a proposition for quality tibility eir the public
heath laboratories.
MUNHOZ, M.A.G.; GUSHIKEN, E.Y.; PACHECO, N.R.; CAMPA, S.B.;
KITAMURA, C. & AZE:VEDO NETO, R.S .

708 Identificação histológica das principais compostas brasileiras de emprego nikdicinal.
Histologycal identification of main brazilian compositae of medicamental use.

JORGE, L.I.F.; PEREIRA, U. & SILVA, A.M .

709 Avaliação físico-química e microscópica de extrato, purê e polpa de tomate.
Tomato paste, tomato puree and tomato pulp: chemical and microscopical eva-

luation.
MINAZZI-RODRIGUES, R.S.; AMARAL-MELLO, M.R.P.; ZAMBONI,
C.Q. & SPITERI, N .

710 Diagnóstico rápido de vírus do grupo herpes por microscopia eletrônica: observa-
ções atípicas nas amostras de pacientes aidéticos.

Rapid diagnostic of herpesvirus group by electron microscopy: atypical observa-
tions in the sample of patients with AIDS.
UEDA, M.; TANAKA, H.; KISIELIUS, J.J. & JOAZEIRO, P.P .

711 Avaliação dos níveis de arsênio, chumbo e cádmio em corantes e pigmentos utili-
zados em embalagens para alimentos no período de 1982 a 1989.

Evaluation of arsenic, lead and cadmiun levels in pigments and colours utilized
in food packages, for the period 1982-1989.
GARRIDO, N.S.; PREGNOLATTO, N.P.; MURATA, L.T.F.; SILVA,
M.R.; NUNES, M.C.D.; ANTUNES, J.L.F. & TIGLEA, P .

712 Estudo comparativo de métodos para determinação de pesticidas organoclorados.
Comparative study of methods to determination of chlorinated pesticide residues.

BARRETTO, H.H.C.; INOMATA, O.N.K. & LEMES, V.R.R .

713 Determinação dos ácidos eicosapentaenóico (EPA) e decosahexaenóico (DHA) em
óleo de sardinha (Sardinella brasiliensis) brasileira e em suplementos alimen-
tares à base de óleo de sardinha.

Determination of eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids in
brazilian sardine (Sardinella brasiliensis) oil and encapsulated sardine oil
supplements.
BADOLATO, E.S.G.; CARVALHO, J.B.; TAVARES, M. & AUED-
PIMENTEL, S _ .

714 Padronização do preparo de lisados hemoglobínicos estáveis para uso em labora-
tório de saúde pública.

Standardization of the stable lysates prepare for the use at the public health labo-
ratory.
GUSHIKEN, E.Y.; MUNHOZ, M.A.G.; KITAMURA, C.; ZAMFIROV,
V.M.C. & NIERO, L.I. .

715 Haemophilus influenzae isolados de líqüido cefalorraquidiano - freqüência dos
biotipos e sorotipos.

Haemophilus influenzae isolated from cerebrospinal fluid - frequency of bioty-
pes and serotypes.
LANDGRAF, I.M. & VIEIRA, M.F.P .

37-40

41-45

47-51

53-56

57-62

63-68

69-74

75-81

83-86

87-91



716 Identíficatton of Chlamydia trachomatis, herpes simplex virus and human papil-
loma virus in irradiated uterine-cervix: critical analysis of potential problems
in Papanicolaou smears routine.

Identificação de Chlamydia trachomatis, herpes simplex vírus e papiloma vírus hu-
mano em colo uterino irradiado: análise crítica de um problema em potencial
em esfregaços rotineiros de Papanicolaou.
LONGATTO FILHO, A.; MAEDA, M.Y.S. & OYAFUSO, M.S .

717 Anticorpos séricos IgA no diagnóstico da fase aguda da esquistossomose mansoni
humana.

IgA antibodies in the diagnosis of acute schistosomiasis mansoni.
KANAMURA, H.Y.; SILVA, R.M.; RABELLO, A.L.T.; ROCHA, R.S. &
KATZ, N', .

718 Detecção de anorexígenos e benzodiazepínicos em formulações "naturais" empre-
gadas em regimes de emagrecimento.

Detection of anorectics and benzodiazepines in galenicals used in treatment for
obesity,
AURICCHIO, M.T.; BATISTIC, M.A. & MARKMAN, B.E.O .

93-99

101-104

105-110



Rev. Inst. Adolfo Lutz,
51 (1/2): 1-6, 1991.

NÍVEIS RESIDUAIS DE ÓXIDO DE ETILENO, ETILENOCLORIDRINA
E ETILENOGLICOL EM SONDAS ENDOTRAQUEAIS DE BORRACHA,

EM DIFERENTES TIPOS DE EMBALAGENS*
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WATANABE, E & BARRETTO, H. H. C. - Níveis Residuais de Óxido de Etileno, Etileno-
cloridrina e Etilenoglicol em sondas endotraqueais de borracha, em função dos tipos de
embalagens utilizados. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (1/2): 1-6, 1991.

RESUMO: A análise dos teores residuais verificada em sondas endotraqueais de diversos
diâmetros internos, em função dos tipos de embalagens utilizados, nas diversas posições na câ-
mara de esterilização, revelou baixos teores residuais de óxido de etileno, em embalagem de
papel grau cirúrgico verso polipropileno. Altos teores foram verificados em embalagens de fil-
me de poliamida com poliamida. Não foram detectados teores significativos de etilenocloridri-
na e etilenoglicol.

DESCRITORES: Sondas endotraqueais de borracha; óxido de etileno, etilenocloridrina,
etilenoglicol, resíduos em sondas de borracha; esterilização de sondas de borracha.

INTRODUÇÃO

As falhas na técnica de esterilização resultam mui-
tas vezes de fatores ligados ao desconhecimento do
manuseio de aparelhos, do uso de métodos incorre-
tos de acondicionamento do material e dos princí-
pios relacionados ao processo utilizad02,6,8,1O,17.

Os elevados índices de infecções nos hospitais
acarretando complicações em pacientes, podem de-
correr de falhas no processo de esterilização de ma-
teriais e equipamentos inadeqüadamente prepara-
dos.

Torna-se fundamental a identificação, prevenção
e correção das falhas, através da implantação de me-
didas seguras principalmente quando alternativas de
esterilização são introduzidas. Uma delas, ampla-
mente empregada atualmente, é a do uso de óxido
de etileno, pela sua propriedade bactericida.

O gás óxido de etileno é um agente químico bas-
tante tóxico, capaz de destruir os microorganismos
patogênicos das superfícies de determinados mate-

riais e equipamentos que não toleram esterilização
a altas temperaturas1,8,12,15,16.

Entretanto, este processo pode acarretar efeitos
adversos à saúde, provenientes da quantidade de
seus resíduos ou de seus sub-produtos, quando
não processados dentro de padrões estabeleci-
dos3,5,7,8,11,12,13,17,18.

Para diminuir os riscos, os materiais esteriliza-
dos devem ser submetidos a uma efetiva aeração
e acondicionados em embalagens apropriadas-t-"
sendo que as mais freqüentemente usadas em hos-
pitais são papéis, filmes plásticos e combinação
de papel com filme plástico.

Algumas características importantes devem
acompanhar as embalagens, para atender ao mé-
todo de esterilizaçãoê, como: permeabilidade, re-
sistência, flexibilidade, ausência de componentes
tóxicos na sua composição, facilidade no uso e
integridade na selagem.

O limite de teores residuais nos materiais
médico-cirúrgicos, encontra-se definido na Por-

* Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz.
** Do Hospital das Clínicas da F.M.U.S.P.
*** Do Instituto Adolfo Lutz
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taria do Ministério da Saúde segundo os valores
adaptados aos padrões do FDA (Food and Drug
Administration)".

Outra preocupação verificada é a possível in-
fluência na localização dos materiais, quando co-
locados mo interior da câmara para esterilização,
mesmo que devidamente acondicionados.

Tais preocupações decorreram durante a expe-
riência com o processo de esterilização utilizando
o gás óxido de etileno, com intercorrências clíni-
cas com os pacientes, caracterizados como reações
alérgicas, semelhantes a queimaduras de segundo
grau.

As embalagens empregadas rotineiramente vão
desde o papel como que contém em sua composi-
ção, amido, substâncias tóxicas, ausência de resis-
tência à flexão e propensa a rasgaduras, até filmes
plásticos que não oferecem adequada permeabili-
dade, impedindo a liberação do resíduo de óxido
de etileno e seus sub-produtos, etilenocloridrina e
etilenoglicolê,

Mediante os problemas enfrentados, o presente
trabalho teve como objetivo verificar o teor resi-
dual de óxido de etileno, etilenocloridrina e etile-
noglicol, utilizando sondas endotraqueais de diver-
sos calibres, acondicionadas em diferentes tipos de
embalagens, e em diversas posições no interior da
autoclave, pretendendo dessa forma contribuir para
a promoção de melhor nível de atendimento ao pa-
ciente, por meio de subsídios ao controle de quali-
dade do processo de esterilização utilizado.

MATERIAL E MÉTODO

Material

- Autoclave horizontal a óxido de etileno de
ciclo automático com capacidade de 5761, largura
de 80 em, altura de 60 em e profundidade de 1,20
m, nas condições abaixo:

• pressão de trabalho de 1,100 kg/ cnr'
• pré-vácuo de 20 minutos
• tempo de exposição de 3,5 horas
• temperatura de 55°C
• umidade relativa de 400/0 a 50%
• mistura gasosa de 12% de óxido de etileno e

88% de Freon 12
• aeração prévia de 4 horas.

- Câmara aeradora de óxido de etileno com ca-
pacidade de 576 1, largura, de 80 em, altura de 60
em e profundidade de 1,32 m de ciclo automático,
com termorregulador e temporizador de 12 horas,
nas condições abaixo:

• temperatura de 52°C
• tempo de aeração de 12 horas.

2

- Embalagens

a) Papel grau cirúrgico 80 g/ m-, espessura de
0,090 mm, verso papel grau cirúrgico 60
g/rrr' e polietileno de 20 em X 35 em e es-
pessura de 0,10 mm (papel grau cirúrgico X
papel grau cirúrgico);

b) papel grau cirúrgico 80 g/ m-, espessura de
0,090 mm, verso poliester/polietileno lami-
nado 63 g/ m2 de 20 em X 35 em e espessu-
ra de 0,062 mm (papel grau cirúrgico X po-
lietileno );

c) papel grau cirúrgico 80 g/ m2, espessura de
0,090 mm, verso poliester com polipropile-
no laminado 54 g/ m2 de 20 em X 35 em e
espessura de 0,052 mm (papel grau cirúrgico
X polipropileno);

d) filme de poliamida em ambas as faces de 18
em X 35 em e espessura de 0,045 mm (polia-
mida X poliamida).

- Sondas

As sondas endotraqueais utilizadas foram as de
borracha providas de balões com as seguintes
dimensões:

Comprimento (em)
13,5
21,5
30,0
30,0
30,0

Diâmetro interno (mm)
2,5
4,5
7,5
8,5
9,5

Cromatógrafo a gás Varian Aerograph 2700
Termoseladora

MÉTODO

O trabalho foi realizado em um hospital geral
governamental, cuja área de esterilização a óxido
de etileno encontra-se dentro dos padrões mínimos
exigidos. O estudo foi realizado com 120 amostras,
utilizando uma sonda endotraqueal nova de cada
calibre, para cada tipo de embalagem, colocadas
em cada uma das posições internas da câmara de
esterilização .

Fases do preparo do material:

• Limpeza - as sondas foram lavadas com sa-
bão neutro, escovadas manualmente em todas
as suas superfíceis interna e externa. Em se-
guida, enxaguadas em água corrente e colo-
cadas em superfície limpa para escorrer a água
em excesso. Após estes procedimentos, as son-
das foram secadas com compressas limpas.

• Embalagem - as sondas foram acondiciona-
das individualmente nas embalagens propos-
tas para o estudo, conforme descrição anterior.
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• Selagem - realizado a termoselagem,
tomando-se o cuidado de retirar o ar retido
internamente, antes de fechá-los com o intui-
to de reduzir a danificação do invólucro.

• Identificação - cada invólucro foi identifica-
do com o número do calibre da sonda, tipo
de emalagem, posição interna na câmara es-
terilizadora e data de esterilização.

• Posicionamento - 3 sondas foram colocadas
na prateleira superior e 3 na prateleira infe-
rior, posicionadas de acordo com os cestos,
na parte da frente, mediana e fundo.

• Esterilização - a esterilização processou-se
com concentração de óxido de etileno de 450
mg/l, com exposição dos materiais durante 3,5
horas, considerado suficiente para que o agen-
te esterilizante penetre completamente através
das embalagens, após posicionado o termor-
regulador para 55°C, cuja operação é reali-
zada 2 horas antes do funcionamento total do
aparelho, para que haja uniformidade de
aquecimento no momento da injeção do óxi-
do de etileno. A umidificação do ciclo foi

realizada com 3 1de água destilada na bandeja lo-
calizada na parte inferior do aparelho. Após o ci-
clo de esterilização, houve evacuação do gás por
exaustão à vácuo, com ar filtrado por um período
de 4 horas. Em seguida, a porta da câmara de es-
terilização foi acionada, permanecendo semi-aberta
por 15minutos, após, transferidos para a câmara
de aeração.

O encaminhamento dos materiais foi feito
tomando-se o cuidado para que não ficassem ex-
postas, isto é, foram empacotadas em conjunto
dentro de campos de tecidos. O tempo gasto du-
rante o trajeto foi, em média, de 10 minutos.

• Análise dos resíduos
O método utilizado e as condições analíti-

cas foram descritos por Nogueira e colabora-
dores (14)

RESULTADOS

Os teores residuais de óxido de etileno (OET) nos
4 tipos de embalagens estudadas foram as seguin-
tes, conforme demonstra a Tabela 1:

TABELA 1

Teores de óxido de etileno residual em ppm encontrados nas sondas endotraqueais embaladas
em diferentes tipos de materiais, de acordo com as posições na câmara esterilizadora.

TIPO
DE

EMBALAGEM

DIÂMETRO
DAS

SONDAS
(mm)

POSIÇÂO NA CÂMARA ESTERILIZADORA

SUPERIOR INFERIOR

FRENTE MEDIANA FUNDO FRENTE MEDIANA FUNDO

Papel
x

Papel

Papel
x

Polietileno

Papel
x

Polipropileno

Poliamida
x

Poliamida

2,5 < 1,0 4,6 < 1,0 < 1,0 113,0 13,9
4,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 10,0 < 1,0
7,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
8,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
9,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 34,0 < 1,0

2,5 < 1,0 15, < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
4,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
7,5 70,0 16,1 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
8,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
9,5 44,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0

2,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 20,0 < 1,0 < 1,0
4,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 17,0 < 1,0 < 1,0
7,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
8,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
9,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0

2,5 381,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 27,9 < 1,0
4,5 14,0 < 1,0 < 1,0 12,7 6,0 251,4
7,5 1.039,0 16,0 21,2 < 1,0 16,5 199,8
8,5 5,2 13,4 45,7 28,8 15,3 < 1,0
9,5 147,6 31,8 7,7 31,8 15,7 16,0

3
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• Embalagem de papel grau cirúrgico verso pa-
pel grau cirúrgico - as sondas endotraqueais
de diâmetro 2,5 mm apresentaram resíduos de
óxido de etileno tanto na posição superior co-
mo na posição inferior da câmara esteriliza-
dora. As de diâmetros 4,5 mm e 9,5 mm apre-
sentaram teores residuais apenas na posição
inferior mediana.

• Embalagem de papel grau cirúrgico verso po-
lietileno - teores residuais de óxido de etile-
no foram observados nas sondas endotra-
queais de diâmetros 2,5 mm, 7,5 mm e 9,5
mm. Neste tipo de embalagem, foi verificada
a presença de resíduos apenas nas posições su-
perior frente e mediana da câmara esteriliza-
dora.

• Embalagem de papel grau cirúrgico verso po-
lipropileno - na utilização deste tipo de em-
balagem, verificou-se níveis residuais de óxi-
do de etileno' apenas nas sondas endotraqueais
de diâmetro 2,5 mm e 4,5 mm. Com relação
à localização na câmara de esterilização,
observou-se a presença de resíduos somente na
posição inferior frente.

• Embalagem de poliamida verso poliamida -
foram encontrados níveis residuais de óxido
de etileno em 22 amostras de sondas endotra-
queais empacotadas neste tipo de embalagem.
Os maiores teores foram constatados nas son-
das endotraqueais de diâmetro 2,5 mm, 4,5
mm e 7,5 mm. Apenas um valor elevado de

teor residual de óxido de etileno foi observa-
do na posição inferior da câmara esterilizado-
ra, enquanto que na posição superior, detec-
taram-se dois valores elevados de níveis resi-
duais. Destaca-se ainda que das 30 amostras
estudadas, apenas 8 não apresentaram acha-
dos importantes « 1,0 ppm).

Os valores residuais de óxido de etileno encon-
trados nas embalagens estudadas, com exceção da
embalagem de poliamida verso poliamida, situam-
se dentro dos limites estabelecidos pela Portaria vi-
gentes".

• Distribuição dos Indicadores de resíduos de
Óxido de Etileno (OET), segunto as Embala-
gens Estudadas

Com relação a presença de teores residuais de
óxido de etileno nas embalagens estudadas, com
exceção do filme de poliamida, pode-se estabele-
cer uma ordem seqüencial de uso da embalagens
que apresentaram resultados superiores a 1,0 ppm
(partes por milhão), nas sondas endotraqueais. Em
primeiro lugar está a embalagem de papel grau ci-
rúrgico verso polipropileno; em em segundo, pa-
pel grau cirúrgico verso polietileno (Tabela 2).
A análise desta distribuição, no âmbito deste es-

tudo, permite supor melhor desempenho da em-
balagem de papel grau cirúrgico verso polipropi-
leno, em relação aos demais, definindo a sua utili-
zação como invólucro de materiais a serem esteri-
lizados a óxido de etileno.

Tabela 2

Distribuição dos indicadores de resíduos de óxido de etileno
em ppm* obtidos neste estudo, segundo embalagens.

INDICADOR RESIDUAL
250

EMBALAGEM
1,0 1,0-249

Grau Cirúrgico / Grau Cirúrgico
Grau Cirúrgico / Polietileno

Grau Cirúrgico / Polipropileno
Poliamida / Poliamida

25
26

28
8

5
4
2
19 3

* partes por milhão.

• Teores Residuais de Etilenocloridrina (ETC)
e Etilenoglicol (ETG)

Os resíduos de etilenoc1oridrina (ETC) e etile-
noglicol (ETG) encontrados nas amostras não apre-
sentaram resultados considerados significativos,
mantendo-se sem variação com valores abaixo de
0,01 ppm (partes por milhão) em todas as embala-
gens utilizadas. Estes valores correspondem a pre-
cisão nas medidas, resultantes do nível de sensibi-
lidade do cromatógrafo, isto é, a menor dosagem
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possível de detecção. Os valores encontrados fo-
ram independentes das posições no interior da câ-
mara esterilizadora.

DISCUSSÃO

Vários estudos têm sido realizados em que algu-
mas embalagens são rejeitadas e outras aceitas, ba-
seadas na permeabilidade dos materiais ao óxido
de etileno2,6,1O. A importância da permeabilidade
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da embalagem ao gás óxido de etileno, objeto des-
te estudo, está na retenção de teores residuais en-
contrados após a esterilização de materiais.

Dentre as 4 embalagens estudadas, cabe ressal-
tar que o papel grau cirúrgico verso polietileno e
papel grau cirúrgico verso polipropileno, são con-
sideradas as mais indicadas para embalar materiais.

A face que corresponde ao filme plástico na em-
balagem tem a finalidade de proporcionar a visua-
lização do seu conteúdo, enquanto que a parte que
promoverá a permeabilidade, corresponde à face
de papel-, O resultado esperado quando da utili-
zação da embalagem papel grau cirúrgico verso pa-
pel grau cirúrgico, seria a ausência residuais de óxi-
do de etileno, uma vez que ela propiciaria melho-
res condições de permeabilidade ao agente esteri-
lizante. Entretanto, esta embalagem apresenta na
sua constituição interna de uma de suas faces, uma
película de filme de polietileno aplicado sob o pro-
cesso de extrusão, cuja finalidade é a obtenção de
uma perfeita termoselagem, podendo ser interpre-
tada como provável interveniente.

Os teores residuais de óxido de etileno verifica-
dos nas sondas endotraqueais embaladas em po-
liamida verso poliamida foram os únicos classifi-
cados acima dos parâmetros estabelecidos pelos ór-
gãos oficiais nacionais e internacionais, fato que
vem confirmar as restrições ao seu uso como em-
balagem de materiais a serem esterilizados em óxi-
do de etileno.

Com relação à localização dos materiais na câ-
mara de esterilização, observou-se teores residuais
de óxido de etileno na posição inferior mediana e
fundo, com a utilização da embalagem papel grau
cirúrgico verso papel grau cirúrgico. A presença de
teores residuais de óxido de etileno na posição in-
ferior da câmara esterilizadora poderia ser atribuí-
da à quantidade recebida do agente esterilizante pe-
la proximidade de sua localização!". No entanto,
pode-se observar que nas sondas endotraqueais de

diâmetros 7,5 mm e 8,5 mm, os teores residuais de
óxido de etileno foram inferiores a 1,0 ppm (par-
tes por milhão), merecendo uma forma mais apu-
rada em estudos futuros.

CONCLUSÕES

• Relacionados à Embalagens:
a) Níveis residuais importantes de óxido de

etileno (250 ppm) foram encontrados em
sondas endotraqueais embaladas em polia-
mida verso poliamida;

b) as embalagens de papel grau cirúrgico ver-
so papel grau cirúrgico, papel grau cirúr-
gico verso polietileno e papel grau cirúrgi-
co verso polipropileno apresentaram teo-
res residuais de óxido de etileno, dentro dos
parâmetros estabelecidos pelos órgãos ofi-
ciais (250 ppm);

c) não foram encontrados teores residuais im-
portantes de etilenocloridrina (ETC) e eti-
lenoglicol (ETG) nas sondas endotraqueais
estudadas.

• Relacionadas aos diâmetros internos das son-
das endotraqueais:

Foram verificados teores residuais importantes
de óxido de etileno (250 ppm) em sondas endotra-
queias de diâmetros internos de 2,5 mm, 4,5 mm
e 7,5 mm embaladas com invólucros de poliamida
verso poliamida. Não foi possível caracterizar a in-
fluência dos calibres das sondas encontraqueias, em
relação à impregnação por óxido de etileno.

• Relacionadas à posição do material no inte-
rior da câmara de esterilização:

Foram encontrados teores residuais importantes
de óxido de etileno, tanto na posição superior co-
mo na inferior da câmara esterilizadora, apenas nas
sondas endotraqueais embaladas em poliamia verso
poliamia.

RIALA6/700

WATANABE, E & BARRETO, H. H. C. - Levels of ethylene oxide, ethylene cloridrin and
ethylene glycol residue in endotracheal tubes of rubber in different types packaging. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 51(1/2): 1-6, 1991.

ABSTRACT: A marked difference was found between packaging with polypropylene film
on one side and surgical-grade paper on the other side, and polyamide packaging on both sides.
The retained was lower in endotracheal tubes of rubber wrapped with polypropylene film pack-
aging on one side and surgical-grade paper on the other side. The leveI determined was not
significant in endotracheal tubes of ethylene chlrohydrin an ethylene glycol residual, as with
using packaging of surgical-grade paper-plastic combinations with polypropylene, polypropy-
Iene and polyamide films.

DESCRIPTORS: endotracheal tubes of rubber; ethylene oxide, ethylene clorodrin, ethy-
Iene glycol residues in tubes af rubber; sterilizatíon af tubes af rubber.
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SANTOS, M. C.; RODRIGUES, R. M. M. S. & ZAMBONI, C. Q. - Matérias estranhas le-
ves e partículas metálicas em misturas para bebida láctea e mingau, destinadas à Merenda
Escolar. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (1/2): 7-10, 1991.

RESUMO: Para avaliar as condições higiênicas de alimentos destinados à Merenda Esco-
lar, quanto à presença de matérias estranhas leves (insetos, seus fragmentos e larvas) e de partí-
culas metálicas, foram analisadas 50 amostras de misturas para o preparo de bebida láctea e
50 amostras de misturas para o preparo do mingau. Para a pesquisa de matérias estranhas le-
ves, utilizou-se o método padronizado pela A.O.A.C., com modificações. Encontrou-se frag-
mentos de insetos em 660/0das amostras de misturas para bebida láctea e em 62% das amostras
de mingau. Não foram encontrados insetos e larvas nas amostras analisadas. Para pesquisa
de partículas metálicas desenvolveu-se um método onde a amostra dissolvida em água é agitada
com uma barra magnética que atrai as partículas e possibilita sua contagem. Verificou-se que
30% das amostras de misturas para bebida láctea e 44% das amostras de misturas para mingau
continham partículas metálicas.

DESCRITORES: mistura para bebida láctea, mistura para mingau, Merenda Escolar, ma-
térias estranhas leves, partículas metálicas, detecção microscópica.

INTRODUÇÃO

O Programa da Merenda Escolar objetiva a ali-
mentação de crianças de 1~ grau, da Rede de En-
sino Oficial, durante o ano letivo e férias
escolares='. Os produtos destinados a esse fim de-
vem ser de boa qualidade, não somente em valor
nutricional mas também no aspecto de higiene.

Dentro da classe de alimentos destinados à Me-
renda Escolar estão os pós para o preparo de
alimentos", como as misturas para o preparo de
bebida láctea e de mingau.

Matérias estranhas leves, como insetos, larvas,
fragmentos de insetos e de larvas, ácaros e pêlos
de roedor, podem ser encontradas como contami-
nantes dessas misturas, podendo ser incorporadas
às mesmas tanto pelo uso de matérias primas con-
taminadas, como pelas más condições higiênicas,

durante o processamento ou pela estocagem pro-
longada em condições inadequadas.
Em trabalho anterior+, verificou-se a presença

de fragmentos de insetos, pêlos de roedor e ácaros
em produtos de cacau, o que poderia contaminar
as misturas para bebida láctea e mingau sabor cho-
colate. Tem-se constatado a contaminação por
fragmentos de insetos e ácaros em amostras de ami-
do de milho, matéria prima desses produtos.

As partículas metálicas (ferromagnéticas) podem
estar presentes nos alimentos devido à contamina-
ção durante a produção e o processamento dos
mesmos. A presença dessas partículas pode ocor-
rer, principalmente, quando se tem contato do ali-
mento com peneiras, pulverizadores, encanamen-
tos velhos e enferrujados e maquinarias gastas ou
com ajuste mal feito de juntas, ou mesmo, com pa-
rafusos soltos!". Dificilmente se consegue evitar as

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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contaminações durante as operações normais de
moagem, porém aquelas ocorridas devido ao des-
gaste das maquinarias ou ao controle inadequado
dos equipamentos podem ser controladas.
Esses achados, quanto à presença de matérias es-

tranhas leves e a possibilidade de ocorrência de par-
tículas metálicas, em produtos que podem ser ma-
téria prima de misturas para o preparo de bebida
láctea e de mingau, a necessidade de ter um padrão
de qualidade em alimentos destinados à Merenda
Escolar da Rede Oficial do Estado de São Paulo
aliados à escassez de literatura, quanto às condi-
ções higiênicas desses produtos, requisitaram o pla-
nejamento deste trabalho.
Para o controle das condições higiênicas das

amostras foram aprimoradas técnicas, já utiliza-
das para outros produtos, de extração de matérias
estranhas leves e de extração e determinação de par-
tículas metálicas e verificado o nível de incidência
dessas matérias estranhas nesses alimentos, visan-
do também possíveis alterações na legislação em
vigor",

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 50 amostras de misturas para
o preparo de bebida láctea e 50 de misturas para
o preparo de mingau, ambas de diversos sabores,
enviadas para análise pelas indústrias, ao Institu-
to Adolfo Lutz, durante o ano de 1989.

Métodos
- Pesquisa de matérias estranhas leves
Foi utilizado o método da tamisação para suji-

dades leves em amidos da Association of Official
Analytical Chemists" com modificações que per-
mitiram o seu aprimoramento, como menores
quantidades de amostra e de águas e a utilização
do frasco de Wildman, para uma melhor extração
das matérias estranhas leves.
Procedimento: Pesar 100 g de amostra em um

béquer de 1000ml e adicionar 600 ml de água fil-
trada. Misturar com bastão de vidro e passar a mis-
tura por tamis USBS 230, lavando com jatos de
água à 37°C, para eliminar o amido. Em amostras
com excessivo resíduo de elementos histológicos no
tamis, transferir o resíduo para o béquer e adicio-
nar HCI (l + 9), aquecer, passar a mistura para o
frasco armadilha de Wildman, juntar 15ml de n-
heptano e completar o volume do frasco com água
quente (50-70°C); agitar ocasionalmente durante
20 minutos e extrair o material para o béquer, após
10 minutos de repouso. Adicionar 15 ml de n-
heptano, completar novamente o volume do fras-
co com água quente, agitar, deixar em repouso por
10minutos e extrair novamente o material. Filtrar
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à vácuo sobre papel de filtro e examinar ao micros-
cópio estereoscópico, aumento de 20 vezes.

2 - Pesquisa de partículas metálicas
A - Contagem
O método para extração das partículas metáli-

cas baseou-se no princípio da atração magnética'.
Após, procedeu-se a contagem.
Procedimento: Pesar 50g de amostra em um bé-

quer de 600 ml e adicionar 400 ml de água filtra-
da. Agitar com barra magnética por 15 minutos.
Retirar a barra magnética do béquer com a pinça
(se necessário, lavar ligeiramente a barra com água
para não ficar resíduo da amostra retido na mes-
ma) e deixar secar. Examinar ao microscópio este-
reoscópico (aumento de 20 vezes) e contar as par-
tículas metálicas aderidas à barra. Lavar a barra
magnética, e repetir a agitação, para recuperar pos-
síveis partículas metálicas remanescentes, após a
primeira agitação e proceder à contagem.

B - Medida do tamanho
Para medir o tamanho das partículas foi utili-

zado o método descrito por WaIlisll.

RESULTADOS

Na análise das 100 amostras de misturas para o
preparo de bebida láctea e de mingau foram en-
contrados, como matérias estranhas leves, somen-
te fragmentos de insetos. A Tabela 1 apresenta os
resultados obtidos, com faixas de incidência, em
intervalos de 10, de matérias estranhas leves.

A Tabela 2 mostra o número e a porcentagem
de amostras contendo ou não particulas metálicas,
com faixas de incidência, em intervalos de 20 para
a quantidade, e intervalos mímimo e máximo, pa-
ra o tamanho. Os resultados de partículas metáli-
cas obtidos em 50g de amostra foram calculados
para 100g.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

No método de tamisação para pesquisa de ma-
téria estranha leve para amidos", faz-se uma hi-
drólise posterior com HCI, para eliminar o exces-
so de material retido no tamis.
Em alguns tipos de misturas para o preparo de

mingau (como mingau de cereais), só a hidrólise
não foi suficiente, permanecendo muito resíduo re-
tido no tamis (elementos histológicos do cereal).
Para essas misturas utilizou-se o frasco armadilha
de Wildman com n-heptano, como líquido de
flutuacãot--', para extracão e filtração do mate-
rial hidrolizado, o que permitiu a identificação da
matéria estranha leve presente na amostra.
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TABELA 1

Matéria estranha leve em misturas para o preparo de bebida láctea e de mingau (número/lOOg)

Matéria estranha leve Bebida Láctea Mingau
tipo incidência n? 070 n? %

O 17 34,0 19 38,0
Fragmentos 1 - 10 29 58,0 22 44,0

de 11 - 20 2 4,0 5 10,0
insetos 21 - 30 2 4,0 3 6,0

31 - 40 O 0,0 2,0

Total 50 50

Larvas O 50 100,0 50 100,0

Total 50 50

Insetos O 50 100,0 50 100,0

Total O 50 50

TABELA 2

Partículas metálicas em misturas para o preparo de bebida
láctea e de mingau (número/IOOg)

Partículas metálicas Bebida láctea Mingau
incidência tamanho (mm) n? % n? %

O 35 70,0 28 56,0
I - 20 0,15 - 0,30 4 8,0 11 22,0

21 - 40 0,15 - 0,30 4 8,0 5 10,0
41 - 60 0,15 - 0,30 O 0,0 4 8,0
> 300 0,01 - 0,10 7 14,0 2 4,0

Total 50 50

Na análise de misturas para o preparo de bebida
láctea, a hidrólise não foi necessária pois a peque-
na quantidade de amido, que é apenas um dos com-
ponentes da mistura", não deixa resíduo no tamis.

De acordo com a Tabela I, 340/0 das amostras
de misturas para bebida láctea estavam isentas de
matérias estranhas leves, enquanto que as demais,
66%, continham somente fragmentos de insetos e
em número inferior a 30.

Quanto às misturas para mingau, 38% das amos-
tras estavam isentas de matérias estranhas leves,
enquanto que 62% continham fragmentos de in-
setos e em número inferior a 40 (Tabela 1).

De acordo com a legislação vigente", deve haver
ausência de sujidades, parasitos e larvas em "pós
para o preparo de alimentos". Não havendo limite
de tolerância para fragmentos de insetos, 66% das
amostras de misturas para bebida láctea e 62% de
misturas para mingau foram consideradas em con-
dições higiênicas insatisfatórias. Sugere-se uma mo-
dificação na legislação, quanto à fragmentos de in-

setos, estabelecendo-se um limite de tolerância de
até 20 fragmentos em 100g de amostra.

Para a pesquisa de partículas metálicas, não foi
possível utilizar o método preconizado pela
A.O.A.C.4, que utiliza mistura de clorofórmio e
tetracloreto de carbono, como meio de sedimen-
tação, para separar as partículas metálicas do pro-
duto, pois o açúcar presente nas misturas de bebi-
da láctea e mingau sedimenta juntamente com as
partículas metálicas, impedindo a visualização das
mesmas, após a filtração do material sedimentado
no béquer.

Buscando solucionar a separação das partículas
metálicas desse tipo de produto, modificou-se uma
técnica já existente, de forma que, após dispersão
da amostra, fez-se a agitação com barra magnéti-
ca. As partículas metálicas presentes no alimento
foram atraídas, podendo ser contadas com o au-
xílio do microscópio estereoscópico.

Utilizou-se água para dispersão das amostras,
não sendo necessários o uso do clorofórmio e me-

9
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tanol e da barra magnética dentro do tubo de
vidro", uma vez que, a atração magnética foi su-
ficiente para a separação das partículas metálicas
do meio e posterior determinação. Teve-se o cui-
dado de não usar materiais metálicos, como pin-
ças, para manejar a barra magnética, pois poderia
haver atração de partículas metálicas da barra pa-
ra a pinça, interferindo no resultado.

Pela Tabela 2 verifica-se que a porcentagem de
amostras isentas de partículas metálicas foi de 700/0
para a mistura para bebida láctea e de 56% para
mingau.

Das amostras de mistura para bebida láctea que
continham partículas metálicas, 16% apresentaram
de 1 a 40 partículas metálicas em 100g de amostra
e 14% acima de 300 partículas (Tabela 2).

Nas misturas para mingau, 40% continham de
1 a 40 partículas e 4% das amostras apresentaram
acima de 300 partículas por 100g de amostra (Ta-
bela 2).

Verificou-se que o tamanho das partículas nas
amostras que continham de 1 a 60 partículas me-
tálicas variou entre 0,15 e 0,30mm e nas que con-
tinham acima de 300 partículas, o tamanho ficou
entre 0,01 e 0,10 mm (Tabela 2), ou seja, quanto
maior o número de partículas metálicas atraídas.
menor o tamanho.

Como bebidas lácteas e mingaus são produtos
finais da mistura de pós, como açúcar, amido e
chocolate, a presença de partículas metálicas nes-
ses alimentos pode ocorrer pelo uso de matérias pri-
mas mal elaboradas. Sugere-se, portanto, a conti-
nuação da pesquisa de partículas metálicas nessas
matérias primas, antes de propor alterações na le-
gislação vigente.

Os métodos utilizados para pesquisa de matérias
estranhas leves e de partículas metálicas mostraram-
se eficientes, rápidos e de fácil execução, sendo ade-
quados na continuidade da pesquisa.
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ABSTRACT: 50 samples of lacteals beverages and 50 of pap used in the official program
of school meal were analyzed for light and heavy filth. For the Iight fi1th detection was
utilized the method of Official Methods of Analysis of the A.O.A.C. with modifications.
It was concluded that 66,00/0of samples of lacteals beverages and 62,0% of pap had in-'
sect fragments. It was developed a method for metallic particles count. Ferromagnetic par-
ticles were detected in 30,0% samples of lacteals beverages and 44,0% samples of papo

DESCRIPTORS: lacteals beverages, pap, school meal, light filth, ferromagnetic particles,
microscopic detection.
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RESUMO: São descritas as principais características botânicas e fito-químicas de três espécies
de hortaliças nativas com o objetivo de identificá-Ias, principalmente quando apresenta-
das sob formas industrializadas, fortemente trituradas (sopas, produtos liofilizados, etc).
As descrições botânicas são acompanhadas de desenhos.

DESCRITORES: Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn., Xanthosoma atrovirens C. Koch e Bou-
ché, Amaranthus hybridus L., língua-de-vaca, taioba, caruru.

INTRODUÇÃO

As hortaliças empregadas na alimentação da po-
pulação urbana da região sul do Brasil são consti-
tuídas quase exclusivamente de plantas estrangei-
ras aclimadas no nosso país. Podemos agrupá-Ias
em três famílias, basicamente: umbelíferas (aipo,
coentro, erva-doce, cenoura, etc), crucíferas
(agrião, couve, repolho, acelga, etc) e compostas
(alface, alrneirão, chicória, etc).
Este trabalho visa o reconhecimento e a promo-

ção de algumas de nossas mais populares e sabo-
rosas hortaliças indígenas, e que, no entanto, não
são cultivadas e/ou comercializadas nem mesmo
em nosso próprio país. Na condição em que se en-
contram, podem vir a serem extintas em curto es-
paço de tempo.

MATERIAL E MÉTODOS

As espécies Talinum paniculatum (Jacq.)
Gaertn., Xanthosoma atrovirens C. Koch e Bou-

ché eAmaranthus hybridus L. foram coletadas em
terrenos baldios do bairro de Santo Amaro, nesta
capital. A identificação botânica das mesmas fi-
cou a cargo da pesquisadora Lúcia Rossi, do Ins-
tituto de Botânica, São Paulo.

Os cortes histológicos foram executados a mão
livre. Foram empregados corantes histológicos
usuais em estudos anatômicos, Os desenhos foram
executados sob projeção de câmara clara. A esca-
la foi determinada com lâmina micrométrica.
A triagem fito-química de princípios ativos na-

turais foi procedida através de reações de colora-
ção e precipitação após extrações com solventes or-
gânicos, segundo técnicas descritas nos compêndios
de farmacognosia.

Análise mineral

Preparação da amostra - pesar com exatidão
cerca de lOg da amostra, previamente seca e pul-
verizada, em cápsula de porcelana. Incinerar e le-
var à mufla a 400? C. Dissolver as cinzas esbran-

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP. - VII Encontro Na-
cional de Analistas de Alimentos - Centro de Conv. Rebouças

** Do Instituto Adolfo Lutz
*** Da Faculdade de Farmácia e Bioquímica da USP

11



JORGE, L. L F.; FERRO, V. O. & SAKUMA, A. L. - Hortaliças brasileiras - caracterização botânica e química
das espécies: Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn., Xanthosoma atrovirens C. Koch e Bouché e Amaranthus
hybridus L .. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (1/2): 11-18, 1991.

quiçadas com 5ml de ácido nítrico concentrado p.a.
e aquecer em chapa elétrica para eliminar o exces-
so de ácido. Transferir quantitativamente para um
balão volumétrico de 50 ml e completar o volume
com água destilada. Filtrar e analisar os minerais
no filtrado.

Métodos - Os métodos empregados para a de-
terminação de ferro e cálcio encontram-se descri-
tos nas Normas Analíticas do Instituto Adolfo
Lutz". Para a determinação de magnésio, foi uti-
lizado o mesmo método que para o cálcio, porém,
a solução-amostra foi previamente neutralizada
com hidróxido de sódio até pH 10.

Determinação de manganês

Reagentes

Solução-padrão estoque de manganês, 1.000
mg/l, preparada a partir de solução titrisol Merck.

Soluções padrão de trabalho de manganês: 0,2
mg/1; 0,5 mg/l e 1,0 mg/l; preparadas a partir
da solução-padrão estoque.

Equipamento

Espectrofotômetro de absorção atômica, modo
460, Perkin Elmer, equipado com corretor de deu-
tério.

Condições experimentais: chama ar / acetileno,
fenda 0,2 nm e comprimento de onda 279,5 nm.

Procedimento: diluir a solução amostra 50 ou
100 vezes, em função da concentração de manga-
nês presente, e efetuar a leitura no espectrofotô-
metro de absorção atômica. Fazer as leituras das
soluções-padrão de rnanganês e do branco.

RESULTADOS

Exame morfológico e estrutural (botânico)

l. Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.

A espécie Talinumapaniculatum (Jacq.) Gaertn.
apresenta como sinonímia científica mais freqüente
a denominação Talinum patens (L.) Willd.

Popularmente é conhecida sob diversas denomi-
nações em função da região: língua-de-vaca na Ba-
hia; carirú no Pará; manjongome no Ceará; Ma-
ria gombi no Rio de Janeiro; Maria gorda, beldroe-
ga miúda, João Gomes e inhá-gome em São
Paulo+.

A família a que pertence, portulacaceae, é cons-
tituída de ervas ou sub-arbustos de folhas carno-
sas, com estípulas secas, membranosas. São anuais
geralmente. Flores pequenas e pouco vistosas, cí-
clicas e actinomorfas, de perigônio diferenciado em
cálice e corola, ovário unilocular, flores geralmente
coloridas 15 • São conhecidas cerca de 500 espécies,
na maioria americanas, tropicais. No nordeste bra-

12

sileiro são abundantes no solo seco e servem como
plantas forrageiras para as cabras".

Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn. é excelente
verdura. As folhas são refrigerantes e mucilagio-
nosas. A raíz é medicinal e anti-escorbútica. Ve-
geta em todo o país".

IFON, E. T. & BASSIR, 0.4,5,6 encontraram al-
tos teores de proteína, piridoxina, riboflavina, cál-
cio, ferro e lipídios na espécie Talinum triangula-
re, africana.

Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn. possue flo-
res esféricas, miúdas (cerca de lmm de diâmetro),
cinco pétalas de coloração vermelha, destacáveis
sob o aumento do estereomicroscópio. As anteras
(observadas ao estereomicroscópio) são amarelas.
Sementes esféricas, miúdas, espermoderma quebra-
diço, cor preta.

As folhas são alternas ou opostas, em disposi-
ção perpendicular duas a duas (disposição opos-
ta). São elípticas, carnosas, sésseis, de dimensões
variáveis, em média 7,5 em de comprimento por
3,5 em de largura. A secção transversal do caule
é aproximadamente triangular ou circular, cerca de
4mm de diâmetro.

As folhas têm coloração verde-escura na face su-
perior e verde-clara na face inferior. São luzidias
e glabras. Apenas a nervura central é perceptível,
sendo bem saliente na face dorsal, e impressa na
face ventral. Há estípulas vestigiais, quase imper-
ceptíveis à vista desarmada. Observadas sob os au-
mentos do estereomicroscópio, as estípulas apre-
sentam coloração avermelhada.

As folhas são glabras, e apresentam estômatos em
ambas as epidermes, que diferem apenas quanto à
dimensão relativa das células: as células da epider-
me superior apresentam dimensões maiores em re-
lação às células da epiderme inferior. Estômatos do
tipo paralelocítico, característicos da família.lCf

Observadas em corte transversal, as folhas apre-
sentam duas camadas de parênquima paliçádico
pouco nítido. Os feixes vasculares são do tipo co-
lateral, com pouco desenvolvimento de estrutura
secundária nas partes aéreas do vegetal. Drusas e
cavidades secretoras de mucilagem ocorrem em
grande quantidade por todo o mesofilo. A cutícu-
Ia é delgada. Células vesiculares, quase constituindo
papilas, ocorrem nos bordos foliares (Fig. l-D).
Ausência de colênquima nas folhas.

Os feixes vasculares do caule aparecem separa-
dos e individualizados em secção transversal. A
grande quantidade de mucilagem e a ausência de
elementos mecânicos e fibrosos, tornam as folhas
da planta muito tenras palatáveis, justificando seu
sucesso como verdura.

O caule apresenta três ou quatro camadas de co-
lênquima abaixo da epiderme, e este representa
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seu único elemento de sustentação, tornando a er-
va ereta.

As raízes, de aspecto filamentoso, constam de
região xilemática central, onde ocorrem de quatro
a seis pólos de proto-xilema, a partir dos quais sur-
gem os raios vasculares, e desenvolve-se o xilema
secundário, delimitado pelo floema secundário e
floema primário seqüencialmente, parênquima cor-
tical e súber, na periferia.

2. Xanthosoma atroverens C. Koch e Bouché

Este vegetal, nativo no Brasil, já teve sua histo-
logia descrita em trabalho anterior''. Por este mo-
tivo, faremos apenas um resumo de seus elemen-
tos histológicos mais característicos. CRUZ3 e
PIO CORRÊA13 relatam que as raízes cozidas e as
folhas contusas são antissépticas e cicatrizantes de
feridas e úlceras exteriores. Ingeridas são úteis pa-
ra o fígado.

Xanthosoma atrovirens C. Koch e Bouché, da
família Araceae, é planta herbácea, cerca de 1,20m
de altura, folhas sagitadas, de dimensões variáveis,
em média 40 em por 25 em. A coloração verde de
suas partes superiores permite a distinção relativa-
mente à espécie Xanthosoma violaceum Schott, que
lhe é muito próxima, e cujas nervuras e pecíolo
apresentam coloração arroxeada. Ambas as espé-
cies são comestíveis, muito saborosas, e largamente
empregadas pela população rural de Minas, Goiás
e São Paulo.

O pecíolo e a nervura mediana apresentam fei-
xes de fibras celulósicas sub-epidérmicas, duetos
de látex e idioblastos contendo "bolsas de rafí-
deos". A bainha foliar, pelas suas características
histológicas, mostra ser um órgão de transição en-
tre a folha e o pecíolo. As folhas apresentam si-
metria dorsiventral, aerênquimas que se destacam
pelas dimensões avantajadas e pela freqüência com
que ocorrem. Na epiderme inferior ocorrem papi-
Ias. Estômatos do tipo paracítico fazem-se presen-
tes em ambas as epidermes.

3. Amaranthus hybridus L.

A família Amaranthaceae Juss., formada por
cerca de 60 gêneros e 900 espécies, é difundida nos
trópicos, subtrópicos e regiões temperadas da Amé-
rica e da África. No Brasil, ocorrem 12 gêneros com
cerca de 86 espéciesê,

São ervas anuais ou perenes, raramente sub-ar-
bustos, com folhas alternas ou opostas, glabras ou
pilosas, às vezes carnosas, sem estípulas. Flores ge-
ralmente pequenas, dispostas em inflorescências
densas, capituliformes, ou em espigas congestasê.

A presença de a1calóides, saponinas e taninos foi
observada por AYNILIAN et alii 1 e SABACHI et
alii!? em Amaranthus hybridus L. IFON &
BASSIR4,5,6 encontraram altos teores de minerais
e proteínas nesta espécie. Observaram, inclusive,

que é alta a taxa de assimilação do ferro presente
nas folhas para síntese de hemoglobina em ratos
anêmicos (estudo farmacológico).

As folhas de Amaranthus hybridus L. são pecio-
ladas, alternas, inflorescências congestas, axilares.
A nervura central é saliente na face dorsal e impres-
sa na face ventral. Em termos de coloração, as fo-
lhas apresentam tom mais escuro de verde em sua
face dorsal, relativamente à face ventral, mais cla-
ra. As nervuras, o pecíolo e a inflorescência apre-
sentam coloração bordô, característica.

O parênquima mesofílico tem estrutura dorsiven-
traI, tendendo a isobilatera!. A cutícula é espessa.

A nervura central apresenta feixes do tipo cola-
tera!. As células parenquimáticas apresentam es-
pessamento celulósico das paredes, nos pontos em
que estas se tocam, à semelhança de um colênquí-
ma (Fig. 8). Ocorrem tricomas tectores pluricelu-
lares capitados com cabeça esférica em ambas as
epidermes. Grandes células parenquimáticas
dispõem-se radialmente em torno dos feixes vas-
culares, constituindo estrutura Kranz. Também é
peculiar a disposição de grandes drusas contidas
em idioblastos, que flanqueiam as células da estru-
tura Kranz. Estômatos ocorrem em ambas as epi-
dermes, com a mesma freqüência, aproximadamen-
te. As paredes celulares são mais retas na epider-
me superior do que na inferior. Os estômatos da
epiderme inferior estão acima do nível das demais
células epidérmicas, e isso pode ser observado no
corte transversal (Fig, 6).

Duetos de látex são observados no parênquima
ao nível de nervura central (Fig. 7).

Todos os espessamentos observados nas células
foliares são celulósicos, mesmo aqueles espessa-
mentos dos vasos xilemáticos. Certamente essa ca-
racterística histológica contribue para conferir pa-
latabilidade a essas folhas.

Exame quimico e fito-qutmico

Os teores dos minerais analisados encontram-se
na tabela 1

TABELA 1

Teores de minerais encontrados em Xanthosoma
atrovirens C. Koch e Bouché (taioba) e Talinum
paniculatum (Jacq.) Gaertn. (língua-de-vaca)

Minerais X. atrovirens*
(taioba)

(mg/lOOg)

T. paniculatum*
(língua-de-vaca)

(mg/100g)

Ferro
Magnésio
Cálcio

40
340

1.670

180
1.310
1.120

• Valor médio de seis determinações com resultados
compatíveis.
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A triagem fito-química dos princípios ativos na-
turais, procedida em amostras de 2 a 3g do pó se-
co das folhas das espécies Amaranthus hybridusL.
(caruru), Xanthosoma atrovirens C. Koch e Bou-

ché (taioba) e Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.
(língua-de-vaca) revelou os resultados expressos na
tabela 2.

TABELA 2

Triagem fitoquímica dos princípios ativos encontrados nas folhas de Amaranthus hybridus L. (caruru),
Xanthosoma atrovirens C. Koch e Bouché (taioba) e Talinum paniculatum (Jacq.)

Gaertn. (língua-de-vaca)*

Espécie vegetal Cardiotônicos Flavonóides TaninosAlcalóides Saponinas Antraderivados

M D B Br LB K B
A. hybridus L.
(caruru)

X. atrovirens
C. Koch e
Bouché
(taioba)

T. paniculatum
(Jacq.) Baerten
(língua-de-vaca)

S AICl) A B C D BorntraegerH E

+ +

* Abreviações empregadas
Alcalóides
M = Reativo de Mayer
D = Reativo de Dragendorf
B = Reativo de Bouchardat

Cardiotônicos
LB = Lieberman-Bouchard
K = Reação de Kedde

B = Reação de Baljet

Flavonóides
S = Reação de Shinoda

Saponinas
H = Teste hemolítico
E = Teste afrogênico

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Grande número de produtos alimentícios indus-
trializados incluem hortaliças em suas formulações,
tais como: sopas liofilizadas, mingaus e papinhas
para bebês, etc. Estes produtos criam a necessida-
de do reconhecimento desses vegetais nos diversos
graus de fragmentação em que se apresentam, a fim
de se controlar a qualidade do produto, evitando
e reconhecendo fraudes e adulterações.

A escolha dessas espécies para estudo deve-se à
popularidade que as mesmas adquiriram junto à
população rural, o que justificaria seu cultivo e in-
dustrialização.
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AICh = Reação com c1oreto de
alumínio

Taninos (Soluções reagentes)

A = Com Cloreto férrico
B = Com acetato de cobre
C = Com Sulfato de quinino
D = Com acetato de chumbo

A portulacácea em estudo apresenta estômatos
e tipos de feixes vasculares (separados e individua-
lizados) característicos da família a que pertence.
A ocorrência de cavidades mucilaginosas, a gran-
de quantidade de mucilagem nelas contida, a es-
trutura do mesofilo, a presença de drusas e células
vesiculares nos bordos foliares, permitem a diag-
nose a nível de espécie.

Uma vez submetida a tratamento térmico e tri-
turação intensos, destacamos as drusas e as célu-
las vesiculares de Talinum paniculatum (Jacq.)
Gaertn. como recursos valiosos para o seu reco-
nhecimento em produtos industrializados.
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FIGURA 1 - Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn. - FO-
LHA
l-A = EPIDERME SUPERIOR (CORTE
PARADÉRMICO)
I-B = EPIDERME INFERIOR (CORTE
PARADÉRMICO)
l-C = ASPECTO GERAL
I-D = CÉLULAS VESICULARES DA
BORDA FOLIAR

lf0J par. lac,

par. pal,

[QJcav. secomuco

~I~dr.
, 2U

amo

FIGURA 3 - Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn. -
CAULE - Desenho esquemático da seccão
transversal
Col. ang.: colênquima angular; g. am.:
grãos de amido, dr.: drusas.

FIGURA 2 - Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn. -
NERVURA MEDIANA - Desenho esque-
mático do corte transversal
Par. pal.: parênquima paliçádico; par. lac.:
parênquima lacunoso; cavo seco muc.: ca-
vidade secretora de mucilagem; dr.: drusas

FIGURA 4 - Amaranthus hybridus L. - Folhas - Aspec-
to geral.
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FIGURA 5 - Amaranthus hybridus L. - EPIDERMES
FOLIARES
A = Epiderme inferior
B = Epiderme superior

FIGURA 7 - Amaranthus hybridus L. - Folha - Desenho
esquemátieo da nervura mediana
F. vasc.: feixe vascular; d. Ix.: duetos de
latex; col.: colênquirna.
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FIGURA 6 -Amaranthus hybridus L. - FOLHA - Corte
transversal do mesofilo
Ep. sup.: epiderme superior; trs. tees.: tri-
comas teetores; dr.: drusas; ep. inf.: epider-
me inferior.

100 ~m

FIGURA 8 -Amarantus hybridus L. - Folha - Células pa-
renquimáticas observadas em eorte paradér-
mico (vista frontal)
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A araceae em estudo é rica em características es-
truturais (tipo de estômatos, inclusões cito plasmá-
ticas, fibras, etc) que possibilitam a diagnose a ní-
vel de gênero. O reconhecimento da espécie, con-
tudo, dependerá da observação concomitante da
coloração das nervuras foliares".

METCALFE & CHALCKlO relatam a ocorrên-
cia de estrutura Kranz em folhas de amarantáceas,
chamando atenção para a distribuição restrita que
esta estrutura apresenta entre a dicotiledôneas. Es-
trutura Kranz é mais freqüente entre as monocoti-
ledôneas, particularmente entre as gramíneas e ci-
peráceas, afirmam os autores9,10,11.

A presença de estrutura Kranz e de cristais (dru-
sas) de oxalato de cálcio, bem como o espessamento
secundário anômalo verificado no caule (não es-
tudamos o caule de Amaranthus hybridus L. nes-
te trabalho), aproximam Amaranthaceae de Car-
yophyllaceae, segundo METCALFE & CHALKlO.

A presença de tricomas tectores capitados e de
colênquima angular bem desenvolvido nas nervu-
ras, também são características da família Ama-
ranthaceae, segundo METCALFE & CHALKlO.

Algumas características anatômicas de Amaran-
thus hybridus L. (caruru) podem ser consideradas
como adaptações ecológicas quanto à alta incidên-
cia luminosa das regiões em que a planta vegeta:
o espessamento parietal das células parenquimáti-
cas evitaria o colapso das células em situações de
"stress" hídrico; as paredes relativamente retas da
epiderme superior ofereceriam uma resistência à
perda de água.

A escassez de estrutura secundária e de elemen-
tos histológicos lignificados é constante dentro dos
vegetais empregados como hortaliças.

Encontramos duetos de látex no caule de Ama-
ranthus hybridus L. (caruru). Duetos de látex ain-
da não foram relatados na literatura para a famí-
lia Amaranthaceae.

Já sabemos através dos trabalhos de IFON &
BASSIR4,5,6, que Amaranthus hybridus L. (caru-
ru) é rica em ferro. Através deste nosso trabalho,
observamos que também as espécies Xanthosoma
atrovirens C. Koch e Bouché (taioba) e Talinum
paniculatum (Jacq.) Gaertn. são riquíssimas não
somente em ferro, mas também em magnésio e cál-
cio. Para ter-se uma idéia do potencial ferrugino-
so destas plantas, basta lembrar que Spinacia ole-
racea (espinafre), considerada rica em ferro, con-
tém aproximadamente 30 mg/lOO g de ferro (espi-
nafre cru e seco); portanto, a taioba é 330/0 mais
rica em ferro que o espinafre; e o caruru é 600%
mais rico em ferro. do que o espinafre!

Amaranthus hybridus L. (caruru), ainda revelou-
se espécie rica em saponinas, confirmando expec-
tativas tiradas da literatura química existente acerca
da família Amaranthaceae+'".
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ABSTRACT: There are deseribed main botanieal and phyto-chemistry eharaeteristies of
three native vegetable species with the objective of identify them, mainly when presented under
industrious form, striongly triturated (sops, paps for ehildren, ete). Drawings follow the bota-
nical descriptions.

DESCRIPTORS: Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.,; Xanthosoma atrovirens C. Koch
e Bouché; Amaranthus nybridus L.; língua-de-vaca; taioba; caruru.
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ZAMBONI, C.Q.; ALVES, H.I; RODRIGUES, R.M.M.S.; SPITERI, N.; ATUI, M.B. & SAN-
TOS, M.C. - Fraudes e Sujidades em Condimentos comercializados na cidade de São
Paulo. Rev. Inst. Adoifo Lutz, 51(112): 19-22, 1991

RESUMO: Foram analisadas 217 amostas de quatro tipos de condimentos: 48 amostras
de cravo da índia, 55 de erva-doce, 57 de canela moída e 57 de cominho, disponíveis no comér-
cio de São Paulo, Capital, de janeiro de 1986 a janeiro de 1989, com a finalidade de pesquisar
fraudes e sujidàdes-,.O método para identificação dos elementos histológicos dos vegetais foi
desenvolvido na' seção 'de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz e o método para
pesquisa de material estranho foi o descrino no "Official Methods of Analysis of the Associa-
tion of Official Analytical Chemists (A.O.A.C.)" com modificações. Verificou-se que 112 das
amostras (51,6Í 0/0)estavam em desacordo com a legislação, das quais 95 (84, 82%) estavam
fraudadas com amidos ou condimentos de outras espécies vegetais; 34 (30,36%) continham ma-
téria arenosa ou terrosa; 10 (8,93%) foram condenadas por fungos e 6 (5,36%) continham in-
setosou ácaros ..Os condimentos moídos aprsentaram maior porcentagem de fraudes (30,97%)
em relação aos inteiros (19,820/0).Dos condimentos moídos, o cominho foi o mais fraudado
(52,63%). Dos condimentos inteiros, a erva-doce foi a mais fraudada (65,45%).

DESCRITORES: condimentos, cravo da Índia tSyzygium aromaticum), erva-doce (Pim-
pinelia anisum), canela (Cinnamomum sp), cominho (Cuminum cyminumi, fraudes em condi-
mentos, sujidades em condimentos, análise microscópica.

INTRODUÇÃO

Os condimentos são substâncias sápidas de ori-
gem natural empregadas no alimento com o fim de
modificar ou exaltar o seu sabor. Essas substân-
cias deverão ser puras, sãs e limpas, corresponde-
rem às suas características botânicas normais e es-
tarem isentas de substâncias estranhas, elementos
vegetais estranhos à espécie ou de parte da planta
de origem que não possuam as características de
condimentos vegetal. Os condimentos não podem
apresentar sujidades, insetos, fungos, areia ou ou-
tras substâncias estranhas em quantidade que in-

dique a utilização de ingredientes em condições hi-
giênicas insatisfatórias ou processamento tecnoló-
gico inadequado-é.

Na pesquisa de fraudes e sujidades em condimen-
tos, tem-se observado que as exigências impostas
pela legislação não estão sendo cumpridas. Em tra-
balho anterior, detectou-se fraudes em pimenta do
reino preta, moída",

Elaborou-se o presente trabalho a fim de verifi-
car as condições de higiene e fraudes em condimen-
tos de uso mais comum, como cravo, canela, co-
minho e erva-doce.

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo-SP e apresentado no 12?
Congresso Brasileiro de Ciência e Tecnologia de Alimentos do Rio de Janeiro, R.J., 1989.

• * Do Instituto Adolfo Lutz.
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MATERIAL E MÉTODOS

TABELA 1
Fraudes em condimentos moúlos e inteiros

Moído Inteiro

Puro Fraudado Puro Fraudado
N? (0/0 ) N? (%) N? (%) N? (%)

41 (71,93) 16 (28,07) O (0,00) O (0,00)
16 (28,07) 30 (52,63) 10 (17,54) 1 (1,76)
1 (2,08) 18 (37,50) 23 (47,92) 6 (12,50)

° (0,00) 3 (5,46) 16 (29,09) 36 (65,45)

Foram analisadas 217 amostras de quatro tipos
de condimentos, sendo: 48 amostras de cravo da
Índia, 55 de erva-doce, 57 de canela moída e 57
de cominho. As amostras foram colhidas pela Vi-
gilância Sanitária ou adquiridas em supermercados,
mercearias e feiras livres de São Paulo, Capital, de
janeiro de 1986 a janeiro de 1989.

As amostras foram analisadas pelos seguintes
métodos:
A - Método para identificação de elementos

histológicos característicos e estranhos.
O método para identificação de elementos
histológicos característicos do produto e
para a pesquisa dos elementos vegetais es-
tranhos foi desenvolvido na Seção de Mi-
croscopia Alimentar do Instituto Adolfo
Lutz, baseado nos princípios descritos por
Wallis8•
Procedimento - Homogeneizar a amostra,
pesar cerca de 5g em uma placa de Petri.
Observar a amostra ao microscópio este-
reoscópico (em aumento de 20 vezes).
Transferir a amostra para um béquer, adi-
cionar 50 ml de solução de hipoclorito de
sódio a 100/0e deixar em contato até o ela-
reamento do material. Filtrar a vácuo so-

Condimento

Canela
Caminho
Cravo
Erva-doce

bre papel de filtro lavando o material vá-
rias vezes com água filtrada. Montar lâmi-
nas com o resíduo em água glicerinada a 2%,
identificar os elementos histológicos carac-
terísticos do vegetal e pesquisar os estra-
nhos3,4,6,7,8,9,1O,11.

B - Método para pesquisa de material estranho.

O método utilizado foi o descrito pela
A.0.A.C.1, com modificações.

Procedimento - Colocar 20g de amostra em
um cálice de 250 ml contendo 200ml de clo-
rofórmio. Misturar cuidadosamente a amos-
tra e deixar sedimentar por um minuto. De-
cantar a camada de clorofórmio, de modo que
o resíduo permaneça no béquer. Adicionar
100ml de tetracloreto de carbono, deixar se-
dimentar e decantar novamente. Filtrar o re-
síduo do béquer em papel de filtro. Secar o
papel à temperatura ambiente e examiná-lo ao
microscópio estereoscópico com aumento de
20 vezes.

RESULTADOS

Os resultados estão relacionados nas tabelas 1, 2
e no Quadro 1.

Total

57
57
48
55

TABELA 2
Vegetais e materiais estranhos encontrados nas amostras de condimentos

Subs- Condimen- Canela Caminho Cravo Erva-doce
tâncias tos
estranhas N? (%) N? (%) N? (%) N? (%)

Vegetaisestranhos 14 (24,56) 30 (52,63) 19 (40,43) 32 (58,18)
Fungos ° (0,00) ° (0,00) ° (0,00) 10 (1,82)
Matéria arenosa e

7 (12,28) 4 (7,02) 6 (12,77) (30,91)terrosa 17

Insetos e ácaros ° (0,00) ° (0,00) O (0,00) 6 (10,91)

20



ZAMBONI, C.Q.; ALVES, H.I; RODRIGUES, R.M.M.S.; SPITERI, N.; ATUI, M.B. & SANTOS, M.C. - Fraudes
e Sujidades em Condimentos comercializados na cidade de São Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51(1/2): 19-22,
1991

QUADRO I

Condimentos

Vegatais estranhos (fraudes), econtrados nos condimentos analisados

Vegetais Canela Cominho Cravo
estranhos

Milho x x x
Trigo x x x
Cúrcuma x x x
Noz-moscada x x
Urucum x x
Arroz x
Pimenta do reino x x
Mandioca x
Canela x
Orégano x
Funcho
Coentro
Grãos de pólen x
Pedúnculo x
Substância amilífera alterada x x x

Erva-doce

x

x

x
x
x
x

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

O método para identificação dos elementos his-
tológicos característicos e estranhos foi desenvol-
vido para o controle de qualidade e identidade dos
condimentos. Na identificação microscópica dos
produtos surgiram vários fatores que ofereceram
dificuldades, sendo um deles a forte pigmentação
dos tecidos. Assim, os condimentos foram subme-
tidos à ação descorante do hipoclorito de sódio.
Os tecidos mais frágeis de algumas espécies foram
destruídos em concentrações altas de hipoclorito
de sódio, sendo observado melhor resultado usan-
do-se solução de hipoclorito de sódio a 10070. A la-
vagem do material após o clareamento permitiu a
retirada do cloro dos tecidos vegetais, melhoran-
do a observação do material ao microscópio.

Quanto à identidade dos condimentos, o exame
microscópico permitiu detectar se o condimento era
constituído de uma especiaria genuína ou frauda-
do com outra especiaria ou amido, através dos seus
elementos histológicos característicos. Certos ele-
mentos de determinados condimentos apresentam
estreita semelhança uns com os outros. Entretan-
to, essas dificuldades podem ser afastadas desde
que o analista conheça certos detalhes diferenciais
na estrutura de cada um desses elementos.
No presente trabalho, observou-se que os con-

dimentos foram substituídos por outros de carac-
terísticas semelhantes de preço inferior ou por ami-
do, areia ou terra; intencionalmente ou oriundos
de processamento inadequado.
Pela Tabela 1, verifica-se que os condimentos

moídos apresentaram maior porcentagem de frau-

des (30,87%) em relação aos inteiros (19,82%) e
que, dos moídos, o caminho foi o mais fraudado
(52,63%). O Quadro I mostra que o caminho foi
parcialmente substituído por seis vegetais estra-
nhos, sendo a maioria de preço inferior. É impor-
tante salientar que, muitas vezes, por falta de co-
nhecimento do fabricante, os condimentos são moí-
dos em um único moínho, sem uma prévia limpe-
za, resultando num produto que é uma mistura de
condimentos.
Pela Tabela 1 verifica-se que, dos condimentos

inteiros, a erva-doce foi a mais fraudada (65,45%),
fraude essa, superior à dos moídos. Verificou-se
que a erva-doce foi substituída total ou parcialmen-
te por funcho de características morfológicas se-
melhantes e de preço inferior.

O Quadro I mostra que, tanto a erva-doce co-
mo o cravo foram fraudados com pedúnculos, que
são partes da planta de origem, mas que não pos-
suem as características do condimento vegetal+'.
Quanto à canela, verifica-se que (Quadro I) além
do amido foi fraudada com cúrcuma e urucum, eu-
jas colorações assemelham-se à da canela, com a
finalidade de enganar o consumidor.
De todos os amidos utilizados na indústria de ali-

mentos, constatou-se que o amido de milho foi o
mais usado para fraudar os condimentos, sendo in-
dentificado nos quatro tipos de produtos estuda-
dos (Quadro I).
Quanto à sanidade dos condimentos, pode-se ve-

rificar pela Tabela 2 que 1,82% das amostras de
erva-doce continham fungos, que foram detecta-
dos microscopicamente e são indicadores de con-
taminação da matéria-prima ou do produto no ar-

21



ZAMBONI, C.Q.; ALVES, H.I; RODRIGUES, R.M.M.S.; SPITERI, N.; ATUI, M.B. & SANTOS, M.C. - Fraude,
e Sujidades em Condimentos comercializados na cidade de São Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51(1/2): 19-22,
1991

mazenamento. As matérias arenosas e terrosas fo-
ram as sujidades presentes em todos os condimen-
tos, tendo a erva-doce a maior porcentagem de
amostras contaminadas (30,910/0).
Verifica-se pela Tabela 2, que, das substâncias

estranhas, os vegetais estranhos às espécies são res-
ponsáveis pelo maior número de amostras conde-
nadas e que; de todos os condimentos, a erva-doce
apresentou o maior grau de contaminação com to-
dos os tipos de substâncias estranhas.

Das 217 amostras de condimentos analisadas,
105 (48,39%) estavam de acordo com a legislação
e 112 (51,61%) em desacordo.
Das 112 amostras de condimentos condenan-

dos, verificou-se que 95 (84,82%) estavam frau-
dadas com amido 'ou condimentos de outras es-
pécies de vegetais; 34 (3G,35%) continham maté-
ria arenosa ou terrosa; 10 (8,93%) foram conde-
nadas por conter fungos e 6 (5,360/0) continham
insetos ou ácaros.
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ABSTRACT: 217 samples of four kinds of spices: 48 of cloves, 55 of anise, 57 of cassia
and 57 of cumin acquired in São Paulo, Brazil trade, were examined for adulteration and for
filth detection,jrom 1986 to 1989.Microscopical examination showed that 112 samples (51,61%)
were disagreeing with Brazitian Legislation: 95 (84,82%) were adulterated with starch or with
spices of other kinds; 34 (30,35%) contained sand ar soi!; 10 (8,93%) were adulterated with
mycelia filaments and 6 (5,36%) contained insects or mites. Ground spices were more adultera-
ted (30,87%) than whole spices (19,82%) and ground cumin were more adulterated than the
others ground spices (52,63%). Whole anise were more adulterated than the others whole spices
(65,45%).

DESCRIPTORS; Spices, cloves (Syzygium aromaticum), anise (Pimpinella anisumi, cas-
sia (Cinnamomum sp), cumin (Cuminum cyminumy, adulteration of spices, filth in spices,
microscopical examination.
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RESUMO: O estudo da fauna flebomínica em áreas endêmicas para Leishmaniose Tegu-
mentar Americana é parte integrante de uma proposta de implantação de um Serviço de Leish-
manioses em Laboratório de Saúde Pública no Estado de São Paulo. Neste estudo procurou-se
reconhecer as espécies encontradas no Município de São Roque; as coletas foram efetuadas
semanalmente, entre agosto/87 e março/89. Dos 15.094 exemplares obtidos, destacam-se 04
espécies (Lutzomyia whitmani.Lu. intermedia.Lu. fischeri e Lu. migonei, os quais totalizaram
98,42070.Lutzomyia whitmani predominou em margem de mata (49,76%) enquanto Lu. inter-
media (71,53%) foi a mais encontrada em ambiente domiciliar e Lu. fischeri (63,47%) no inte-
rior de mata, revelando, assim, uma variação específica conforme o ambiente estudado. Isto
pode significar que, diferentes espécies de flebotomíneos sejam responsáveis pela manutenção
de Leishmania conforme o ecossistema encontrado nas áreas endêmicas.

DESCRITORES: Fauna flebotomínica, composição; Leishmaniose Tegumentar Ameri-
cana, Município de São Roque, Estado de São Paulo.

INTRODUÇÃO

Estimativas da Organização Mundial de Saúde
apontam, em todo o mundo, um total de 350 mi-
lhões de pessoas expostas ao risco de aquisição de
leishmaniose, sendo que cerca de 12milhões de in-
divíduos estariam infectados por flagelados do gê-
nero Leishmanur-!".
No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Ameri-

cana (LTA) parece estar espalhada por quase to-
do o território". No Estado de São Paulo, segun-
do dados do Centro de Informações da Saúde e do
Centro de Vigilância Epidemiológica da Secretaria

* Do Instituto Adolfo Lutz.
** Do Instituto Butantan.

de Estado da Saúde, grande concentração de ca-
sos ocorre em áreas rurais das regiões do Vale do
Ribeira, Presidente Prudente, Sorocaba, Campi-
nas e Ribeirão Preto.

No Município de São Roque, na região de So-
rocaba, a partir de 1985, começaram a ser notifi-
cados, esporadicamente, casos humanos de LTA.

Como parte integrante de uma proposta de im-
plantação de um Serviço de Leishmanioses em La-
boratórios de Saúde Pública no Estado de São Pau-
lo, vem sendo desenvolvidas amplas investigações
epidemiológicas, em áreas endêmicas para LTA,
junto às populações humanas, de animais silvestres
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e domésticos, de flebotomíneos e de flage1ados do
gênero Leishmania.

Em relação aos flebotomíneos, os estudos obje-
tivam não somente o reconhecimento das espécies
existentes no ambiente endêrnico, mas também o
papel desempenhado por tais artrópodes nesse
meio, quer sejam os vetores primários quer sejam
os principais transmissores ao homem.

No presente trabalho pretende-se divulgar os re-
sultados referentes à composição da fauna flebo-
tomínica do Município de São Roque, na região
de Sorocaba, nos ambientes florestal, da margem
de mata e domiciliar, com a utilização de diferen-
tes métodos de coleta, além da investigação de in-
fecção natural por protozoários do gênero Leish-
mania.

MATERIAL E MÉTODOS

O Município de São Roque dista, aproximada-
mente, 60 km da Capital do Estado de São Paulo,
situando-se entre os Meridianos 47° e 50° a Oeste
de Greenwich e os Paralelos de 22°30' e 25° de Lati-
tude Sul, numa altitude média de 798 metros20,21.

Este Município ocupa uma área de 412 km2, dos
quais 238 km2 correspondem à zona rural. As prin-
cipais atividades econômicas são a indústria têx-
til, de bebidas, de látex, de cimento, além da ativi-
dade agrícola, cuja produção consiste de uva, ba-
tata, milho, feijão, etc.

O clima da região é temperado brando, sem es-
tiagem, ficando a temperatura média em 22°C nos
meses mais quentes do ano e o índice pluviométri-
co anual variando de 1.200 a 1.300 mm (Tabela 1).

TABELA 1

Dados meteoro lógicos referentes ao Município de São Roque,
Estado de São Paulo. Período de agosto/87 a março/89.

Mês TOC U .R. 0/0 Ind. Pluv.

agosto/87 21,6
setembro/87 17,42 64,73 70,1
outubro/87 20,23 64,55 83,7
novembro/87 20,28 65,45 82,2
dezembro/87 21,67 68,30 127,9
janeiro/88 23,57 66,81 138,9
fevereiro/88 21,69 71,48 195,2
março/88 21,79 65,72 194,2
abril/88 19,87 72,56 10,8*
maio/88 17,87 79,12 194,2
junho/88 14,92 76,15 67,0 (geadas leves)
julho/88 13,58 69,95 3,0
agosto/88 16.75 62,88
setembro/88 19,16 62,21 41,2
outubro/88 18,67 73,70 152,7
novembro/88 20,42 71,88 91,4
dezembro/88 21,54 71,80 213,5
janeiro/89 22,07 79,38 387,7
fevereiro/89 22,70 78,91
março/89 22,34 75,44

Fonte: Estação Experimental de Sào Roque do Instituto Agronômico de Campinas.
* Pluviômetro com defeito (dados referentes a 14 dias)

A topografia é bastante acidentada e montanho-
sa, sendo cortada por alguns cursos d'água como
o Carambeí, Araçaí e o Tietê. A vegetação é do
tipo Mata Latifoliada Tropical, mata imponente
com árvores atingindo 25 metros de altura; de sua
flora original muito pouco subsiste em virtude das
derrubadas e queimadas para dar lugar a lavouras
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diversas. Destaca-se, entretanto, a mata da Câmara
que vem sendo preservada, visando estabelecer o
equilíbrio entre a compleição paisagística e as ati-
vidades recreativas turístícas-'v".

No Município de São Roque, as coletas de fle-
botomíneos foram efetuadas dentro dos limites da
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Figura 1
Barraca de Shannon modificada

Fazenda São Joaquim pertencente ao Instituto Bu-
tantã da Secretaria de Estado de Saúde de São Pau-
lo. Esta área foi selecionada pelo fato de apresen-
tar as mesmas características fitogeográficas do res-
tante da região onde ocorreram os casos humanos.
Associam-se a isto, as facilidades de acesso e aco-
modações da equipe de trabalho no período de de-
senvolvimento das investigações.

No período compreendido entre agosto/87 e
março/89, foram realizadas capturas semanais no
horário das 19:00 às 24:00 horas, no domicílio, no
interior e margem de mata, tendo sido efetuadas,
ainda, capturas de 24 horas consecutivas em cada
uma das quatro estações climáticas do ano, quan-
do se registraram a cada hora, os valores de umi-
dade relativa do ar e de temperatura.

As coletas de flebotomíneos foram realizadas
utilizando-se barraca de Shannon modificada (Fi-
gura 1) - no interior e margem da mata - com
captura através de aspiradores do tipo "Captura-
dor de Castro". Foi utilizada, também, armadi-
lha luminosa tipo Falcão modificada" (Figura 2)
em dois ambientes (interior e margem de mata) e
capturadores de Castro no domicílio. As iscas em-
pregadas foram luz, o homem e o hamster.

Dos flebotomíneos capturados, 1.008 exempla-
res foram dissecados para pesquisa de infecção na-

Armadilha Luminosa Tipo Falcão Modificada

tural por flagelados do gênero Leishmania. A me-
todologia utilizada foi a descrita por JOHNSON
et alii, 196313• Todos os demais insetos foram con-
servados em álcool a 700/0,diafanizados em lacto-
fenol e montados entre lâmina e lamínula em lí-
quido de Berlese para identificação e classificação.
A nomenclatura adotada para identificação foi a
proposta por MARTINS et alii, 197816.

RESULTADOS

Foram coletados, no total, 15.094 insetos, sen-
do que 15.055 distribuíram-se entre 17 diferentes
espécies de flebotomíneos. Para outros 39 exem-
plares, não foi possível identificação que permitisse
classificação além do nível genérico (Tabela 2).

Os dados contidos na Tabela 2, indicam a fre-
qüência dos flebotomineos capturados, distribuídos
segundo sexo, sendo 8.526 (56,49%) fêmeas e 6.568
(43,51%) machos. Raramente foram encontradas
fêmeas que se mostrassem repletas de sangue.
A grande maioria dos flebotomíneos coletados,

14.855 (98,42%), pertenciam a apenas 4 espécies:
Lutzomyia whitmani com 6.264 (41,50%) exempla-
res, Lu. intermedia com 5.085 (33.69%), Lu. fis-
cheri com 2.760 (18,28%) e Lutzomyia migonei
com 746 (4,94%).
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TABELA 2

Freqüência de flebotomíneos coletados no Município de São Roque, distribuídos segundo sexo.
Período de agosto/87 a março/89.

ESPÉCIE FÊMEAS MACHOS TOTAL
N? N? N? 070

Lutzomyia whitmani 3.668 2.596 6.264 41,50
Lu. intermedia 2.955 2.l30 5.085 33,69
Lu. fischeri 1.264 1.496 2.760 18,28
Lu. migonei 430 316 746 4,94
Lu. lloydi 53 53 0,35
Lu. alphabetica 37 01 38 0,25
Lu. edwardsi 33 04 37 0,24
Lu. firmatoi 19 06 25 0,16
Brumptomyia sp 20 01 21 0,14-
Lu. pascalei 06 06 12 0,08
B. amarali 11 11 0,07
Pintomyia sp 08 01 09 0,06
Psychodopygus sp 09 09 0,06
B. nitzulescui 06 06 0,04
Lu. shannoni 06 06 0,04
Lu. misionensis 04 04 0,03
B. mangabeirai 03 03 0,02
B. cardoso i 02 02 0,01
Lu. termitophila 02 02 0,01
Lu. monticola 01 01 0,007

Total 8.526 6.568 15.094 100,0

TABELA 3

Freqüência de jlebotomíneos coletados no Município de São Roque, Estado de São Paulo, distribuídos
segundo tipo de capturador. Período de agosto/87 a março/89.

CAPo CASTRO LUMINOSO TOTAL
ESPÉCIE N? 0/0 N? 070 N? 070

Lutzomyia whitmani 6.185 40,98 79 0,52 6.264 41,50
Lu. intermedia 5.052 33,47 33 0,22 5.085 33,69
Lu. fischeri 2.695 17,85 65 0,43 2.760 18,28
Lu. migonei 737 4,88 09 0,06 746 4,94
Lu. lloydi 47 0,31 06 0,04 53 0,35
Lu. alphabetica 32 0,21 06 0,04 38 0,25
Lu. edwardsi 15 0,10 22 0,14 37 0,24
Lu. firmatoi 22 0,14 03 0,02 25 0,16
Brumptomyia sp 09 0,06 12 0,08 21 0,14
Lu. pascalei 09 0,06 03 0,02 12 0,08
B. amarali 09 0,06 02 0,01 11 0,07
Pintomyia sp 08 0,05 01 0,007 09 0,06
Psychodopygus sp 05 0,03 04 0,03 09 0,06
B. nitzulescui 04 0,03 02 0,01 06 0,04
Lu. shannoni 04 0,03 02 0,01 06 0,04
Lu. misionensis 04 0,03 04 0,03
B. mangabeirai 01 0,007 02 0,01 03 0,02
B. cardoso i 01 0,007 01 0,007 02 0,01
Lu. termitophila 02 0,01 02 0,01
Lu. monticola 01 0,007 01 0,007

Total 14.842 98,33 252 1,67 15.094 100,0
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Pela Tabela 3, é possível a verificação da fre-
qüência dos flebotomíneos coletados, distribuídos
segundo tipo de capturador utilizado.
De um total de 15.094 flebótomos, 14.842

(98,33070)foram capturados através da utilização
de aspirador manual tipo capturado r de Castro,
na barraca de Shannon modificada ou no domi-
cílio e 252 (1,67%) através de armadilha lumi-
nosa.

Na Tabela 4 são apresentados os resultados re-
lativos às freqüências de flebótomos coletados, dis-
tribuídos segundo o ambiente em que foram cap-
turados.

No interior de mata Lu. fischeri, com 351 exem-
plares (63,47%) foi a espéciepredominante, seguida
por Lutzomyia whitmani com 84 (15,19%), Lu. in-
termedia com 33 (5,97070),Lu. edwardsi com 23
(4,16%). No total, essas 4 espécies compreenderam
491 (88,79%) dos flebotomíneos coletados no in-
terior da mata.
Na margem de mata, dos 10.519 insetos coleta-

dos, 10.362 (98,51%) foram distribuídos entre Lu.
whitmani com 5.234 (49,76%) exemplares, Lu. fis-
cheri com 2.250 (21,39%), Lu. intermedia com
2.175 (20,68%) e Lu. migonei com 703 (6,68%).

No domicílio, dos 4.022 flebotomíneos coleta-
dos, 4.012 (99,75%) foram distribuídos entre Lu.
intermedia com 2.877 (71,53%) exemplares, Lu.
whitmani com 946 (23,52%), Lu. fischeri com 159
(3,95%) e Lu. migonei com 30 (0,75%).

Os 1.008 flebotomíneos, dissecados para pesqui-
sa de infecção natural por Leishmania, revelaram
ausência destes protozoários, todavia, constatou-
se em dois insetos a presença de microfilárias.
Embora não fosse objeto da presente investiga-

ção, observações referentes à antropofilia das es-
pécies existentes na região estudada indícaram gran-
de número de flebotomíneos efetuando repasto san-
güíneo no homem.

DISCUSSÃO

A fauna flebotomínica da Fazenda São Joa-
quim no Município de São Roque apresenta re-
presentantes de, pelos menos, 17 espécies, os quais
já foram registrados em outras localidades do
Estad04,5,3,8,7,11,16. Cóm relação à Lutzomyia mi-
sionensis, desconhece-se sua presença em São Pau-
lo, sendo comuns relatos em Minas Gerais e Ar-
gentina.

TABELA 4
Freqüência de flebotomíneos coletados no Município de São Roque, Estado de São Paulo,

distribui dos segundo local de coleta. Período de agosto/1987 a março/1989.

DOMICÍLIO MARGEM MATA MATA
ESPÉCIE N? 0/0 N? 0/0 N? 0/0

Lutzomyia whitmani 946 23,52 5.234 49,76 84 15,19
Lu. intermedia 2.877 71,53 2.175 20,68 33 5,97
Lu. fischeri 159 3,95 2.250 21,39 351 63,47
Lu. migonei 30 0,75 703 6,68 13 2,35
Lu. lloydi 02 0,05 45 0,43 06 1,08
Lu. alphabetica 02 0,05 29 0,28 07 1,26
Lu. edwardsi 14 0,13 23 4,16
Lu. firmatoi 21 0,20 04 0,72
Brumptomyia sp 01 0,02' 08 0,08 12 2,17
Lu. pascalei 09 0,08 03 0,54
B. amarali 07 0,07 04 ' 0,72
Pintomyia sp 08 0,08 01 0,18
Psychodopygus sp 04 0,10 01 0,01 04 0,72
B. nitzulescui 04 0,04 02 0,36
Lu. shannoni 03 0,03 03 0,54
Lu. misionensis 04 0,04
B. mangabeirai 01 0,01 02 0,36
B. cardoso i 01 0,01 01 0,18.
Lu. termitophila 01 0,02 01 0,01
Lu. monticola 01 0,01

Total 4.022 10.519 553
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Do total de 15.094 flebotomíneos coletados,
8.526 (56,49070) pertenciam ao sexo feminino, o que
não constitui em novo achado, na medida em que
indivíduos deste sexo são atraídos não somente pela
isca de luz, como também, pela disponibilidade de
fonte sangüínea". AGUIAR et alii, 19851, acredi-
tam que o encontro de uma maioria de fêmeas não
ingurgitadas fale a favor da nulidade da atração
da isca luminosa. Já para o sexo masculino, ob-
servou-se menor coleta, 6.568 (43,51 %) indivíduos.
Embora para algumas espécies maior coleta ou úni-
ca coleta tenha sido representada por machos (Ta-
bela 2), este achado pode ser explicado não somente
pela atração da isca luminosa, como também, pe-
la atração exercida pela presença de fêmeas dessas
espécies, que estando aptas a procurar e a efetuar
o repasto sangüíneo estariam aptas, também, a efe-
tuar a cópula.

Para GOMES & GALATI, 198711, a participa-
ção de fatores exógenos e endógenos explicariam
tais achados. Poderia ser entendido como fator en-
dógeno aquele relacionado à possível necessidade
biológica de uma maior densidade de machos co-
mo forma de garantir a fecundação.

Ainda que tenha sido relativamente grande a di-
versidade de espécies coletadas (Tabela 2), 14.855
(98,41 %) dos flebótomos pertenciam a quatro es-
pécies: Lutzomyia whitmani, Lu. intermedia, Lu.
fischeri e Lu. migonei. Esta predominância, quase
absoluta, de poucas espécies com altas densidades
em contraste com um número maior de espécies
apresentando baixa densidade, coincide com resul-
tados obtidos por AGUIAR et alii, 19851, no Par-
que Nacional da Serra dos Órgãos no Estado do Rio
de Janeiro e por GOMES & GALATI, 198711, no
Vale do Ribeira no Estado de São Paulo.

Pelos dados da Tabela 3, podemos constatar que
os resultados obtidos em cada uma das armadilhas
diferiu grandemente em número de insetos coleta-
dos, todavia, devemos ressaltar não ter sido obje-
to do presente estudo a comparação de eficiência
de diferentes técnicas de coleta, o que teria exigi-
do diferente metodologia para realização da inves-
tigação. Diferentes técnicas de coleta foram utili-
zadas no intuito de favorecer o reconhecimento de
um maior número de espécies na área estudada.

É interessante observar que a armadilha lumi-
nosa possibilitou coleta de apenas 252 (1,6%) fle-
botomíneos, porém, foi capaz de revelar a quase
totalidade das 17 espécies existentes na região. Ape-
nas Lu. misionensis, Lu. termitophila e Lu. mon-
ticola, espécies que mostraram densidades insigni-
ficantes (Tabela 3), não foram coletadas na arma-
dilha luminosa tipo Falcão modificada.

A utilização do aspirador tipo capturador de
Castro permitiu o estabelecimento da relação de
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predominância quanto à densidade, de cada uma
das espécies encontradas.

Em relação a armadilhas luminosas, KILLICK-
KENDRICK et alii, 198514, estudando a atração
da isca de luz de armadilha CDC, encontraram pa-
ra Phlebotomus ariasi alcance não superior a dois
metros.

No presente trabalho pareceu-nos evidente a im-
portância da utiliação de mais de uma técnica de
coleta, na medida em que a armadilha luminosa
mostrou-se eficiente para revelar a diversidade de
espécies e o aspirador tipo capturador de Castro
foi eficiente para indicar a diferença de densidade
entre as várias espécies nos diferentes ambientes:
florestal, de margem de mata e domiciliar.

O índice de positividade para pesquisa de infec-
ção natural em flebotomíneos por protozoários do
gênero Leishmania é muito baix06,23. Mesmo não
tendo sido encontrados flebótomos infectados, os
resultados expressos na Tabela 4, sobre a freqüên-
cia dos flebotomíneos segundo local de coleta, per-
mitem algumas considerações e especulações sobre
a capacidade ou ao menos sobre o potencial veto-
rial de algumas espécies coletadas.

A Tabela 4 torna possível a constatação de uma
verdadeira sucessão de espécies de flebotomíneos,
segundo o ambiente em que os mesmos foram co-
letados.

Assim é que para cada um dos ambientes estuda-
dos, uma única espécie de flebotomíneo conteve a
maioria dos insetos coletados, sendo Lu. fischeri,
com 63,47%, a principal espécie no interior da ma-
ta; Lu. whitmani, com 49,76%, a predominante na
margem de mata e, Lu. intermedia, com 71,53%, es-
pécie com maior densidade no domicílio.

Em se considerando a densidade como indicador
importante, ainda que não exclusivo, na determina-
ção da capacidade vetorial dos flebotomíneos, é pos-
sível a especulação de que, diferentes espécies des-
tes dípteros seriam importantes para a manutenção
de Leishmania no ambiente endêmico em seus dife-
rentes níveis, florestal e extra-florestal.

Ao contrário do verificado por VEXENAT et
alii, 198622 em Três Braços, no Estado da Bahia
e por MAYRINK et alii, 197917 em Caratinga, Mi-
nas Gerais, Lu. whitmani é mais abundante na mar-
gem de mata na região de São Roque, em São Pau-
lo, com poucos exemplares encontrados no inte-
rior da mata e no domicílio. A constatação de um
distinto comportamento, quanto às preferências de
habitat, sugere a necessidade de amplos estudos no
sentido de se verificar se Lu. whitmani constitui
uma única espécie, com distribuição geográfica tão
extensa ou se, de fato, representa um complexo de
espécies de flebotomíneos.
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Lu. intermedia, é a mais abundante das espécies
ao nível domiciliar, o que está de acordo com ob-
servações de outros pesquisadores1,4,1O,9,1l,19, ten-
do sido atribuído a esta espécie a capacidade de ul-
trapassar barreiras em ambiente aberto com o con-
seqüente estabelecimento de criadouros extra-
florestais. Esta espécie apresentou-se em densida-
de tão alta que mesmo na ausência de exemplares
naturalmente infectados, grande é o potencial ve-
torial por ela demonstrado, até porque mostrou,
também, grande avidez em efetuar o repasto san-
güíneo no homem.

Ao considerarmos a densidade populacional co-
mo indicador relevante da possibilidade de atua-
ção como vetor, Lu. fischeri deveria merecer es-
pecial atenção, ao menos para manutenção do ci-
elo enzoótico no ambiente florestal, todavia, de-
vemos mencionar que a incriminação deste flebo-
tomíneo como transmissor do parasita ainda per-
manece por ser demonstrada.

CONCLUSÕES

Pelos estudos efetuados na região do Município
de São Roque, no Estado de São Paulo. concluí-
'TIOS que:

a) A fauna flebotomínica do município apresen-
ta grande diversidade de espécies;

b) A infecção natural de flebotomíneos por
Leishmania deve ser muito baixa, indicando
baixa disponibilidade de insetos em transmis-
são ativa;

c) Conforme o ambiente estudado, existe pre-
dominância de uma espécie, em termos de
densidade populacional, sobre todas as ou-
tras encontradas. Lu. fischeri predominou no
interior da mata; Lu. whitmani predomina na
margem da mata e Lu. intermedia no domi-
cílio;

d) Possivelmente a manutenção de Leishmania
no ambiente endêmico seja exercida por di-
ferentes espécies de flebótomos, no ambien-
te florestal e extra-florestal
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ABSTRACT: The phlebotomine fauna study in endemic areas of American Cutaneous
Leishmaniasis in São Paulo State, constitutes a part of a Leishmaniasis Service in Public Health
Laboratory establishment project. In this paper we're describing the species found in São Ro-
que County. The captures were carried out every week, between August/87 and March/89. 15,094
specimens of 17 different species were identified, although Lutzomyia whitmani, Lu. interme-
dia, Lu. fischeri and Lu. migonei were dominant accounting for 98.420/0of the whole collect-
ed. Lu. whitmani was predominat in the border of the forest (49.76%) whileLu. fischeri (63.47%)
was more frequent within the forest and 71. 53% of the Lu. intermedia were caught inside and
out of houses. This specific diversity according to the environment considered would mean that
different sandfly species are responsible for Leishmania maintenance depending on the ecos-
sistem found in the endemic areas of this zoonosis.

DESCRIPTORS: Phlebotomine fauna, composition, American Cutaneous Leishmania-
sis, São Roque County, São Paulo State.
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RESUMO: Este trabalho propõe a utilização de um "pool" de soro controle normal (SCN)
e de um alterado (SCA) preparado pela adição de quantidades de substâncias químicas a serem
analisadas. A concentração dos constituintes em cada "pool" foi estabelecida pela mensura-
ção em diferentes laboratórios clínicos. Estes "pools" foram usados como um sistema controle
para o estudo da precisão e exatidão, servindo para indicar a presença de erros, podendo aler-
tar os analistas para falhas existentes na metodologia e aparelhagem.

DESCRITORES: Bioquímica Clínica; Soro Controle; Controle de Qualidade Interlabo-
ratorial; Precisão e Exatidão.

INTRODUÇÃO

Os sistemas de controle de qualidade fornecem
tanto ao analista como ao clínico critérios objeti-
vos para avaliar o andamento laboratoriap·5,13.14.
Distinguem-se duas facetas no controle de quali-
dade total:

INTERNO: análise diária de amostras controle
para avaliar a precisão do método (Intralaborato-
rial).

EXTERNOS: análise de amostras controle re-
cebidas de fonte externa para comparar o nível de
exatidão em diferentes laboratórios(Interlaborato-
rial),

É recomendável que, antes de iniciar um progra-
ma de controle, salientar o seguinte:
a) pessoal técnico adequadamente treinado

b) equipamentos de boa procedência e com cali-
bração e manutenção periódicas

c) reagentes de boa qualidade

d) coleta e conservação de amostra segundo me-
todologia requisitada

e) pipetadores e vidrarias limpos

f) existência de boas condições de trabalho

g) padrões e substâncias controles preparados uti-
lizando-se substâncias puras ( solutos e solventes)
de composição conhecida (tais como NaCl puro e
água destilada); ou particularmente substâncias pu-
rificadas (tais como enzimas e proteínas); ou pro-
dutos biológicos bem conservados (tais como soro
humano ou bovino). Comumente, estes materiais
são combinados ou tratados para obtenção de con-
centrações adequadas das substâncias a analisar.

* Realizado na Seção de Análises Clínicas Auxiliares e unidades regionais do Instituto Adolfo Lutz .
. ** Do Instituto Adolfo Lutz.
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A seleção do material depende de julgamento do
analista baseado no conhecimento dos efeitos do
processo bioquímico, interferentes, concentrações
analíticas desejadas, estabilidade, etc.

O soro humano pode ser obtido de doadores se-
lecionados, por plasmaferese ou como no presen-
te trabalho de espécimes laboratoriais coletados
sem contaminação microbiológica+".

O objetivo primário no uso de materiais contro-
les diários é alertar a aquipe técnica para erros sis-
temáticos ou casuais. Contudo o aspecto mais crí-
tico para qualquer programa controle não é o me-
canismo usado para descobrir problemas potenciais
mas ao contrário, as ações originadas como resul-
tado destas informações.

Este trabalho descreve um sistema de controle
que foi utilizado entre os laboratórios da rede Adol-
fo Lutz, elaborado pelos integrantes da Comissão
Técnica de Bioquímica (D.O. n? 98, 28/5/88, p.2I)

Inicialmente realizou-se monitoramento das prin-
cipais reações bioquímicas de nossos laboratórios
com a finalidade de mútuo auxílio na interpreta-
ção dos resultados obtidos nas mais diferentes re-
giões do Estado de São Paulo entretanto, com o
decorrer das reuniões de discussão percebemos que,
de fato, estava-se iniciando um programa de con-
trole de qualidade interlaboratorial.

O maior problema dos integrantes do grupo se
baseava no controle técnico das reações e na difi-
culdade de acesso a informações técnicas.

Nas primeiras reuniões foi discutido sobre qual
o melhor caminho para conseguirmos uma unifor-
mização técnica mas, com o decorrer do tempo,
notamos não ser este o objetivo mais urgente. Os
próprios elementos revelavam suas experiências
com determinados tipos de reagentes elaborados
por firmas (kits) e resultando daí uma seleção na-
tural e um controle de qualidade dos próprios rea-
tivos adquiridos.

MATERIAL E MÉTODOS

Técnicas de controle:
Baseando nossos estudos na Provisional Recom-

mendation on Quality Control in Clinical
Chemistry':!" estabelecemos que em cada labora-
tório regional integrante da Comissão haveria um
responsável pelo preparo de soros controles nor-
mais (SCN) e alterados (SCA) para as diversas rea-
ções:

Marília - fosfatase alcalina
Preso Prudente - glicose
Santo André - uréia
Sorocaba - transaminases
Araçatuba - triglicérides
Central ~ bilirrubinas, creatinina e ácido úrico
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Os soros controles foram distribuídos aos inte-
grantes do grupo que se incumbiram de realizar a
determinação diária; os resultados foram posterior-
mente enviados ao laboratório central para a aná-
lise estatística.

Soros controles normais (SCN):

Os soros controles normais (SCN) foram cole-
tados nos laboratórios da rede, formando-se um
"pool". Foram excluídos os soros ictéricos, os de
composição organolépticas alteradas (hemolisados
e lipêmicos) e com presença de contaminação bac-
teriana (fermentação). Diáriamente, os soros co-
letados foram congelados em frascos de polietile-
no até se atingir o volume ideal. Após descongela-
mento e acerto do pH (7,2) foram distribuídos em
frascos de vidro tipo penicilina, previamente au-
toclavados, e então congelados a -18°C. Não fo-
ram adicionados conservantes e/ou aditivos.

Soros controles alterados (SCA):

Os SCA para creatinina, ácido úrico, uréia e gli-
cose foram preparados adicionando-se quantida-
des conhecidas de massa fria seguindo a mesma me-
todologia do preparo do SCN. No caso da fosfa-
tas e alcalina utilizou-se leite não pasteurizado adi-
cionado ao SCN. Neste caso foi necessário esco-
lher a amostra adequada de leite pois apesar da não
pasteurização algumas não apresentaram um nível
elevado de fosfatase alcalina. O SCA para bilirru-
binas seguiu a seguinte técnica: foi preparada uma
solução estoque contendo 5mg de bilirrubina (Sig-
ma) e 6,25 ml de NaC03 a 1070(Merck). Esta solu-
ção após agitação foi mantida em frasco escuro ao
abrigo da luz.

A solução de uso foi preparada no momento da
reação da seguinte maneira: a 7 ml de SCN foi adi-
cionado I ml de solução estoque de bilirrubina e
50 mel de Ácido Acético PA (Merck). Esta solu-
ção corresponde a cerca de 7 mg% de bilirrubina
total. Por este método de preparo se obtém 90%
de bilirrubina indireta.

Técnicas de doseamento:

Na tabela I encontramos os métodos e equipa-
mentos utilizados, bem como as médias obtidas nos
diferentes laboratórios da rede.

Para a determinação da glicemia foram utiliza-
das as reações da hexoquinase+ e glicoseoxidase!'.
No caso da uréia dois métodos foram comparados
urease+ e diacetilmonoxima 16.

Para o doseamento de tríglícérídes'", creatinina",
fosfatase alcalina 1, transaminases" e bilírrubinas'?
as técnicas foram as mesmas para todos os labora-
tórios da rede. Foi empregada metodologia diferente
na determinação da uricemia, sendo que o labora-
tório central utilizou a uricase? e os demais o tra-
dicional método de Caraway",
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Análise estatística:
Foi utilizado o programa Stathgraphics versão

1.0 em microcomputador Prológica SP 16286, IBM
compatível, sendo calculados a média, desvio pa-
drão, limites e coeficiente de correlação.

Cuidados operacionais.
Quando da coleta de soros para o preparo dos

"pools" deve-se levar em conta o alto risco a que
está sujeito o operador, uma vez que o vírus da he-
patite infecciosa é normalmente encontrado nas po-
pulações hospitalares e na rede de saúde pública.
Bowers e colaboradores (2) recomendam extremo
cuidado com soros humanos pois mais da metade
dos soros encaminhados aos laboratórios são
HBsAg positivos.
Além disso, também há o risco de contamina-

ção com amostras de sangue que apresentam posi-
tividade para o HIV (vírus da imunodeficiência hu-

mana). Sugere-se a utilização de repipetadores au-
tomáticos, principalmente na hora de distribuir o
soro controle em frasquinhos e ao armazená-Ios no
congelador sempre manter visível a targeta de
"CUIDADOS ESPECIAIS".

RESULTADOS:

Os soros controles normal e alterado foram usa-
dos como parâmetros para controle da exatidão e
precisão. Quando mais de 20070 dos resultados se
aproximam dos limites± 2 d.p. (desvio padrão),
configura-se a perda de exatidão que geralmente,
é provocada por erros sistemáticos, como por
exemplo, controles fora de especificação, reagen-
tes mal preparados, variações de temperatura, não
observância dos períodos de incubação dos méto-
dos, leitura em comprimentos de onda fora dos re-
comendados, etc. A perda da precisão acontece
quando a maioria dos pontos estão próximos dos

TABELA I
Resultados obtidos (média ± dp) nas reações estudadas, nos diferentes

laboratórios do Instituto Adolfo Lutz

Central Bauru TaubatéAraçatuba Preso Prudente Sto. André Campinas Marilia

Olicose 93,21± 1,12 87,07± 3,58 90,85±2,65 90 * 103 *
Normal Aba-l00 Spectronic Micronal Micronal Celm E210D
(mg/dL) bexoquinase glic, oxido glic, oxido glic. oxido glic, oxido
Olicose 353,26±5,16 283,26± 11,2 350,16±23,2 331 ' 354 * 350*
Akterada Aba-l00 Spectronic Micronal Micronal Celm E210D Celm E210D
(mg/dL) hexoquinase glic. oxido glic. oxido glic. oxido glic. oxido glic. oxid
Triglicerides 444,04± 11,59 428,61±27,7 443,61± 16,7 421 * 353 * 439*
Alterado Aba-l00 Spectronic Micronal Micronal Celm E210D Celm E210D
(mg/dL) cinético enzimático enzimático pap enzimático enzimático
Uréia 90,41±2,04 85,00±6,76 96,79±3,21 87 * 84 *
Alterado Aba-l00 Spectronic Micronal Spectronic Celm E210D
(mg/dL) urease urease DAmonoxima urease urease
Bilir total 9,15 ±0,56 3,56±0,32
Alterado Aba-lOO Spectronic
(mg/dL) Malloy Ev Malloy Ev
Bilir direta 1,01±0,17 0,10±0
Normal Aba-l00 Spectronic
(mg/dL) Malloy Ev Malloy Ev
Ácido úrico 19,74±0,51 19,57± 1,08 19,98±0,86 13,99± 1,19
Alterado Aba-lOO Spectronic Spectronic Micronal
(mg/dL) uricase Caraway Caraway Caraway
Creatinina 2.66±0,11 2,69±0,13 2,31 ±0,20 2,70±0,31
Alterado Spectronic Spectronic Spectronic Spectronic
(mg/dL) Folin Folin Folin Folin
Fosf. alcalina 228,63 ± 16,28 404,2±27,06 41,80±8,50
Alterado Aba-lOO Spectronic Spectronic
(VIL) Abbott Reatoclin Reatoclin
TOP 800* 750' 780*
Alterado Micronal Spectronic Celm E210D
(VIL) enzimático cinético cinético
TOO 245* 152* 112*
Alterado Micronal Spectronic Celm E210D
(V/L) enzimático cinético cinético

* Médias enviadas ao laboratório central, não foi possível a comparação estatística.
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TABELA II

Test t-Student e coeficiente de correlação obtidos nas determinações efetuadas nos laboratórios do fAL.

coeficiente de corelação

Campinas Campinas Araçatuba Bauru Bauru Araçatuba Preso Prud. Araçatuba
vs vs vs vs vs vs vs vs
Araçatuba Central Central Araçatuba Campinas Bauru Taubaté

Glicose SCN 0,9863' 0,9946 0,9857
Glicose SCA 0,9857' 0,9658 0,9656'
Triglic SCA 0,9383* 0,9753 0,9436
Uréia SCA 0,9274' 0,9813' 0,9223'
FOSFALCSCA 0,9112'
Ac úrico SCA 0,9336 0,9346 0,9916 0,9341 0,7111'
Creatin SCA 0,7136' 0,7310' 0,9318 0,9341
BIL TOT SCA 0,6734'
BIL DIR SCN 0,7643'
TOO SCA 0,4567
TGP SCA 0,5674'

, = Análise estatística significativa (Test t-Student, p < 0,05)

TABELA III

Estudo da Exatidão e precisão. Limites aceitáveis de Erro.

Central Araçatuba Bauru Campinas Taubaté Preso Prudente Sto. André Marília

Glicose L 95-91 94-80 96-86
Normal n 14 14 14

F O O O
Glicose L 363-343 306-260 396-304
Alterada n 15 15 15

F 1 1 1
Triglicerides L 466-411 484-372 476-410
Alterado li 21 21 21

F 1 2 2
Uréia L 92-88 98-72 103-91
Alterada li 24 24 24

F 5 O 2
Bilir. total L 10-8 4,2-2,9
Alterada n 13 13

F 1 O
Bilir. direta L 1,3-0,7 0,1-0,1
Normal n 12 12

F 1 O
Ácido úrico L 21,7-17 21,7-17 22-28 16,8-11
Alterado n 34 10 10 10

F O O O O
Creatinina L 2,9-2,4 2,9-2,4 2,7-

1,7 1,9-2,5
Alterada n 10 10 10

F O O 6
Fosf. alcalina L 261-197 458-

350 59-25
Alterada n 22 10 10

F 1 O 1

L = Limite aceitável (média + 2dp a média - 2dp)
TI = Número de amostras
F = Número de resultados fora do limite aceitável
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limites ±2 d.p. e poucos ao redor da média. Isto
se deve a pipetagem inexata das amostras e padrões,
agitação imprópria dos tubos, material sujo, fa-
lhas na calibração dos aparelhos (analisadores au-
tomáticos), etc. Bowers e colaboradores (2) suge-
rem que se depois de revistos todos os ítens do mé-
todo, o problema persistir, o operador e/ou o mé-
todo devem ser trocados.

Na tabela I são apresentados os resultados obti-
dos nos diferentes laboratórios (média ± d.p.),
através dos vários métodos e aparelhos utilizados.
Os resultados com * representam as médias envia-
das ao laboratório central e não foi possível calcu-
lar o desvio padrão. Observa-se que os métodos en-
zimáticos são os que apresentam resultados díspa-
res.

Na tabela 11 encontram-se a comparação dos mé-
todos intralaboratoriais, o coeficiente de correla-
ção e o resultado do teste "t" que permitiu esta-
belecer a significância ou não da comparação dos
resultados. Foi escolhido o nível de significância
de 50/0 (p<O,05).

Na tabela III encontra-se os limites aceitáveis de
erro estabelecidos pelo uso da média ±2 d.p. e cri-
tério de Chevenet (5) o que nos permite analisar
os métodos e estudar as tendências.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES:

Os sistemas de controle estudados serviram co-
mo instrumentos de comparação entre os resulta-
dos obtidos nos diferentes laboratórios (precisão
e exatidão).

A precisão foi estudada analisando-se os resul-
tados diários enviados pelos analistas, sendo que
a análise estatística foi feita por uma só pessoa. O
soro controle foi processado como os desconheci-
dos (soro de paciente) para evitar vícios nos resul-
tados.

Para os soros controles seguiu-se a mesma téc-
nica na preparação evitando-se coletar soros lipê-
micos, ictéricos e/ou hemolisados que interferem
na determinação de vários componentes bioquími-
coso O acerto do pH para 7,2 torna-se necessário
pela acidificação da amostra em função da perda

. de C02 durante o congelamento.

Bowers e cols.(2) relacionam uma lista de inter-
ferentes nas diversas reações bioquímicas, e entre
eles podemos citar: o efeito de outras substâncias
redutoras no sangue e na urina diferentes da gli-
cose na determinação desse componente pelos mé-
todos de redução do cobre; também os efeitos fí-
sicos devem ser levados em conta tais como, a vis-
cosidade e a tensão superficial da amostra; a he-
modiluição em sangue de diabéticos descompen-
sados; a liofilização pode produzir alterações na
composição do material, podendo se verificar a di-
minuição da estabilidade das lipoproteínas. Os so-
ros controles para bilirrubinas apresentam dois ín-
covenientes, a alteração pela luz (fotossensibilida-
de) e pela presença das proteínas séricas que po-
dem alterar os resultados.

Os métodos químicos de doseamento mostraram
pouca variação entre os resultados dos diferentes
laboratórios da rede, ainda que os reativos sejam
diferentemente preparados ou adquiridos de fon-
te externa. A determinação do ácido úrico foi a
mais exata e precisa mesmo quando comparados
os métodos enzimático (7) e o tradicional Caraway
(6). O estudo da precisão indica que em três labo-
ratórios analisados (Central, Campinas e Araça-
tuba) tivemos os mesmos limites (21,8 -17,8). Isto
sugere que não existe método especial, mas que o
conhecimento do método e dos equipamentos uti-
lizados pode ser de grande ajuda no laboratório,
para evitar erros sistemáticos e reagentes fora de
controle.

Entre os diferentes métodos estudados, os que
apresentaram variações mais significativas dos re-
sultados foram os enzimáticos (fosfatase e transa-
minas e) e/ou aqueles que sofrem alterações pelo
próprio preparo dos controles (bilirrubinas). Os do-
seamentos das transaminases (GPT e GOT), bilir-
rubinas e fosfatase alcalina foram os que apresen-
taram as maiores instabilidades, tanto na determi-
nação da precisão como da exatidão.

Conclui-se assim, que há necessidade de um tra-
tamento especial para os soros controles que são
utilizados para todas as reações. Um estudo incluin-
do o uso de adítivos especiais como por exemplo
a glicerina será objetivo de próximas publicações.
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ABSTRACT: This paper describes the preparation of the serum normal pool and alterat-
ed pool made from this base by volumetric additions of analyte. The concentration of each
constituent in each pool is established from measurement in the several clinical laboratories.
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This substance has been used like control system to study precision and accuracy and alerts
one to the existence of problems. Moreover, such a system can provide the analyst with a valu-
able decision-making tool to help guide him in considering new methodology of instrumenta-
tion.

DESCRIPTORS: Clinical Biochemistry, Serum Control, Quality Control, Precision and
Accuracy.
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RESUMO: Foram realizadas determinações de nitritos, nitratos e sorbatos em 112 amos-
tras de queijos curados adquiridos nos supermercados da cidade de São Paulo, corresponden-
do às diferentres formas: ralados, fatiados e em pedaços. Das 112 amostras analisadas, 81
(72,320/0)não apresentaram nitritos e nitratos. Oito (7,14%) apresentaram presença de nitrato
das quais uma estava acima do limite permitido pela legislação brasileira e nas demais 23 amos-
tras, os níveis de nitritos e nitratos estavam abaixo do limite de detecção do método que é de
10mg/kg (ppm). Em relação aos sorbatos, do total das amostras analisadas, 60 eram de queijo
ralado e destas, 46 (76,66%) apresentaram níveis de sorbatos acima do limite permitido pela
legislação brasileira.

DESCRITORES: nitritos, nitratos e sorbatos em queijos curados, determinação; queijos
curados, determinação de nitritos, nitratos e sorbatos.

INTRODUÇÃO

Nitratos e nitritos são compostos que podem estar
presentes na água, solo e nos vegetais; são também
usados na forma de seus sais de sódio ou potássio
como conservadores em alimentos processados pa-
ra impedir a proliferação de mícroorganísmos/-P:'".

O nitrato ou nitrito de sódio ou potássio são uti-
lizados na indústria de queijo de massa-cozida e
semi-cozida para evitar o tufamento tardio que
ocorre quando os queijos se encontram na câmara
de maturação. O tufamento é na grande maioria
causado por bactérias do gênero Clostridium tais
como: tyrobutyricum butyricum, sporogenes que
na massa do queijo produzem gás carbônico e
hidrogênios: 10,20,29.

Um dos efeitos tóxicos do nitrato e nitrito que
tem merecido atenção é a indução à metahemoglo-
binemia causada pela oxidação pelo nitrito da he-

moglobina à metahemoglobina que não pode rea-
lizar a função do transporte de oxigênio. A meta-
hemoglobina corresponde a hemoglobina com o
ferro no estado férrico 8,12. Esta doença é carac-
terizada pela dificuldade da formação de oxi-
hemoglobina levando a hipóxia e ganha particular
importância em crianças de pouca idade'- 5, 28.

Outro efeito tóxico é a possibilidade da forma-
ção de compostos N-nitrosos, originados quando
o nitrito reage com aminas. Foi constatada a inci-
dência de câncer em animais de laboratório após
a exposição a compostos N-nitrosos sugerindo as-
sim a possibilidade de ocorrência deste mal em
humanos 16, 18,22,26,27,

A Organização Mundial da Saúde (OMS) fixa
a ingestão diária aceitável (IDA), do nitrato em 3,70
mg/kg de peso corpóreo 12,

A legislação brasileira de aditivos intencionais
permite a adição de nitratos e nitritos de sódio ou

• Realizado nas Seções de Laticínios e Aditivos do Instituto Adolfo Lutz, SP
•• Do Instituto Adolfo Lutz
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de potássio, associados ou não, em queijos, com
exceção dos queijos frescais, na proporção de
0,005g/100g, no produto a ser consumido, expresso
em íon nitrito",

O ácido sórbico é empregado como conservador
de alimentos principalmente na forma de seus sais
de potássio, sódio ou cálcio, devido à maior solu-
bilidade deste último em água15,19,25.São eficien-
tes no controle de mofos, leveduras e algumas bac-
térias, como agente antimicrobiano em grande va-
riedade de alimentos, dentre eles os queijos. Por
serem as bactérias láticas resistentes aos sorbatos,
seu emprego como agente antimicrobiano não é li-
mitado em produtos onde a fermentação lática é
importante7,9,15,19.

Estudos mostraram sua ação inibidora sobre o
crescimento de Salmonella typhimurium, Staphy-
loeoeeus aureus, Pseudomonas sp, Listeria mo-
noeytogenes, Escherichia coli, Vibrio parahaemoly-
ticus, Baeillus-sp, Clostridiurn perfringens e Clos-
tridium botulinum, contra este último combinado
ou não com nitrit07,23,24,25.

Contudo, fatores do meio tais como pH, ativi-
dade de água, umidade, temperatura, atmosfera,
carga microbiana presente, certos componentes do
alimento e outros aditivos podem influenciar na ati-
vidade antimicrobiana do sorbato. Em ação con-
junta com o conservador, estes fatores muitas ve-
zes agem ampliando a ação antimicrobiana do
mesm07,19,23.Todos estes fatores devem ser con-
siderados quando do uso do ácido sórbico como
agente antimicrobiano. Uma população inicial mui-
to alta de mofos e algumas bactérias são capazes
de degradar o ácido sórbico que perde com isso sua
ação antimicrobiana. A seleção prévia de outros
.ingredientes, das condições de embalagem e esto-
cagem otimizam o uso do sorbato e garantem a se-
gurança do alimentoI9,23.

O ácido sórbico é uma substância não tóxica, me-
tabolizada pelo organismo humano de maneira se-
melhante aos ácidos graxos que ocorrem natural-
mente nos alimentos. Sua meia vida no corpo hu-
mano é de 40 - 110minutos, dependendo da dosa-
gem e, sob condições normais, é completamente
oxidado a gás carbônico e água9,19,25.Nos Estados
Unidos, o sorbato é considerado uma substância
GRAS. (GeneralIy Recognised As Safe)"e seu uso
é permitido para qualquer produto em que os con-
servadores podem ser adicionados". Entretanto,
recentes pesquisas tem indicado uma possível ação
potencial genotóxica do ácido sórbico e seus sais,
em animais de laboratório com resultados
mutagênícos".
Sua ação antimicrobiana está baseada na inibi-

ção de vários sistemas enzimáticos e de suas rea-
ções, inibindo com isso o metabolismo e o cresci-
mento de certos microorganismos. Contudo, um
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mecanismo único que seja responsável pela ação
antimicrobiana do sorbato não foi ainda relatado
e estes mecanismos diferem para bactérias, leve-
duras e mofos".

Segundo a legislação brasileira a presença do áci-
do sórbico e seus sais de sódio, potássio e cálcio
são permitidos no limite de O,lOg/ lOOgna crosta
dos queijos, bem como O,20g/100g em queijos ra-
Iados e O,lOg/lOOg em queijos fatiados pré-
embalados e em queijos pasteurizados e fatiados".
Neste trabalho foram determinados os teores de

nitritos, nitratos e sorbatos em queijos curados com
a finalidade de se obter informações atualizadas
sobre o uso desses aditivos e verificar o cumpri-
mento da legislação vigente no país.

MATERIAL E MÉTODO

Foram analisadas 117 amostras de queijos cu-
rados, de 38 marcas e 12 tipos diferentes comer-
cializados na cidade de São Paulo no período de
março de 1988 a março de 1990. A escolha do
estabelecimento onde foram adquiridas as amos-
tras foi feita ao acaso. No laboratório, as amos-
tras foram numeradas e quando não analisadas
no dia de sua aquisição foram guardadas em ge-
ladeira.
A amostragem, quando do queijo em pedaço,

foi feita retirando-se de diferentes partes do quei-
jo, uma porção sem a crosta que, em seguida, foi
ralada em ralador doméstico.

Os nitratos foram quantificados espectrofotome-
tricamente após redução a nitritos em coluna de
cádmio, segundo as Normas Analíticas do Institu-
to Adolfo Lutz!" após uma prévia desproteiniza-
ção, segundo o método citado por HAMILTONI1
onde se utiliza o sulfato de-zinco como precipitan-
te em meio básico. Os nitritos foram quantifica-
dos espectrofotometricamente, através da reação
com alfa-naftof"
A análise de sorbatos foi realizada também se-

gundo as Normas Analíticas do Instituto Adolfo
Lutz"', através de determinação espectrofotomé-
trica após destilação com arraste de vapor de
água.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Das 112 amostras analisadas, 81 (72,320/0)não
apresentaram nitrito e nitrato; 8 (7,14%) apresen-
taram presença de nitratos, das quais uma estava
acima do limite permitido pela legislação brasilei-
ra (FIGURA 1) e nas demais 23 amostras, os ní-
veis de nitrito e nitrato estavam abaixo do limite
de detecção do método, que é de 10mg/kg (ppm).
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Esses baixos níveis encontrados podem ser ex-
plicados devido à alta solubilidade na água por par-
te destes conservadores, sendo assim eliminados em
sua grande parte no soro do leite, Somente uma
pequena parte fica adsorvida na superfície da mi-
cela da caseína coagulada 1.

Resultado semelhante não foi encontrado quanto
aos teores de sorbatos nas amostras analisadas.

Do total de 112 amostras analisadas, 60 eram de
queijo ralado e dessas, 40 (76,660/0) apresentaram
níveis de sorbato acima do limite permitido pela
legislação brasileira (FIGURA 2).

Não foi detectada a presença de sorbatos nas
amostras de queijo em pedaço possivelmente de-
vido a retirada de crosta dos mesmos durante a pre-
paração da amostragem.
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CONCLUSÃO

Os baixos níveis de nitritos e nitratos encontra-
dos nos queijos curados, indicam que produtores
fazem uso desses conservadores, porém, cumprem
os limites previstos pela legislação brasileira.
Quanto aos altos níveis de sorbatos encontrados,

embora seja um aditivo GRAS, não podem ser to-
lerados. Os limites previstos pela legislação vigen-
te são suficientes para a conservação do queijo, se
esses forem produzidos em condições sanitárias
adequadas e com matéria prima de boa qualidade.

Os limites desses aditivos adotados pela legisla-
ção brasileira são os recomendados pelo CCFA
(Committee Codex Food Additives).
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FIGURA 1. Valores médios de sorbatos em queijos ralados de 17 marcas
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SILVEIRA, N. V. V.; YABIKY, H. Y.: DUARTE, M.: TAKAHASHI, M. Y. & CHICOUREL,
E. L. - Nitrite, nitrate and sorbate levels in cured cheese sold in São Paulo city. Rev.
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ABSTRACT: 112samples of cured cheese such as crumbled, slicedand pieces sold in markets
of the city of São Paulo, were analysed for their nitrite, nitrate and sorbate contents. From
these samples analysed, 81 (72,320/0)showed neither nitrate nor nitrite content. Eight samples
(7,140/0)showed a leveI of nitrate and one of them was above of the tolerated and the levels
of nitrite and nitrate of the other 23 samples were below than 10 mg/kg (sensitivity limit of
the analytical method employed). From the total of cheese analysed, 60 were crumbled and
46 (76,660/0)of them showed content of sorbate above the tolerated leveI.

DESCRIPTORS: nitrite, nitrate and sorbate in cured cheese, determination; cured cheese,
determination of nitrite, nitrate and sorbate.
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MUNHOZ, M. A. G.; GUSHIKEN, E. Y.; PACHECO, N. R.; CAMPA, S. B.; KITAMU-
RA, C. & AZEVEDO NETO, R. S. - Uso de Amostra Controle na avaliação da Repro-
dutibilidade de Equipamentos Semi-automatizados em Hematologia Laboratorial: Uma
proposta de Controle de Qualidade para Laboratórios de Saúde Pública. Rev. Inst. Adol-
fo Lutz, 51 (112):41-45, 1991.

RESUMO: A Seção de Hematologia da Divisão de Patologia do Instituto Adolfo Lutz,
Laboratório Central, utiliza na calibração de seus equipamentos hematológicos semi-
automatizados padrões comerciais nacionais e internacionais, padrões preparados pela própria
seção, e uma amostra de sangue humano triada da rotina diária, usada como padrão secundá-
rio. A ênfase do presente trabalho é voltada para a utilização dessa amostra como técnica de
controle de qualidade em hematologia, mais especificamente para o controle diário da repro-
dutibilidade de equipamentos semi-automatizados. Esta técnica de amostra controle é aplicada
em nossa seção desde 1987, e os resultados obtidos são apresentados em função dos coeficien-
tes de variação encontrados para cada uma das determinações estudadas, e estas relacionadas
à técnica manual correspondente através de regressão linear.

DESCRITORES: Controle de qualidade, hematologia, amostra controle, equipamentos
automáticos.

INTRODUÇÃO A análise hematológica vem adquirindo um per-
fil cada vez mais objetivo, valendo-se de métodos
mais quantitativos do que qualitativos, sem entre-
tanto desprezar os conhecimentos morfológicos tra-
dicionais, importantíssimos no diagnóstico hema-
tológico. Dentre estes avanços está a contagem de
células sanguíneas através de equipamentos eletrô-
nicos, alguns realizando inclusive contagens dife-
renciais de Leucócitos por métodos auto matiza-
dos3•12•

Os laboratórios de Saúde Pública incluem no
conjunto de suas funções o monitoramento das
condições patológicas que afetam uma deternina-
da população alvo. Esta característica de acompa-
nhamento exige que valores obtidos através de pro-
cedimentos analíticos diferentes sejam comparáveis
a qualquer momento, sendo portanto fundamen-
tal a utilização de técnicas de controle de qualida-
de para garantir a reprodutibilidade dos processos
laboratoriais. Os contadores celulares, automatizados ou semi-

* Realizado na Seção de Hematologia da Divisão de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central
e na Disciplina de Informática Médica do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universida-
de de São Paulo. São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
*** Da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo.
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automatizados, têm uma grande capacidade de pro-
dução associada a uma reprodutibilidade muito
boa. Porém há que se considerar a necessidade de
um rigoroso controle dos procedimentos que cul-
minam com a obtenção de resultados numéricos.

Diante da possibilidade não desprezível de fa-
lhas no processo analítico, impõe-se um controle
eficiente do processo que aponte os erros que por-
ventura aconteçam.

Para tanto existem técnicas de controle de qua-
lidade aplicáveis às contagens celulares automati-
zadas: padrão de micropartículas de látex, padrão
de sangue de aves, padrão de sangue humano ou
de outro mamífero7,13,19 e amostra controle.

Os padrões comerciais têm um custo operacio-
nal relativamente alto quando comparados à amos-
tra controle, ficando assim reservados à calibra-
ção freqüente dos equipamentos.

Já a amostra controle é usada nos procedimen-
tos ao longo da rotina e como padrão secundário
na calibração diária dos aparelhos eletrônicos, em
comparação com contagens celulares em câmara
de Neubauer e dosagens de hemoglobina em espec-
trofotômetro calibrado-",

Autores como BRITTON4, DA VIDSOHN &
NELSON8, MIALE15 E PLATT17, descrevem em
detalhes os principais erros observados nas conta-
gens celulares em câmara de Neubauer, e apresen-
tam alternativas que minimizam esses erros.

As dosagens de hemoglobina pelo método ma-
nual colorimétrico de referência 21,22 apresentam
facilidades técnicas de execução e boa reproduti-
bilidade.

O objetivo deste trabalho é analisar o desempe-
nho da técnica de amostra controle em laborató-
rio de hematologia, tendo em vista uma proposta
de controle de qualidade factível para nossa reali-
dade.

MATERIAIS E MÉTODOS

1. Amostra de sangue humano triada da rotina
diária (5,0 ml de volume colhido em tubo a vácuo,
com EDT A), com valores hematimétricos dentro
da faixa de normalidade para adultos sadios, de-
nominada amostra controle.

2. Determinação do valor do microhematócrito
da amostra controle em tubo capilar, através de
microcentrífuga 10.

3. Confecção de duas extensões de sangue da
amostra controle em lâminas de vidro, coradas

* SYSMEX Microcelecounter, modelo CC 110
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com corante panóptico (Leishrnan)!".

4. Contagem em duplicata de eritrócitos e leu-
cócitos da amostra controle, em Câmara de Neu-
bauer modificada 1. Cálculo da média aritmética.

5. Dosagem em triplicata da hemoglobina da
amostra controle pelo método da cianometahemo-
globina21,22 em espectrofotômetro calibrado ".
Cálculo da média aritmética.

6. As médias aritméticas dos valores manuais fo-
ram consideradas como "valores reais" (padrão
secundário) .

7. Contagens de eritrócitos, leucócitos e dosa-
gem de hemoglobina da amostra controle, através
de contador celular e hemoglobinômetro semi-au-
tomatizados*, em 11 replicatas. Cálculo das mé-
dias aritméticas (X), desvios padrão (SD), e coefi-
cientes de Variação (CV), desses valores repli-
cados",

Valores replicados muito distantes da média arit-
mética ou além dos limites aceitáveis de erro, de-
vem ser desprezados para novo cálculo da média
aritmética, desvio padrão e coeficiente de varia-
çã02,5,18.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A amostra controle é um recurso de aplicação
simples no controle de qualidade em laboratório
de hematologia, quer para avaliação de contagens
de células sanguíneas, quer para a dosagem de he-
moglobina. Reúne as vantagens de custo operacio-
nal baixo e de ser o próprio objeto de análise.

Um bom critério para se verificar a precisão de
equipamentos automáticos e semi-automáticos ao
longo do tempo é o coeficiente de variação calcu-
lado a partir de 11 replicatas da amostra controle
para as contagens de eritrócitos, leucócitos, e do-
sagens de hemoglobina. Em 30.063 determinações
realizadas por nós num período de 3 anos, admiti-
mos como coeficiente de variação máximo para es-
sas análises o valor de 5070, sendo que é possível
estabelecer uma meta mais exigente à medida que
se domine as técnicas de controle de qualidade e
que se aprimora a reprodutibilidade dos equipa-
mentos.

Podemos observar que as amostras controle
quando estudadas em aparelho calibrado diaria-
mente, apresentaram Coeficientes de Variação me-
nores que 5% em qualquer análise realizada, co-
mo mostram as Figuras 1, 2 e 3.

Tais dados demonstram um desempenho eficien-
te do aparelho e estabelecem para o Controle de
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FIGURA 1
Representação gráfica dos Coeficientes de Variação das
dosagens de Hemoglobina realizadas em aparelho semí-
automatizado, no período de 3 anos.
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FIGURA 3
Representação gráfica dos Coeficientes de Variação das
contagens de Leucócitos realizadas em aparelho semi-
automatizado, no período de 3 anos.
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FIGURA 2
Representação gráfica dos Coeficientes de Variação das
contagens de Eritrócitos realizadas em aparelho semi-
automatizado, no período de 3 anos .
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FIGURA 4
Gráfico de Regressão linear das contagens de leucócitos
obtidas em aparelho semi-automatizado e Câmara de
Neubauer modificada, no período de 3 anos. r = 0,966637
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FIGURA 5
Gráfico de Regressão linear das contagens de eritrócitos
obtidas em aparelho serni-automatizado e Câmara de
Neubauer modificada, no período de 3 anos. r = 0,928183

Hemoglobina ( g/ dl ) manual

FIGURA 6
Gráfico de Regressão linear das dosagens de Hernoglo-
bina obtidas em aparelho semi-automatizado e pelo mé-
todo manual da Cianometahemoglobina, no período de
3 anos. r = 0,96579

43



MUNHOZ, M. A. G.; GUSHIKEN, E. Y.; PACHECO, N. R.; CAMPA, s. B.; KITAMURA, C. & AZEVEDO
NETO, R. S. - Uso de Amostra Controle na avaliação da Reprodutibilidade de Equipamentos Semi-automatizados
em Hematologia Laboratorial: Uma proposta de Controle de Qualidade para Laboratórios de Saúde Pública. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 51 (112):41-45, 1991.

Qualidade valores limítrofes, que quando supera-
dos indicam a presença de erros que devem ser cor-
rigidos imediatamente.

Os gráficos de Regressão Linear das contagens
de leucócitos, eritrócitos e dosagens de hemoglo-
bina dos métodos manuais e automatizados apre-
sentaram Coeficientes de Regressão" próximos a
1, demonstrando a boa correlação entre estes mé-
todos, ilustrada nas Figuras 4, 5 e 6.

O valor do microhematócrito é utilizado como
controle empírico das contagens de eritrócitos e do-
sagens de hemoglobina manual e por aparelho!'

Os esfregaços de sangue da amostra controle,
quando examinados em microscópio óptico co-
mum, orientam quanto ao tamanho das hemácias,
detectam a presença eventualmente excessiva de
grandes plaquetas que podem falsear o valor glo-
bal de leucócitos, e informam o número aproxima-
do de Ieucócítos/rnrrr' 6,

Valores replicados obtidos por contagens auto-
matizadas, que eventualmente se distanciem dema-
siadamente da média aritmética ou fiquem fora dos
limites aceitáveis de erro (X ± 2.SD), podendo ele-
var consideravelmente o valor do coeficiente de va-
riação, devem ser desprezados. Com a retirada des-
ses valores deslocados ao acaso, recalculamos os
novos valores da média aritmética, do desvio pa-
drão e do coeficiente de variaçã02•5,18,

Segundo EBNER *, deve-se desprezar no máxi-
mo 1 valor em 11, pois valores deslocados ao aca-
so não devem ultrapassar de 10070 do total de re-
plicatas. O aparecimento de mais de um valor des-
locado implica na necessidade de medidas correti-
vas específicas.

Sugerimos que as médias aritméticas dos valo-
res replicados da amostra controle, obtidos no apa-
relho, não variem mais do que 3070 dos "valores
reais" dos leucócitos e eritrócitos, e não mais do
que 1070 do "valor real" da hemoglobina, obtidos
pelos métodos manuais. Variações acima dessas
porcentagens não devem ser aceitas. É preciso de-
terminar novamente os valores manuais e automa-
tizados para efeito de nova calibração do apare-
lho.

CONCLUSÃO

A partir dos resultados obtidos com este traba-
lho, é possível estabelecer uma proposta de con-
trole de qualidade interno em laboratório de he-
matologia, para contagem de células e dosagem de
hemoglobina em equipamentos automatizados, nos
seguintes termos:

1. Triar da rotina diária uma amostra controle
(padrão secundário).
2. Com esta amostra, confeccionar dois esfre-

gaços de sangue e corá-los com corante panópti-
co.

3. Determinar manualmente com esta amostra: .
- o hematócrito;
- o número de eritrócitos e leucócitos em du-

plicata;
- o valor da hemoglobina em triplicata.
Calcular as médias aritméticas e considerá-Ias co-

mo "valores reais".
4. Determinar no aparelho, através de 11 repli-

catas desta amostra, os valores de eritrócitos, leu-
cócitos e hemoglobina. Calcular a média aritméti-
ca, o desvio padrão e o coeficiente de variação.

Considerar o aparelho reprodutivo quando os
coeficientes de variação das dosagens de hemoglo-
bina, contagens de eritrócitos e leucócitos não utra-
passarem o limite de 5070.

5. Com o aparelho calibrado, iniciar a rotina e
a cada 20 amostras de pacientes, introduzir a amos-
tra controle para detectar eventual perda da cali-
bração do equipamento.
6. Verificar a exatidão dos aparelhos com o uso

diário de padrões primários.
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ABSTRACT: The automatic equipment for cell counting and hemoglobin dosage has its
calibration made by the staff of the Hematology Section of the Pathology Division in the Adol-
fo Lutz Institute (São Paulo, Brazil) using international and national standards, standards
prepaired in the section and a secundary standard (a sample from the routine). This paper presents
our experience with this sample as a quality control technique in hematology, specially for the
daily monitoring of the automatic equipment reproducibility. The control sample techinique
has been applied in our section since 1987, and the results are discussed through the variation
coefficient found for each analysis studied. A regression is made between the manual and the
automatic technique.

DESCRIPTORS: quality control, hematology, control sample, automatic equipment.
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RESUMO: Foram descritas as folhas das seguintes espécies da família Compositae: Bac-
charis trimera DC (carqueja), Stevia rebaudiana Bert. (stevia), Tagetes cf patula L. (cravo de
defunto) e Vernoniapolyanthes Less (assa-peixe). Observou-se que estas espécies seguem o padrão
geral da família a que pertencem. Detalhes de tricomas glandulares, colênquima, fibras, células
pétreas, papilas e glândulas secretoras foram fundamentais para a diagnose.

DESCRITORES: Baccharis trimera DC, carqueja, Stevia rebaudianaBert., stevia, Tagetes
cf patula L., cravo de defunto, Vernonia polyanthes Less, assa-peixe.

INTRODUÇÃO

Muitas compostas têm sido empregadas
medicinalmente de tempos em tempos. Entre aque-
las que se tornaram de uso contínuo e tradicional
destacamos as seguintes espécies: Matricaria
chamomila Linn. (camomila vulgaris), Anthemis
nobilis L. (camomila romana), Arnica montana L.
(arnica), Calêndula officinalis L. (calêndula), Ar-
temisia cina Berg (artemisia), Baccharis trimera DC
(carqueja), Stevia rebaudiana Bert. (stevia), Tagetes
cf patula (cravo de defunto), Vernonia polyanthes
Less (assa-peixe).
Neste trabalho são descritas as quatro últimas

espécies, por serem sul-americanas e pouco estuda-
das. Vernonia polyanthes Less (assa-peixe) é uma
das várias espécies do gênero Vernonia conhecidas
como assa-peixe, e consideradas medicinais'. O
gênero Vernonia tem sido estudado em sua com-
posição química com vistas ao seu emprego como
anti-oxidante!' e como droga anti-helmíntíca+'".
Tagetes cf patula (cravo de defunto) é planta anu-
al, herbácea, ornamental (flores amarelas e
aveludadas), empregada pelas suas ações anti-
tussígena, purgante, estimulante, sudorífica e

aromática. Floresce de outubro a fevereiro>, Vár-
ias espécies do gênero Tagetes são importantes pelo
seu teor de terpenóides, flavonóides, alcalóides,
poliacetilenos e ácidos graxos'':? e !O.Stevia rebau-
diana Bert. (stevia) é uma erva paraguaia aclima-
da no Brasil 1,8 . Contém um glicosídeo (es-
teviosídeo) trezentas vezes mais doce do que a
sacarose', e uma substância anticoncepcional, em-
pregada com esse fim pelas populações indígenas
daquela região!. Baccharis trimera DC, chamada
de carqueja amargosa, é um sub-arbusto ereto,
ramoso e glabro, de até 80 em de altura. É melífera,
tônica, estomáquica, anti-reumática, anti-
helmíntica, útil nas moléstias do fígado e na dia-
bete. Ocorre em todo o Brasil6.

MATERIAL E MÉTODO

As espécies Tagetes cf patula L. (cravo de defun-
to) eBaccharis trimera DC (carqueja) foram coleta-
das no bairro de Santo Amaro. A primeira foi iden-
tificada pela pesquisadora Inês Cordeiro do Instit-
uto de Botânica, São Paulo, SP. A segunda foi
identificada por confrontação com padrões ex-
istentes em nosso laboratório, e dados encontrados

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar, Instituto Adolfo Lutz, Capital, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz
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na literatura. Vernona polyanthes Less (assa-peixe)
foi coletada na Cidade Universitária, nas imedia-
ções do estacionamento do Instituto de Biociências,
tendo sido identificada pela pesquisadora Lúcia
Rossi do Instituto de Botânica, São Paulo, SP. Na
descrição de Stevia rebaudiana Bert. foram em-
pregados padrões existentes em nosso laboratório.

Foram empregados cortes a mão livre, soluções
descorantes, cor antes histológicos, câmara clara,
escala micrométrica e microscópio óptico.

RESULTADOS

Baccharis trimeraDC (carqueja)

Vegetal bem estudado por SANTOS9, Baccharis
trimera DC é espécie rica em características
xeromorfas: fibras, epiderme (cladódios) constituí-
da de células de paredes retas e espessas, estôma-
tos com poro reforçado, tricomas tectores.

Baccharis trimera DC apresenta um tipo de tri-
coma tector e um tipo de tricoma glandular (Fig.
1). O último é mais freqüente do que o primeiro.

Seccionando-se transversalmente as alas dos
cladódios, observamos que o mesmo apresenta es-
trutura foliar, com mesofilo homogêneo lacuno-
so e estômatos ao nível das demais células epidér-
micas.

Seccionando-se transversalmente o eixo dos
cladódios, observam-se os seguintes elementos
histológicos: colênquima bem desenvolvido situa-
do logo abaixo da epiderme; feixes vasculares do
tipo colateral com uma "calota" de fibras escleren-
quimáticas perivasculares, eternamente ao floema;
endoderme que percorre o eixo do cladódio exter-
na ou internamente às "calotas esclerenquimáti-
cas"; xilema rico em fibras. A endoderme é notável
pelas dimensões e formatos irregulares que tom-
am suas células. As calotas de fibras esclerenqui-
máticas peri-vasculares tanto podem ter origem
floemática (floema primário amassado) ou pericícli-
ca. Somente estudos de ontogênese poderiam es-
clarecer essa questão.

Stevia rebaudiana Bert.

As folhas de Stevia rebaudiana Bert. são obovais,
com margem denteada em torno do ápice, e inteira
nas regiões mediana e basal. Tem cumprimento mé-
dio de quatro centímetros, nervuras bem salientes
na face dorsal (ou inferior) e ligeiramente salientes
na face ventral (ou superior).

Ambas as epidermes são estomatíferas (estôma-
tos anomocíticos). Há um tricoma tector pluricelu-
lar de base alargada e ápice afunilado. O trico-
ma glandular, visto de face, apresenta uma gran-
de cabeça de conteúdo pardacento (quando se ob-
serva material descorado). Observados em corte
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transversal, apresentam-se pedunculados, de três
a cinco células achatadas, inseridas em depressões
das células epidérmicas.

As células das nervuras são alongadas tangen-
cialmente, apresentando cutícula estriada e paredes
pontoadas. Células pétreas de paredes grossas e on-
dulosas, formatos alongados, são observadas jun-
to aos vasos (Fig. 4). Essas células pétreas às vezes
assumem formatos bastante alongados, e termina-
ção em biseI, constituindo fibras. Coram-se
fracamente pela solução clorídrica de florogluci-
na. São elementos histológicos que conferem sus-
tentação à folha e proteção ao feixe vascular.

O mesofilo é dorsiventral, com duas camadas de
parênquima paliçádico, e duas ou três camadas de
parênquima lacunoso.

Tagetes cf patula L. (cravo de defunto)

Tagetes cf patula L. apresenta folhas miúdas, al-
ternas ou opostas, margem fortemente denteada,
cerca de um centímetro e meio de comprimento.

As epidermes são indistintas, estomatíferas, com
estômatos anomocíticos. Há um tricoma tector
pluricelular e um tricoma tector uni celular (Fig. 5).
O tricoma pluricelular é abundante, apresentando
células de formatos diferenciados, especialmente
no ápice. O tricoma unicelular é raro.

O mesofilo é dorsiventral. Há drusas e glându-
las secretoras.

No ápice e nos bordos foliares encontram-se
papilas de aspecto original (Fig. 5).

Ao nível de nervura central o feixe vascular é bi-
colateral, cercado de abundante colênquima (Fig.
5).

Vernonia polyanthes Less.

As folhas são lanceoladas, cerca de quinze cen-
tímetros de comprimento, nervuras duplamente
proeminentes, mais proeminentes na face inferior
(dorsal), que também se apresenta mais fortemente
pilosa em relação à face superior (ventral). Como
em Tagetes cf patula L., há tricomas pluricelulares
homocelulares e heterocelulares (Fig. 6).

A epiderme inferior é constituída de células de
paredes delgadas, ondulosas, apresentando estôma-
tos anomocíticos. A epiderme superior é constituída
de células relativamente maiores, poligonais, de pa-
redes quase retas, sem estômatos.

Vernonia polyanthes Less apresenta tricoma
glandular com cabeça arredondada, grande,
unicelular, inserido diretamente em depressões da
epiderme, sem pedúnculo. Há grande quantidade
de drusas em toda a região parenquimática. O
mesofilo é dorsiventral, com uma ou duas cama-
das de parênquima paliçádico.
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A região da nervura central apresenta cinco ou
seis feixes vasculares, individualizados, recobertos
por duas "calotas" de fibras (Fig. 6). Há colên-
quima discreto em ambas as faces.
Tubos de látex, retos e de grande calibre são en-

contrados no mesofilo (Fig. 6).

DISCUSSÃO

METCALFE & CHALK2•3 prevêm certas carac-
terísticas histológicas gerais para determinados gê-
neros, que tivemos oportunidade de confirmar nas
espécies que estudamos: - Presença de pêlos tec-
tores e glandulares no gênero Baccharis, bem co-
mo ausência de cristais neste gênero; - Ocorrên-
cia de cristais agrupados e canais laticíferos em Ver-
nonia; - Presença de cavidades secretoras em Ta-
getes.

Não encontramos referência bibliográfica que
destacasse a ocorrência de células pétreas fibrifor-
mes, muito características, que observamos em Ste-
via rebaudiana Bert.
Não encontramos também, nenhum relato acerca

do abundante colênquima, e das papilas atípicas
que encontramos em Tagetes cf patula L.
Fibras, células pétreas, colênquima, paredes es-

pessas, etc, são adaptações antômicas a condições
xéricas. A presença desses elementos histológicos
nas compostas estudadas é uma evidência de que

FIGURA 1
Baccharis trimera DC - Epiderme do c1adódio: tric.
gland. = tricoma glandular; est. = estômato; tric. tect.
= tricoma tector.

são plantas bem adaptadas às condições do ambien-
te em que vegetam.

CONCLUSÕES

As compostas estudadas revelaram os seguintes
elementos histológicos característicos de cada es-
pécie:

- Baccharis trimera DC: tricoma glandular de
cabeça uni celular e pedúnculo pluricelular, trico-
ma tector unicelular com base pluricelular, epider-
me de paredes retas e espessas, fibras retas.

- Stevia rebaudiana Bert.: Tricoma tector plu-
ricelular de dimensões medianas, tricoma glandu-
lar com grande cabeça unicelular e pedúnculo in-
serido em depressões, células pétreas e fibras ca-
racterísticas.

- Vernonia polyanthes Less: grandes tricomas
tectores pluricelulares (cerca de 1 mm de compri-
mento), drusas e tubos de látex.
- Tagetes cfpatula L.: Colênquima abundante,

papilas nas bordas foliares e glândulas secretoras.
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FIGURA 2
Baccharis trimera DC - Eixo do c1adódio (c. transv.)
- Desenho esquemático: xiI. = xilema; fI. = floema;
f. = fibras.
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FIGURA 3
Baccharis trirnera DC - Fragmento do eixo do cladó-
dio (corte transv.): epid. = epiderme; col. = colênqui-
ma; end. = endoderme; f. = fibras; fl. = floema; f. xiI.
= fibras xilemáticas; xiI. = xilema; par. = parênquima,

FIGURA 5
- Tagetes cf patu/a - Folhas, elementos histológicos
foliares e desenho esquemático da nervura central: extr.
rec. foI. = extremidade de recorte foliar; gl. = glândula
secretora; eps. = epidermes; b. f. = borda foliar; tric.
tec. = tricoma tector.

ImIxil.
l'Tifl.
.f.,c:els.pet.

~D(ol

~
FIGURA 4

Stevia rebaudiana Bert. - Folha, elementos histológicos
foliares e desenho esquemático da nervura central: ep.
inf. = epiderme inferior; nervo = nervura; ep. sup. =
epiderme superior; tric. tect. = tricoma tector; tric. gland.
= tricoma glandular; cél. pét. = células pétreas; f. =
fibras.

FIGURA 6
Vernonia po/yanthes Less - Folha, elementos histoló-
gicos foliares e desenho esquemático da nervura central:
tr. tec. = tricoma tector; ep. inf. = epiderme inferior;
t. Ix. = tubo de látex; tr. gl. = tricoma glandular; dr.
= drusas.
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ABSTRACT: It was described the leaf of the following species: Baccharis trimera DC (car-
queja), Stevia rebaudiana Bert. (stevia), Tagetes cf patu/a L. (cravo de defunto) e Vernonia
po/yanthes Less (assa-peixe). It was observed that these species follows the general pattern of
the family. Details of glandular hairs, collenchyma, fibres, stone cells, papillas and secretory
glands were fundamental to the diagnosis.

DESCRIPTORS: Baccharis trimera DC, carqueja, Stevia rebaudiana Bert., Tagetes cfpatula
L., cravo de defunto, Veronia polyanthes Less, assa-peixe.
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RESUMO: Foram analisadas 122 amostras de extrato, purê e polpa de tomate, comercia-
lizadas na região metropolitana de São Paulo, no período de fevereiro de 1988 a fevereiro de
1990, para averiguar o cumprimento da legislação com relação às características físico-químicas
e microscópicas. Observou-se que 67,7% dos extratos e 1001110dos purês de tomate, encontravam-
se de acordo com a legislação vigente, quanto às características físico-químicas. Os resultados
da análise microscópica, quanto à contagem de filamentos mícelianos, mostraram que 48,41l10
dos extratos e 46,7% dos purês de tomate estavam em desacordo com a legislação. Se as polpas
de tomate forem enquadradas nos mesmos limites estabelecidos para o purê, 33,3% e 60% das
amostras estariam em desacordo com a legislação, quanto às características microscópicas, com
relação à contagem de filamentos micelianos pelo método de Howard e físico-químicas, respec-
tivamente. A identificação de elementos histológicos de vegetais dos produtos, revelou que tan-
to os purês como as polpas continham epicarpo (pele) e sementes de tomate, além da presença
de material estranho como areia, nematóides, leveduras e esporos.

DESCRITORES: tomate, extrato, purê e polpa; análise físico-química; análise microscó-
pica; legislação.

INTRODUÇÃO

Dentre as hortaliças, o tomate é a de cultura mais
importante, não só em termos de produção, como
também em valor econômico, pois, é a mais
industrializada? .

O tomate pode, através de um processamento
adequado, dar origem a inúmeros produtos, alguns
deles, de elevado consumo no Brasil como, o su-
co, purê, polpa concentrada, extrato, catchup, to-
mate despelado, diversos molhos culinários e in-
clusive tomate em pó?

Pela legislação brasileira de 1978, são engloba-
dos quanto às características físico-químicas, nas
normas de extrato de tomate, todos os produtos
concentrados que tenham no mínimo 9070 (p/p) de

substância seca, menos cloreto de sódio. Todavia,
essa mesma legislação reserva o termo purê para
o concentrado que tem entre 9 e 17,9070. Aos que
têm 18% ou mais é atribuido o nome extrato/-".
No entanto, nenhum parâmetro é estabelecido pa-
ra a polpa de tomate. Quanto às características mi-
croscópicas, a legislação brasileira estabelece para
extrato e purê de tomate um limite máximo de 40070
de campos positivos (de fungos) na contagem pelo
método de Howard e ausência de sujidades, para-
sitos e larvas2•8•

A utilização de matéria prima não selecionada
resulta num produto final de qualidade inferior.
Sabe-se que há uma estreita relação entre frutos es-
tragados e conteúdo de fungos no produto final.
Cerca de 1% de tomates alterados, já é suficiente
para atingir na contagem de Howard obtida pelo

* Realizado nas Seções de Óleos, Gorduras e Condimentos e Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz,
São Paulo, SP. Apresentado no VI Encontro Nacional de Analistas de Alimentos, Curitiba, 1990.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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exame microscópico, um percentual de campos po-
sitivos (de fungos) não inferior a 600/07•

O presente trabalho tem como objetivos averi-
guar se os purês e os extratos de tomate apresen-
tam-se de acordo com os parâmetros estabelecidos
pela legislação em vigor, assim como, estabelecer
parâmetros de qualidade e identidade para polpa
de tomate, não previstos na legislação vigente, que
possam servir de subsídio para a atualização e re-
visão das NTA (Decreto Estadual 12.486/78)8 e
NTE (Decreto Federal 12/78)2.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram analisadas 122 amostras, de diferentes

marcas, assim distribuídas: 62 extratos, 30 purês
e 30 polpas de tomate comercializadas na região
metropolitana de São Paulo, adquiridas em vários
pontos da cidade no período de fevereiro de 1988
a fevereiro de 1990.
Efetuou-se análise físico-química, que compreen-

deu as determinações de substância seca, resíduo
mineral fixo, cloretos em cloreto de sódio e pes-

quisa de corantes artificiais segundo as técnicas des-
critas no livro de "Normas Analíticas do Instituto
Adolfo Lutz,,3,4,5,6.A análise microscópica, por
sua vez, compreendeu a identificação de elemen-
tos histológicos, a contagem de filamentos mice-
lianos pelo método de Howard e a pesquisa de ma-
terial estranho'v".

RESULTADOS

Os resultados obtidos na análise das 122 amos-
tras, para a determinação .de substância seca me-
nos cloretos, para os extratos e purês de tomate,
com relação aos valores mínimos exigidos pela
legislação, encontram-se na Tabela 1. Nesta ta-
bela encontram-se também os resultados obtidos
para polpa de tomate, não prevista na legislação
vigente.

O desenvolvimento do trabalho sobre polpa de
tomate em conjunto com o extrato e purê deve-se
ao fato da semelhança entre os produtos e por
conseqüência os mesmos paradigmas a serem ana-
lisados.

Distribuição das amostras de extrato, purê e polpa de tomate segundo o percentual
de substância seca menos cloreto de sádio.

TABELA 1

Substância seca EXTRATO PURÊ POLPA
menos cloreto de
sódio (0/0) N? (%) N? (%) N? (%)

;;. 18 42 (67,7)

< 18 20 (32,3)
;;. 9 30 (100,0) 12 (40,0)

< 9 ° (0,0) 18 (60,0)

Total 62 (100,0) 30 (100,0) 30 (100,0)

TABELA 2

Porcentagem de campos positivos com filamentos micelianos em extratos, purês e polpas de tomate.

CAMPOS POSITIVOS EXTRATO PURÊ POLPA
COM FILAMENTOS
MICELIANOS (%) N? (%) N? (%) N? (%)

0-10 3 (4,8) (3,3) 2 (6,7)
12 - 20 6 (9,7) 2 (6,7) 9 (30,0)
22 - 30 11 (17,7) 6 (20,0) 4 (13,3)
32 - 40 12 (19,4) 7 (23,3) 5 (16,7)
42 - 50 5 (8,1) 4 (13,3) 1 (3,3)
52 - 60 11 (17,7) 6 (20,0) 2 (6,7)
62 - 70 5 (8,1) 2 (6,7) 4 (13,3)
72 - 80 7 (11 ,3) 2 (6,7) ° (0,0)
82 - 90 1 (1,6) ° (0,0) 3 (10,0)

> 92 (1,6) ° (0,0) ° (0,0)

Total 62 (100,0) 30 (100,0) 30 (100,0)
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A Tabela 2 apresenta para cada tipo de produto
analisado, os resultados para a contagem de fila-
mentos micelianos.

A Tabela 3 apresenta material estranho e impu-
rezas nas 30 amostras de purê e de polpa analisa-
das. Quanto ao extrato de tomate, somente em uma

amostra foi identificado epicarpo, não tendo sido
encontradas sementes nas 62 amostras analisadas,
assim como o material estranho detectado nos pu-
rês e polpas.

Em nenhuma das amostras analisadas verificou-
se a presença de corantes artificiais.

TABELA 3

Material estranho e impurezas em 30 amostras de purê
e 30 amostras de polpa de tomate.

MATERIAL PURÊ POLPA
ESTRANHO E PRESENÇA AUSÊNCIA PRESENÇA AUSÊNCIA
IMPUREZAS N? 070 N? % n? (%) N? (%)

Epicarpo 19 (63,3) 11 (36,7) 19 (63,3) 11 (36,7)
Semente 6 (20,0) 24 (80,0) 23 (76,7) 7 (23,3)
Leveduras 6 (20,0) 24 (80,0) 6 (20,0) 24 (80,0)
Esporas 3 (10,0) 27 (90,0) 5 (16,7) 25 (83,3)
Nematóides 5 (16,7) 25 (83,3) 3 (10,0) 27 (90,0)
Areia 8 (26,7) 22 (73,3) 15 (50,0) 15 (50,0)

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Analisando a Tabela 1, quanto aos resultados
físico-químicos, observa-se que a maior parte das
amostras de extrato de tomate (67,70/0) e a totali-
dade das amostras de purê, encontram-se de acor-
do com os limites estabelecidos pela legislação vi-
gente, quanto à porcentagem de substância seca
menos cloreto de sódio.

Os resultados obtidos na análise microscópica
(Tabela 2) mostram que 48,4% das 62 amostras de
extrato e 46,7% das 30 amostras de purê estão em
desacordo com a legislação em vigor, por apresen-
tarem porcentagem de campos positivos com fila-
mentos micelianos superior ao limite tolerado.

Com relação aos resultados obtidos para polpa
de tomate, observa-se que os valores encontrados
aproximam-se aos do purê de tomate. Sendo as-
sim, pretende-se sugerir que a denominação polpa
de tomate seja incluída como sinônimo do purê,
e portanto se enquadre nos mesmos limites esta-
belecidos para este, quando por ocasião da atuali-
zação e revisão das legislações Estadual e Federal.

Se as polpas de tomate forem enquadradas nos
mesmos limites estabelecidos para o purê, 60% das

Se as polpas de tomate forem enquadradas nos
mesmos limites estabelecidos para o purê, 60% das
amostras estariam em desacordo com a legislação
quanto às características físico-químicas e 33,3%
quanto às características microscópicas, em rela-
ção à contagem de filamentos micelianos.

Além disso pode-se concluir que a tecnologia de
processamento dos purês e das polpas é inadequa-
da, pela presença de epicarpo e semente; 63,3% das
amostras tanto de polpa como de purê continham
epicarpo do tomate; 20% das amostras de purê e
76,7% das amostras de polpa, continham semente
(Tabela 3). Este fato carateriza a utilização do to-
mate inteiro na confecção dos produtos, o que con-
traria a legislação em vigor.

Os extratos de tomate, por outro lado, estão
cumprindo melhor a legislação em vigor, que exi-
ge ausência de pele e semente no produto, visto que,
somente em uma, das 62 amostras analisadas, foi
observada presença de epicarpo. Também as con-
dições higiênicas dos purês e polpas são precárias,
indicadas pela presença de areia, nematóides, le-
veduras e esporos, destacando-se a presença de
areia em 50% das amostras de polpa analisadas e
em 26,7% das amostras de purê.
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ABSTRACT: Chemical and microscopical analysis of 122 samples of tomato paste, puree
and pulp acquired at the market of São Paulo, Brazil were made with the aim to verify if they
are in accordance with the Brazilian legislation. It was found that 67,70/0of the tomato paste
samples and 100% of the tomato puree samples agreed with the chemical pattern. The microscop-
ical analysis disclosed that 48,4% of the tomato paste samples and 46,7% of the tomato puree
samples disagreed with the amount of mycelia counts by the Howard method permitted by the
Brazilian legislation. If the same patterns for tomato puree were applyed for tomato pulp, 60%
of the samples disagreed with the chemical pattern and 33,3% of the samples disagreed with
the limit of mycelia counts by Howard method permitted by the legislation. The histological
identification of the products vegetable components revealed that the puree and the pulp had
tomato epicarp and seeds, besides extraneous material such as sand, nematodes, yeast and spores.

DESCRIPTORS: tomato, paste, puree and pulp; chemical analysis; microscopical analysis.
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RESUMO: A Seção de Microscopia Eletrônica do Instituto Adolfo Lutz recebeu no pe-
ríodo de 1986-90, 129 amostras de materiais biológicos (líquido vesicular, raspado de lesão ge-
nital, raspado de lesão anal, saliva e urina) de pacientes aidéticos, com suspeita de infecção
herpética, para diagnóstico rápido de vírus do grupo Herpes, por microscopia eletrônica. Des-
sas amostras, 25070 (32/129) foram positivas para vírus Herpes, com algumas apresentando as-
péctos atípicos, tais como: a) grande quantidade de partículas virais; b) detecção de mais de
um nucleocapsideo num mesmo envoltório; e c) detecção de grandes agregados de nucleocapsi-
deos sem envoltórios.

Estas observações poderiam ser atribuídas às características de imunodepressão desses pa-
cientes e a sua divulgação foi por nós considerada importante, pois seriam dados adicionais
para o estudo de infecçôes virais, nesses pacientes imunodeprimidos.

DESCRITORES: - Herpesvírus, Microscopia Eletrônica, Infecção Oportunista

INTRODUÇÃO

O uso da microscopia eletrônica para a detec-
ção de partículas virais é um dos métodos utiliza-
dos para o diagnóstico rápido de vírusl,IO,ll.

O diagnóstico rápido de vírus proporciona a
identificação etiológica em poucas horas propician-
do ao clínico, facilidade na escolha das terapêuti-
cas e melhor atendimento ao paciente!'.
A Seção de Microscopia Eletrônica do Instituto

Adolfo Lutz, realiza diagnóstico rápido de vírus,
desde 196714,16,21e vem ampliando o seu campo de
atuação. Vírus Herpes em infecções herpéticas; Ro-
tavírus, Adenovírus e "SRVP" ("Small Round Vi-
rus Particles") em gastroenterites; "Papovavirus-

* Seção de Microscopia Eletrônica do Instituto Adolfo Lutz.

like", Moluscum contagiosum e eventual Poxví-
rus em lesões cutâneas; "Parvovirus-like" em uri-
na de pacientes suspeitos de eritema infeccioso, são
alguns dos diagnósticos realizados por esta Seção.

O diagnóstico do vírus Herpes pela Microsco-
pia Eletrônica Direta (MED) é fácill,lo.11,14,19,eu-
jas características morfológicas são: - cerne de
aproximadamente 75 nm que pode ser elétron-lu-
cente (quando o ácido nucléico-DNA está presen-
te) ou elétron-denso (vazio, sem o ácido nucléico);
um capsideo icosaédrico contendo 162 capsôme-
ros que circunda o cerne, medindo cerca de 100 nm
e um envoltório pleomórfico de 180 a 200
nm2•7,9,20,25.26.
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Tal morfologia permite um diagnóstico presun-
tivo, pois não diferencia os tipo-específicos do ví-
rus do grupo Herpes, que podem ser Herpes sim-
ples do tipo I, lI, Varicela-zoster e Citomegaloví-
rus. Estudo realizado por Imunomicroscopia Ele-
trônica utilizando anticorpo monoclonal e marca-
ção com ouro-coloidal, permitiu a identificação en-
tre vírus Herpes tipo I, II e Vancela-zoster". En-
tretanto, a diferenciaçãomorfológica é de funda-
mental importância no diagnóstico diferencial en-
tre Varicela e Vaccínia!' e nas detecções de infec-
ções herpéticas em centros cirúrgicos e berçários.

Com a disseminação da AIDS tem sido obser-
vada uma elevação na freqüência de infecções opor-
tunistas nestes doentes, incluindo-se aquelas por ví-
rus do grupo Herpes8.18.23. Na análise ultra-
estrutural desses vírus, em amostras provenientes
de pacientes aidéticos, foram detectadas com gran-
de freqüência aspéctos atípicos.

A caracterização e divulgação destas observações
incomuns foram para nós consideradas importan-
tes e oportuna.

MATERIAIS & MÉTODOS

Foram examinadas no período de 1986-90, 129
amostras (líquido vesicular - 50, raspado de lesão
anal - 48, raspado de lesão genital - 7, urina -
17 e saliva - 7) de pacientes com AIDS provenien-
tes de toda rede hospitalar pública do Estado de São
Paulo, principalmente do Hospital Emílio Ribas.

Essas amostras foram submetidas à técnica de
contrastação negativa (Microscopia Eletrônica
Direta-MED)4, empregando-se como contrastan-
te o Silicotungstato de sódio 1% em pH 7.1 e exa-
minadas num microscópio eletrônico Philips
Em-400T, operando a 80 kV.

RESULTADO

Os resultados por tipo de amostra são apresen-
tados na tabela 1.

Tabela de percentual de positividade por tipo de amostra.

TABELA 1.

TIPO DE AMOSTRAS N? DE AMOSTRAS N? DE POSITIVOS 0;0 DE POSITIVIDADE

Líquido vesicular 50 28 56,0
Raspado de lesão anal 48 6,3
Raspado de lesão genital 7 14,3
Saliva 7 O O
Urina 17 O O
Total 129 32 24,8

Os aspectos da morfologia clássica do vírus do
grupo Herpes descritos na literatura2.7•9,20,25, 26são
apresentados na figura 1.

Os aspectos atípicos foram observados somente
nas amostras de líquido vesicular:

- A maioria das amostras positivas (cerca de
90%) apresentaram grande número de partículas
virais, predominando-se as partículas completas
com ácido nucléico (figura 1) em relação às incom-
pletas (figura 2). ..

- Foram detectadas mais de um nuclecapsideo
no mesmo envoltório (figura 3) em 6 das amostras
positivas (6/28-21,4%).

- Grandes agregados de nucleocapsideos (com
ou sem ácido nucléico) foram observados em 2 das
amostras positivas (2/28-7,1 %) (figura 4).

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO
São descritas na literatura freqüentes ocorrên-

cias de infecções oportunistas generalizadas, cau-
sadas por vírus do grupo de Herpes em pacientes
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imunodeprimidos (transplantados renais, leucêrni-
cos, cancerosos) e também em portadores de ou-
tras síndromes causadoras de imunodeficiências co-
mo a AIDS5,8,13,16.Porém, nesses estudos não são
citados os aspectos atípicos do vírus Herpes, em
infecções de pacientes imunodeprirnidos.

Analisando os nossos resultados por tipo de
amostra, podemos notar o baixo percentual de po-
sitividade nas amostras de raspados de lesão anal
e genital. Em 1975, Daniels et al.", demonstraram
em culturas de células a presença de altos títulos
de vírus Herpes tipo I, isolados de amostras colhi-
das por "swab", de lesões da mucos a labial. Co-
mo as amostras de lesão, por nós examinadas, eram
na maioria, escarificações de lesão anal, esse bai-
xo índice de positividade, provavelmente poderia
ter ocorrido devido a dificuldades na colheita des-
ses materiais e presença de muco, mascarando a
detecção das partículas de vírus.

Quanto a exames de urina não foi observado ne-
nhum resultado positivo, apesar de estudos reali-
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zados em urina de crianças com infecções congê-
nitas terem detectados presença de Citomegaloví-
rus por microscopia eletrônica diretal2,15 e 17.

A não detecção de nenhum resultado positivo na
saliva talvez se deve a pequena amostragem exa-
minada. Lee et al, em 197815 detectaram a presen-
ça de vírus tanto em urina como em saliva de crian-
ças infectadas por Citomégalovírus.

Os aspectos atípicos do vírus Herpes foram ob-
servados somente nas amostras de líquido vesicu-
lar, onde o índice de positividade foi maior. A gran-
de quantidade de vírus e facilidade na colheita da
amostra neste estágio de infecção" 19, provavel-
mente contribuíram para a detecção desses acha-
dos,

Os nossos resultados apresentam características
peculiares como a detecção de grandes quantida-
des de partículas virais, predominando as partícu-
las completas com a presença do DNA viral (figu-
ra 1) e a presença de dois ou mais nuc1eocapsideos
num mesmo envoltório (figura 3). Normalmente
nos diagnósticos de rotina, a maioria das partícu-
las virais são incompletas, apresentando capsideos
vazios, com contrastante no seu interior e muito ra-

ramente são detectados dois ou mais nuc1eocapsi-
deos num mesmo envoltório. Os grandes agrega-
dos de nuc1eocapsideos sem envoltórios (figura 4),
foram observados apenas em amostras de pacien-
tes aidéticos.

Estudos anteriores realizados por Bauer et aI.,
em 19883, mostraram em cortes ultra-finos de au-
topsia de pulmão de paciente com AIDS, células
alveolares infectadas por citomegalovírus. O cito-
plasma dessas células revelaram partículas de ví-
rus completas e incompletas, isoladas, no interior
de materiais densos ou ainda agrupadas no inte-
rior de vacúolos, que poderiam dar origem às for-
mações atípicas dos vírus Herpes por nós observa-
das com o emprego da contrastação negativa.
A grande freqüência dessas detecções atípicas do

vírus do grupo Herpes poderiam ser atribuídas a
imunodepressão desses pacientes13,18,22 e a divulga-
ção destes aspectos incomuns seriam dados adicio-
nais para o estudo de infecções virais em pacientes
imunodeprimidos.

Estudos futuros serão realizados visando a com-
preensão dessas alterações aqui caracterizadas.

FIGURA 1
Morfologia clássica de vírus do grupo Herpes. Em A, as setas indicam a presença de enovelado do ácido nucléico-
DNA no interior do capsideo. Em B, as estruturas do capsideo estão mais claramente evidenciadas. As setas apon-
tam os capsômetros que compõem o capsideo.

E-envoltório C-nucleocapsideo Aumentos: - A-210.000x; B-225.000x
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FIGURA 2
Partículas de vírus do grupo Herpes incompletas (sem ácido nucléico).

E-envoltório Cvcapsideo vazio sem ácido nucléico Aumento: - 78.000x

FIGURA 3
Partículas de vírus do grupo Herpes. Em A, com dois nucleocapsideos e em B com três, num mesmo envoltório.

E-envoltório C-cápside Aumentos: - A-115.000x; B-82.000x
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FIGURA 4
Agregados de nucleocapsideos sem envoltórios, de vírus do grupo Herpes. Em A, capsideos vazios (sem ácido nu-
cléico) e em B, note-se um grande número de capsideos com ácido nucléico.

Aumentos: - A-82.000x; B-84.000x

RIALA6/7lO

UEDA, M.; TANAKA, H.; KISIELIUS, J. J. &; JOAZEIRO P. P. - Rapid diagnosis ofHer-
pesvirus group by electron microscopy: - Atypical observations in the samples of pa-
tients with AIDS. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (112):57-00, 1991.

ABSTRACT: The Electron Microscopy Section of Institute Adolfo Lutz received 129 bi-
ological samples (vesicle fluid, genital and anal scrapies lesions, saliva and urine) of patients
with AIDS, suspected Herpesvirus infection, in the period of 1986-90, for rapid virus diagnosis
by Electron Microscopy. From those samples, 250/0(32/129) were positive to Herpesvirus, which
some detections showed atypical aspects, such as: - a) great quantity of virus particles; b) de-
tection of two or more nucleocapsids in the same envelope;and c) detection of great aggregates
of nucleocapsids without envelopes. This observation could be attributed the immunedepres-
sion caracteristics of those patients. This relate is considered important by us because it could
represent additional dates to study the virus infection in patients with AIDS.

DESCRIPTORS: - Herpesvirus, Electron Microscopy, Opportunistic infection
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RESUMO: Foram analisadas 997 amostras de corantes e pigmentos para embalagens de
alimentos, no período de 1982 a 1989, visando a determinar seus teores de arsênio, chumbo
e cádmio. Destas amostras, 0,2%, 5,40/0 e 2,7% apresentaram, respectivamente, níveis de arsê-
nio, chumbo e cádmio acima dos estabelecidos pela legislação brasileira. Apesar da freqüência
das amostras com teores acima do limite ser baixa, os níveis de chumbo e cádmio encontrados
foram muito elevados e variaram de ano para ano. Sugere-se neste estudo a alteração do limite
de cádmio aceito pela legislação pertinente, de 0,2 para 0,01 % em peso.

DESCRITORES: arsênio, chumbo e cádmio; corantes e pigmentos para embalagens de
alimentos, determinação; espectrofotometria de absorção atômica; embalagens, análise de co-
rantes e pigmentos.

INTRODUÇÃO Tratam-se de misturas homogêneas de resina e
substâncias corantes com elevados percentuais des-
tas últimas, entre 10 e 40% ou até mais. Estes con-
centrados são preparados no estado sólido, em for-
ma de grânulos ou pastilhas, e no estado líquido
ou pastoso.",
A adição de corantes epigmentos emmateriais pa-

ra embalagens satisfaz uma exigência de ordem es-
tética, além de servir como proteção contra os efei-
tos da luz, tanto na embalagem como no alimento.

Dentre os metais que podem estar presentes co-
mo contaminantes das substâncias corantes desta-

Na formulação de materiais plásticos para ali-
mentos, muitos são os aditivos presentes. Entre
eles, incluem-se as substâncias que conferem cor
e que, de acordo com sua solubilidade no políme-
ro, podem ser classificadas em corantes e pigmen-
tos, sendo os primeiros geralmente solúveis e os ou-
tros insolúveis".

A indstria tranformadora de plásticos, além de
empregar substâncias corantes em pó, usa também
os chamados concentrados, ou masterbatches,

* Realizado na Seção de Plásticos, Vernizes e Outros Materiais de Embalagens e na Seção de Equipamentos Espe-
cializados do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP. Apresentado no VII Encontro Nacional de Analistas de
Alimentos, São Paulo, SP, 1991.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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cam-se o arsênio, o chumbo e o cádmio. Apesar
de ter meia-vida biológica curta, o arsênio possui
toxicidade elevada em suas duas formas mais co-
muns de apresentação (AsIII e AsV), sendo maior
na trivalente'ê-'". O chumbo e o cádmio não são
alterados nos processos metabólicos e possuem ele-
vado efeito acumulativo no organismo, daí sua fun-
damental importância toxícológíca'-P.

Os compostos à base de sais de chumbo e cád-
mio têm sido largamente empregados como subs-
tâncias cor antes para diversos tipos de aplicação,
devido a seu alto poder de cobertura, baixo custo
e excepcional estabilidade à luz e às altas tempera-
turas, principalmente quando usados em plásticos,
onde a substância cor ante deve resistir à tempera-
tura de elaboração do material; algumas resinas,
em especial, requerem temperaturas ao redor de
300°C8,1l. Quando presentes em embalagens para
alimentos, entretanto, esses compostos podem mi-
grar para o conteúdo, apresentando riscos para a
saúde.

É necessário, portanto, verificar e prevenir os
eventuais efeitos de contaminação causados pelo
emprego dessas substâncias.

A Resolução n? 45/772, da Comissão Nacional
de Normas e Padrões para Alimentos autoriza o
emprego de cor antes e pigmentos para coloração
de utensílios e equipamentos destinados a entrar
em contato com alimentos e bebidas de qualquer
natureza, desde que não migrem para o conteúdo,
e estabelece os limites de metais tóxicos presentes
nessas substâncias.

O teor máximo permitido de arsênio em coran-
tes e pigmentos na legislação brasileira é 0,005070
em peso, ° de chumbo é 0,01 % e o de cádmio é
0,2%2, os mesmos valores constantes na legislação
belga! e italiana", A legislação da França- difere
apenas no limite para o cádmio, aceito nessas subs-
tâncias apenas até 0,1070 em peso. Tem sido ques-
tionado o alto valor do limite aceito para o cádmio,
posto que sua toxicidade é similar à do chumbo-",

Existem controvérsias na literatura quanto ao ti-
po de controle das substâncias corantes, pois um
de seus requisitos de uso é a não migração para o
alimento 10.Neste caso. o controle dessas substân-
cias poderia limitar-se à verificação da migração
do corante para o alimento, através de métodos
analíticos visuais ou instrumentais''. Entretanto, as
impurezas tóxicas eventualmente presentes nessas
substâncias podem migrar sem alterar o produto,
determinando, porém, um efeito de contaminação
que deve ser evitado e controlado". Alem disso,
em termos nacionais, o controle de contaminantes
em corantes e pigmentos utilizados em embalagens
é ainda mais importante, em função da possibili-
dade de uso indevido, tanto dos corantes como das
embalagens.
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O objetivo deste trabalho é verificar a incidên-
cia de arsênio, chumbo e cádmio em corantes e pig-
mentos utilizados como aditivos na formulação de
materiais plásticos destinados a entrar em contato
com alimentos, no período de 1982 a 1989. Atra-
vés dos dados obtidos, sugere-se a alteração do li-
mite de cádmio aceito pela legislação brasileira, de
0,2% para 0,01 % em peso, equiparando-o ao li-
mite estabelecido para o chumbo.

MATERIAIS E MÉTODOS

No período de 1982 a 1989, foram analisadas 997
amostras de corantes e pigmentos para plásticos
destinados a entrar em contato com alimentos, em
diferentes formas de apresentação, para a deter-
minação dos teores de arsênio, chumbo e cádmio.
Essas amostras foram encaminhadas ao Instituto
Adolfo Lutz por fabricantes e consumidores, a fim
de serem submetidas a análises de orientação ou
a análises prévias para a obtenção de registro do
produto.

Para a determinação do arsênío foi utilizado o
método descrito das Normas Analíticas do Insti-
tuto Adolfo Lutz", sendo a sensibilidade do mé-
todo empregado de 0,2 mg/kg. Para a determina-
ção de chumbo e cádmio foi efetuada, inicialmen-
te, uma prova semi-quantitativa", com sensibilida-
de de 2 mg/Kg. Nos casos em que foi constatada
a presença de chumbo e/ou cádmio, as amostras
foram submetidas à determinação desses elemen-
tos por espectrofotometria de absorção atômica
com chama, por ser esta uma técnica seletiva e per-
mitir conhecer com exatidão os níveis de ambos os
metais, eliminando interferências de outros elemen-
tos. As condições experimentais obedeceram à se-
guinte descrição:

Cerca de 10 gramas da amostra foram pesados
Com exatidão e submtidos à destruição da matéria
orgânica por via seca? em mufla a 400°C, após
carbonização em chapa elétrica. O resíduo foi dis-
solvido em solução de ácido clorídrico O,IM e
transferido para balão volumétrico de 100m!, com-
pletando-se o volume com essa solução.

Procedeu-se de modo análogo para a prepara-
ção dos padrões de trabalho e dos brancos. Foi efe-
tuada a leitura das soluções em espectrofotômetro
de absorção atômica Perkin-Elmer, modo 460, com
corretor de deutéric e lâmpadas EDL de chumbo
e de cádmio nas condições instrumentais indicadas
pelo fabricante para os elementos em estudo. O li-
mite de determinação do método utilizado foi 5
mg/kg para o chumbo e 0,25 mg/kg para o
cádmio.

Os resultados encontrados foram submetidos a
análise estatística comparativa, empregando os se-
guintes métodos: cálculo do qui-quadrado, teste
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"t" de Student, teste "F" de Snedecor e cálculo
do coeficiente de correlação entre variáveis".

RESULTADOS

No caso das amostras contendo excesso de cád-
mio, foram diferenciadas as quantidades que su-
peram o limite estabelecido pela legislação
vigente- - 2.000 mg/kg - e as quantidades que
superam o limite proposto pelo presente trabalho
- 100 mg/kg. A mesma diferenciação foi seguida
para o cálculo dos índices das freqüências anuais
de aprovação das amostras.

Tabela 2 mostra, para cada cor, a distribuição das
amostras por faixa de concentração para o chum-
bo e para o cádmio. Pôde-se verificar que os teores
desses metais, na maioria das amostras, estiveram
contidos na faixa até 20 mg/kg, sendo, no total,
92,90/0 para o chumbo e 94,8% para o cádmio.

Das amostras analisadas, apenas 2 apresentaram
teor de arsênio acima do limite estabelecido pela
legislação: um corante orgânico rosa (200 mg/kg)
e um pigmento inorgânico vermelho (60 mg/kg).
A tabela 1mostra os valores máximos de chum-

bo e de cádmio encontrados a cada ano nas amos-
tras analisadas. Mostra, ainda, o número de amos-
tras com teores significativos de chumbo ou cád-
mio e as freqüências anuais de aprovação das
amostras.

TABELA 1
Níveis de Pb e Cd em corantes e pigmentos para plásticos destinados

a entrar em contato com alimentos, no período de 1982 a 1989

Ano
Número Chumbo Cádmio

de (mg/kg) (mg/kg)
Amostras Valor máx. Valor máx.

Amostras com teores elevados

Chumbo
>100 mg/kg
N? 0/0

Cádmio
>100 mg/kg

N? Il/o

Cádmio
>2.000 mg/kg

N? Il/o

Freqüência
de

Aprovação
(a)

Freqüência
de

aprovação
(b)

1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989

82
155
123
150
94
50

158
185

758.377 778.100
200 2.500
(c) (c)

15.243 33.934
16.000 138.600
12.500 88.000
4.900 19.100
13.200 39.000

2 (2,4)
4 (2,6)
O (0,0)
13 (8,7)
6 (6,4)

4 (8,0)
14 (8,9)
11 (5,9)

(3,7)
2 (1,2)
O (0,0)
11 (7,3)
4 (4,2)
3 (6,0)

11 (6,9)
13 (7,1)

3 (3,7)
1 (0,6)
O (0,0)
8 (5,3)
3 (3,2)
3 (6,0)
4 (2,5)
5 (2,7)

93,9
96,8
100,0
86,0
90,4
86,0
88,6
91,4

93,9
96,8
100,0
84,7
90,4
86,0
85,4
87,0

(a) De acordo com os limites para Pb, Cd e As estabelecidos pela legislação brasileira".
(b) De acordo com os limites para Pb, Cd e As propostos no presente trabalho.
(c) Valor abaixo do limite de sensibilidade do método.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES o que pode sugerir que a presença dessesmetais nos
corantes e pigmentos não fosse apenas provenien-
te de contaminação, mas sim devida à utilização
desses elementos como base dos produtos apresen-
tados.

A contaminação por arsênio das substâncias co-
rantes analisadas foi muito pequena: apenas 0,2%
das amostras apresentaram teor desse elemento aci-
ma do permitido pela legislação vigente.
A análise estatística comparativa entre os perío-

dos 1982-84 e 1985-89 evidenciou uma diminuição
significativa (p < 0,005) nas freqüências de aprova-
ção das amostras, registrando um decréscimo do pa-
drão de qualidade dos corantes e pigmentos no que
diz respeito à presença de chumbo e cádmio, a par-
tir de meados da década passada. Essa constatação
aponta para a necessidade de atenção, por parte das
autoridades sanitárias, aos fatores que possam ter
determinado essa perda de qualidade.
Os níveis máximos de chumbo e de cádmio, de-

terminados a cada ano, foram bastante elevados,

Apesar das freqüências anuais de aprovação das
amostras serem elevadas, o alto nível de contami-
nação das que foram condenadas é fator de preo-
cupação e reforça a hipótese acima. Produtos com
alto nível de contaminação por chumbo ou cádmio
não são indicados para embalar ou acondicionar
alimentos, principalmente os de tipo ácido, para
os quais é maior o risco de extração desses metais
e sua migração para o produto alimentício.

Com relação à distribuição das amostraspor ní-
vel de chumbo, as cores branca, cinza e preta apre-
sentaram os melhores perfis, com quase todas as
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TABELA 2

Distribuição dos niveis de chumbo e cádmio por faixa de concentração em função da cor.

CORES

Metais Branca Vermelha Azul Verde Amarela Marrom Preta Laranja Violeta Rosa Bege Cinza Total
analisados (269) (167) (114) (54) (176) (31) (79) (28) (28) (12) (28) (11) (977)
(mg/kg) N? 1110 N? % N? % N? % N? % N? % N? % N? % N? % N? % N? % N? % N? %

C :;;; 20 269 (100,0) 147 (88,0) 111 (97,4) 42 (77,8) 155 (88,1) 29 (93,5) 77 (97,5) 24 (85,7) 27 (96,4) 10 (83,3) 24 (85,7) 11 (100,0) 926 (92,9)
H

21-50 0(0,0) 2 (1,2) 0(0,0) 4 (7,4) 3 (1,7) 1 (3,2) 1 (1,3) 1 (3,6) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 12 (1,2)U
M 51-100 0(0,0) 3 (1,8) 0(0,0) 0(0,0) 1 (0,6) 0(0,0) 1 (1,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 5 (0,5)
B
O > 100 0(0,0) 15 (9,0) 3 (2,6) 8 (14,8) 17 (9,7) 1 (3,2) 0(0,0) 3 (10,7) I (3,6) 2 (16,7) 4 (14,3) 0(0,0) 54 (5,4)

520 269 (100,0) 163 (97,6) 112 (98,2) 50 (92,6) 158 (89,8) 28 (90,3) 78 (98,7) 23 (82,1) 27 (96,4) 11 (91,7) 16 (57,1) 10 (90,9) 945 (94,8)
C
Á 21-50 0(0,0) 1(0,6) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1 (3,6) 0(0,0) 0(0,0) I (3,6) 0(0,0) 3 (0,3)
D
M 51-100 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2 (3,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1 (9,1) 3 (0,3)
I
O 101-2000 0(0,0) 0(0,0) 2 (1,8) 0(0,0) 7 (4,0) I (3,2) 1 (1,3) 4 (14,3) I (3,6) 0(0,0) 3 (10,7) 0(0,0) 19 (1,9)

>2000 0(0,0) 3 (1,8) 0(0,0) 2 (3,7) li (6,3) 2 (6,5) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) I (8,3) 8 (28,6) 0(0,0) 27 (2,7)

'C>
'C>
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amostras na faixa até 20 mg/kg. De modo com-
plementar, os piores perfis foram apresentados pe-
las cores verde, rosa, bege e laranja, com distri-
buição significativamente diferente (p < 0,05) do
perfil médio.

No que diz respeito ao nível de cádmio, verificou-
se que este metal esteve presente em menor número
de amostras, quando comparado com o chumbo. Fo-
ram as cores branca, preta e violeta que apresenta-
ram os melhores perfis de distribuição, também com
quase todas as amostras na faixa até 20 mg/kg. Re-
gistraram os piores perfis as cores bege, laranja, verde
e rosa, com distribuição das amostras significativa-
mente diferente (p < 0,05) do perfil médio.

Não houve nenhum caso de contaminação sig ..
nificativa por mais de um elemento numa mesma

amostra, quando considerado o limite estabeleci-
do pela legislação vigente. Quando considerado o
limite proposto no presente trabalho, cinco amos-
tras apresentaram, simultaneamente, altos índices
de contaminação por chumbo e por cádmio.

A proposta de alteração do limite máximo acei-
to pela legislação, de 2.000 para 100 mg/kg, per-
mite tornar mais segura a utilização de corantes e
pigmentos para plásticos, do ponto de vista da saú-
de individual e coletiva. Outrossim, essa alteração
sequer acarretaria maiores dificuldades para os fa-
bricantes envolvidos na produção desses aditivos
para plásticos, posto que não há diferença signifi-
cativa (p > 0.05) entre os perfis de aprovação se-
gundo os dois critérios, tendo sido bastante eleva-
da a correlação positiva entre eles.
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ABSTRACT: 997 samples of pigments and colours for food packages were analysed for

their arsenic, lead and cadmium contents, for the period 1982-1989. The levels for these con-
taminants showed 0.20/0 of samples with arsenic above the Iimits allowed by law, 5.4% with
lead and 2.7% with cadmium. Although only few samples showed high levels of contamina-
tion, the contents of lead and cadmium found were very high and changed year by year. In
this paper, authors suggest the brazilian legislation should change the limit accepted for cadmi-
um contamination, from 0.2 to 0.01 % in weight.

DESCRIPTORS: arsenic, lead and cadmium; pigments and colours for food packages,
determination; flame atomic absorption spectrophotometry; package pigments and colours
analysis.
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RESUMO: O desenvolvimento de métodos analíticos para detectar resíduos de pesticidas
em alimentos dá ênfase à técnicas para análise de multiresíduos devido aos inúmeros princípios
ativos à disposição no mercado. A técnica do A.O.A.C. utilizada pelo laboratório de análise
de resíduos do Instituto Adolfo Lutz-São Paulo desde as suas primeiras pesquisas na área, é
hoje praticamente inviável devido ao seu alto custo. Para contornar o problema foi necessário
estabelecer nova metodologia que satisfizesse requisitos como: facilidade e rapidez de execu-
ção, reprodutibilidade, sensibilidade e baixo custo. Dos métodos estudados o que mais se ade-
quou às necessidades Iaboratoriaís foi o de Steiwandter. Para avaliação deste método frente
ao do A.O.A.C. foi feito um estudo comparativo, mostrando resultados plenamente satisfatórios.

DESCRITORES: alimentos, determinação de resíduos de pesticidas organoclorados leite,
manteiga, ovos, resíduos, determinação, métodos, estudo comparativo.

INTRODUÇÃO

No Brasil, os dados de resíduos de pesticidas em
alimentos são escassos embora haja trabalhos pu-
blicados desde 19711,5.

Apesar da proibição dos organoclorados' con-
tinuamos a detectá-los, principalmente em produ-
tos gordurosos de origem animal, devido a sua per-
sistência e lipossolubilidade.
A análise de pesticida a nível de traços requer

um ou mais procedimentos de extração e purifica-
ção, dependendo do tipo da amostra, da sensibili-
dade e seletividade dos métodos de detecção
disponíveis".

Nos últimos anos, diferentes procedimentos de
extração e purificação de amostras gordurosas para
determinação de multiresíduos de pesticidas orga-
nolorados tem sido objeto de.muitos estudos.

O método que vinha sendo utilizado desde 1969
no Instituto Adolfo Lutz era o da A.O.A.C.2 que
consiste de várias etapas analíticas: extração da gor-
dura partição com três solventes e cromatografia
de adsorção com floristil. O uso desta metodolo-
gia requer um gasto maior de tempo, grande quan-
tidade de solventes e, como consequência o custo
da análise se torna mais alto.

Procurando métodos onde a extração e purifi-
cação fossem feitas em uma única etapa, viabili-
zando condições para maior controle de resíduos
de pesticidas nos alimentos foi feito um estudo
comparativo entre o método de Steiwandter H.7 e
o método oficial da A.O.A.C. em amostras de
manteiga, leite e ovos.

O método de Steiwandter foi usado pelo labo-
ratório do Instituto Adolfo Lutz nas análises das
amostras de óleo e manteiga enviadas pelo Progra-
ma de Controle de Qualidade Analítica coordenado

* Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP. Apresentado
no XII Encontro de Analistas de Resíduos de Pesticidas, São Paulo, 1988.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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pelo Joint FAO/WHO Food Contamination Mo-
nitoring Programme Analytical Quality
Assurance" e também pelo Grupo de Analistas de
Resíduos de Pesticidas-BrasiI. Os resultados nos
dois programas foram amplamente satisfatórios.

MATERIAIS E MÉTODOS

Amostras:
O estudo comparativo dos métodos propostos

foi feito através da análise de cinco amostras de
manteiga, cinco de leite pasteurizado tipo B e cin-
co de ovos de galinha comercializados na cidade
de São Paulo.
a) Método de Steiwandter

Material
Estufa
Rotavapor
Coluna cromatográfica com torneira de Teflon

e placa porosa, de 20 mm de diâmetro interno, 300
mm de comprimento com reservatório de 200 mI.
Almofariz com pistilo

Cromatógrafo C.G. 370 com detector de captu-
ra de elétrons, fonte de tritium, equipado com co-
luna espiralada de vidro de 6 pés de comprimento
por 1/8 de polegada de diâmetro interno, com fa-
se estacionária, 1,5UJo OV 17 + 1,95% OV 210 em
Chorosorb Q II100/120 mesh, nas seguintes con-
dições: temperatura da coluna, 206°C, temperatura
do injetor, 216°C; temperatura do detector,
225°C,fluxo de Nitrogenio, 40 ml/min. A sensibi-
lidade do aparelho foi ajustada de forma a conse-
guir uma deflexão de aproximadamente 60% da
escala do papel do registrador com 40 pg de Aldrin.
Reagentes

Hexano grau residuo
Silica gel 60, tamanho de partícula 0,063-0,200

mm (70-230 mesh ASTM)
Sulfato de Sódio anidro granulado
Ativação da silica gel- aquecida a l30°C por

uma noite e estocada em dessecador.
Silica gel a 10% - e parcialmente desativada

com 10% de água desmineralizada.
Eluente - Hexano: Diclorometano na propor-

ção 4:1 em volume.
Procedimento

Manteiga
Extrair a gordura através de refluxo em Soxleht

com hexano. Pesar 1 g da gordura e diluir com He-
xano em balão volumétrico de 25 mI. Transferir
uma alíquota de 10 mI da solução obtida, equiva-
lente a 0,4 g para uma coluna cromatográfica, con-
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tendo 15g de silica gel parcialmente desativada 13,5
g de silica + 1,5 g de água desmineralizada). Eluir
os pesticias organoclorados com 200 ml do eluente.

Leite

Homogeinizar 10 g da amostra de leite com 15
g de silica gel em almofariz. Transferir o pó resul-
tante da mistura para coluna cromatográfica con-
tendo 15 g de silica gel desativada e eluir com o
eluente.

Ovo
Homogeinizar as claras e as gemas. Tomar 5 g

de mistura e adicionar 5 g de água. Adicionar 15
g de silica geI. Misturar em um almofariz. Trans-
ferir o pó resultante da mistura para coluna cro-
matográfica contendo 15g de silica gel desativada
e eluir com o eluente.

Concentrar os eluatos em rotavapor a aproxima-
damente 2 mI. Adicionar aproximadamente 5 ml
de Hexano. Concentrar novamente para elimina-
ção do Diclorometano. Completar o volume e in-
jetar no cromatógrafo.
b) Método do A.a.A.C.
A extração dos pesticidas e a purificação dos ex-

tratos foi feita conforme A.O.A.C. As condições
cromatográficas foram as mesmas usadas no mé-
todo de Steiwandter, sendo que a sensibilidade foi
ajustada de forma a obter uma deflexão de apro-
ximadamente 60% da escala do registrador com
150 pg de Aldrin para amostras de manteiga e lei-
te, e com 40 pg de Aldrin para amostras de ovos.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados de recuperação feito apenas com
padrões dos diferentes princípios ativos dos pesti-
cidas organoclorados em dois níveis de concentra-
ção encontram-se nas tabelas 1 e 2. Foi utilizada
uma mistura de padrões adequada a cada método,
variando de 50 à 900 ng para o da A.O.A.C. e de
10 a 90 ng para o de Steiwandter.
A recuperação média obtida pelos dois métodos

estão dentro dos limites aceitáveis, mostrando equi-
valência entre eles.
As tabelas 3, 4 e 5 mostram os resultados obti-

dos na análise de parte das amostras homogeini-
zadas de manteiga, leite e ovos. Nelas foram de-
tectados resíduos de alfa HCH, gama HCH, p-
p'DDE, o-p'DDT, p-p'DDT e Dieldrin.

Das 120 determinações de pesticidas organoclo-
rados efetuados 53,33% foram iguais nos dois mé-
todos, 43,33% diferiram em até 100% e 3,33%
apresentaram uma diferença maior que 100%. En-
tretanto, quando se trabalha com valores na ordem
de 0,01 mg/kg(ppm) de resíduos de pesticidas orga-
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noclorados em alimentos o erro é plenamente
aceitável",

A tabela 6 mostra a porcentagem de recupera-
ção para cada pesticida nos níveis de adição de
20-80 ng/ g à outra parte das amostras e de acordo
com a sensibilidade do método.

Devido aos resultados das recuperações e das
amostras estudadas serem considerados satisfató-
rios, foi introduzido na Seção de Aditivos e Pesti-

ticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, o mé-
todo de Steinwandter para amostras gordurosas.
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ABSTRACT: Development of analytical methods for pesticide residues determination in
food require multiresidues methodology due many active ingredient. The technic mentioned by
A.O.A.C. has being used in laboratory of "Instituto Adolfo Lutz. São Paulo" since its firsts
researches and occasioned higt expenses turning almost impossible its realization. In order to
resolv the problem it was necessary studying a new methodology wich according the requisites:
facilite, quickly of execution, reprodutibilite, sensibilite and lower expense. Between the methods
studied the rnost suitable for our necessites it was Steiwandter, H. and it is being used since than.
For evaluatin the methodology it was make a comparation with the method of the A.O.A.C.
giving satisfatory results.

DESCRIPTORS: food, chlorinated pesticide residues determination in, chlorinated pesti-
cide in milk, butter, egg, residues, determination, methods, comparative study.
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TABELA 1

Recuperaçaõ de pesticidas organoclorados pelo método da A.D.A.C.

ng ADICIONADOS 0/0 DE RECUPERAÇÃO % MÉDIA

300 75
85,0HCB

50 95

alfa HCH
300 90

87,550 85

300 90
87,5gama HCH

50 85

600 80
80,0beta HCH

100 80

600 80
82,5Aldrin

100 85

Dieldrin
600 75

77,5
100 80

600 75
85,0Endrin

100 95

600 85
80,0Heptaclor

100 75

Heptaclor 600 95
92,5Epoxi 100 90

600 95
95,0p-p' DDE

100 95

900 90
92,5o-p' DDT

200 95

900 90
92,5p-p' DDT

200 95

900 85
90,0p-p' DDD

200 95

900 75
82,5Mirex

200 90
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TABELA 2

Recuperação de pesticidas organoclorados pelo método de Steiwandter, H.

ng ADICIONADOS 070 DE RECUPERAÇÃO % MÉDIA

HCB
30 85
10 95

90,0

alfa HCH
30 90
10 95 92,5

gama HCH 30 90
10 95

92,5

beta HCH
60 75

80,0
20 85

Aldrin
60 90

85,0
20 80

Dieldrin 60 85 87,5
20 90

Endrin
60 80
20 90

85,0

Heptaclor 60 95
10 90

92,5

MePtaclor
60 90
20 90

90,0
pOXI

p-p' DDE
60 95

95,0
20 95

o-p' DDT 90 95
92,54a 90

p-p' DDT
90 95
40 90

92,5

p-p' DDD
90 95
40 90

92,5

Mirex
90 95

90,0
40 85

TABELA 3
Niveis de resíduos de pesticidas organoclorados na gordura da manteiga ppm(mg/kg)

0/0 de
Métodos alfa HCH

gama beta
o-p' DDT p-p' DDD p-p' DDT DieldrinAmostras

gordura HCH HCH
p-p' DDE

81,3
AOAC 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01 0,01

A
Steiwandter 0,01 0,01 0,01 0,02 < 0,01 < 0,01 0,02 < 0,01

81,3
AOAC 0,01 < 0,01 0,01 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01 0,01

B
Steiwandter 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,02 < 0,01

AOAC 0,01 0,01 0,01 0,04 < 0,01 < 0,01 0,01 0,01
C 82,0

Steiwandter 0,01 0,01 0,02 0,04 0,01 < 0,01 0,01 0,01

AOAC 0,01 0,01 0,01 0,04 < 0,01 < 0,01 0,01 0,01
D 84,0

Steiwandter 0,01 0,01 0,01 0,03 0,02 < 0,01 0,02 0,02

83,3
AOAC 0,01 0,01 0,01 0,03 < 0,01 < 0,01 0,01 0.01

E
Steiwandter 0,01 0,02 0,01 0,02 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01
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TABELA 4

Níveis de resíduos de pesticidades organoclorados na gordura do leite ppm(mg/kg)

0J0 de
Métodos alfa HCH gama HCH beta HCH p-p' DDE o-p' DDT p-p' DDD p-p' DDT DieldrinAmostras gordura

A
AOAC 0,01 < 0,01 0,01 0,02 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01

3,6 Steiwandter 0,01 0,01 < 0,01 0,02 0,01 < 0,01 0,01 0,02

B
AOAC 0,01 < 0,01 0,02 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01

3,6 Steiwandter 0,01 0,02 < 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,01 0,01

C
AOAC 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01

3,4 Steiwandter 0,01 < 0,01 0,01 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,02

D
AOAC 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01

3,6 Steiwandter 0,01 < 0,01 0,01 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,02

E
AOAC 0,02 < 0,01 0,01 0,03 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01

3,8 Steiwandter 0,01 < 0,01 0,01 0,04 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,02

TABELA 5

Níveis de resíduos de pesticidas organoclorados na gordura do ovo ppm(mg/kg)

0/0 de
Métodos alfa HCH gama HCH beta HCH p-p' DDE o-p' DDT p-p' DDD p-p' DDT DieldrinAmostras gordura

A
AOAC 0,01 < 0,01 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01

10,1 Steiwandter < 0,01 0,01 < 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,02 0,01

B
AOAC 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01 0,03 < 0,01

8,3 Steiwandter < 0,01 < 0,01 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,02 < 0,01
AOAC 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,02 < 0,01 0,02 < 0,01

C 9,2 Steiwandter < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01
AOAC 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01 0,01 < 0,01 0,03 < 0,01

D 9,7 Steiwandter < 0,01 < 0,01 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,02 < 0,01
AOAC 0,01 < 0,01 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,04 0,01

E 8,1 Steiwandter <0,01 < 0,01 0,01 0,01 0,01 < 0,01 0,02 0,01

TABELA 6

Recuperação de pesticidas organoclorados adicionados nas amostras

MANTEIGA LEITE OVO
concentração AOAC Steiwandter AOAC Steiwandter AOAC Steiwandter
adicionada

0/0 % % % % %
ng/g

HCB 20 80 84 70 83 86 87
alfa HCH 20 84 83 80 80 87 98
gama HCH 20 96 96 85 91 85 81

beta HCH 40 84 88 93 83 83 88
Aldrin 40 82 94 84 78 82 89
Dieldrin 40 94 100 78 88 96 94
Endrin 40 97 100 100 95 100 93
Heptaclor 40 84 88 93 83 83 88
Heptaclor

40 102 93 94 97 97 94
Epoxi
p-p' DDE 40 92 85 100 103 82 90
o-p' DDT 80 94 100 97 107 96 96
p-p' DDT 80 100 107 106 105 91 94
p-p' DDD 80 103 103 100 100 100 94

Mirex 80 77 100 76 105 82 94
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BADOLATO, E.S.G.; CARVALHO, J.B. de; TAVARES, M. & AUED-PIMENTEL, S.-
Determinação dos ácidos eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico (DHA) em éleo
de sardinha (Sardinella brasiliensisy brasileira e em suplementos alimentares à base de óleo
de sardinha. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51(112):75-81, 1991.
RESUMO: Os óleos de peixe são a maior reserva natural dos ácidos graxos eicosapentae-

nóico (EPA) e docosahexaenóico (DHA), aos quais são atribuidos benefícios na prevenção e
tratamento de certas. doenças cardiovasculares. A crescente oferta no comércio e solicitação
de registros de suplementos alimentares à base de óleos de peixe, levou os autores a verificar
sua qualidade. Foram analisadas 19 amostras de suplementos alimentares à base de óleo de
sardinha, importados da Inglaterra e encapsulados no Brasil, e 8 amostras de óleo de sardinha
(Sardinella brasiliensisi brasileira, extraído em laboratório. Foram determinadas as procenta-
gens dos ácidos EPA e DHA sobre o total dos ácidos graxos, através de cromatografia em fase
gasosa, utilizando-se coluna capilar de sílica fundida Carbowax 20 M. Em todas as amostras
foram determinados também os índices de iodo (Wijs) e de refração a 40°C. Os resultados mos-
traram que apenas uma da amostras de suplementos alimentares estava completamente em de-
sacordo com a fórmula-padrão declarada, e o índice de iodo correspondente muito baixo. Por
outro lado, os óleos de sardinha brasileira apresentaram baixos valores de EPA e dos índices
de iodo e de refração; entretanto, 6 entre 8 amostras analisadas revelaram teores de DHA aci-
ma daquele convencionalmente adotado para os suplementos (120mg/g), compensando os baixos
valores de EPA. Sendo assim, o óleo de sardinha brasileira pode ser considerado de boa quali-
dade como matéria-prima para a elaboração daqueles suplementos.

DESCRITORES: óleo de sardinha, determinação de ácidos eicosapentaenóico e docosa-
hexaenóico em; óleo de sardinha, índices de iodo e de refração; suplementos alimentares, de-
terminação de ácidos eicosapentaenóico e docosahexaenóico em; suplementos alimentares, ín-
dices de iodo e de refração; cromatografia em fase gasosa.

INTRODUÇÃO Estruturalmente, os óleos de peixe diferem em
muito dos outros óleos porque contêm uma grande
variedade de ácidos graxos com 20 a 22 átomos de
carbono, altamente insaturados, destacando-se o ei-
cosapentaenóico (EPA) e o docosahexaenóico
(DHA), da série ômega_325,26,30.

Os óleos de peixe têm sido utilizados na formula-
ção de alimentos há muito tempo, principalmente
de margarinas 6,16. Sua produção atingiu a 1,41mi-
lhões de toneladas métricas em 1987/88, correspon-
dendo ao 9? lugar da produção mundial de óleos-'.

* Realizado na Seção de Óleos, Gorduras e Condimentos e no Laboratório da Divisão de Bromatologia e Química
do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P. Apresentado no "International Meeting on Fats & Oils Technology",
Campinas, 1991.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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Estes ácidos são característicos dos óleos de pei-
xe, não ocorrendo em outros óleos em quantida-
des além de traços25,28.

Os peixes de qualquer espécie apresentam com-
posição em ácidos graxos bem diversificada devi-
do a vários fatores, como alimentação disponível,
hábitos alimentares, idade, sexo, temperatura da
água, localização geográfica e estação do
anoI4,27,28. Face a essa composição tão variada, os
óleos de peixe são de considerável interesse bioquí-
mico, metabólico, nutricional e farmacêutico",
tendo se intensificado as pesquisas científicas jus-
tamente pelos numerosos benefícios a eles atribuí-
dos, em particular a seus ácidos EPA e DHA1,31.

Os efeitos benéficos ao organismo humano dos
ácidos graxos polinsaturados (PUFAs) dos óleos
de peixe, foram especialmente enfocados em alguns
eventos científicos internacionais, sendo o pionei-
ro realizado nos Estados Unidos, em 198521, além
de outros dois ocorridos no Canadá e na Itália, em
198812. Esses efeitos estão associados ao seu papel
na integridade das membranas biológicas, à sua ca-
pacidade de reduzir o teor de lípídios séricos e à
sua conversão aos compostos chamados eicosanói-
des, que apresentam uma ação direta sobre a fi-
siologia e sistema vascular+".

Os efeitos acima referidos têm sido mais eviden-
tes nas populações cujas dietas têm baixo teor de
gordura, como os japoneses das vilas de pescado-
res, com baixa incidência de problemas cardíacos,
e os esquimós 15.Em adição, cabe destacar que os
casos de esclerose múltipla são raros nas áreas li-
torâneas, onde é fácil o consumo de peixes-' e que
o interesse científico pelo presumível potencial hi-
polipidêmico e anti-aterogênico dos ácidos graxos
da série ômega-3, surgiu de um estudo com
esquimós".

Hoje, já se pode afirmar que há grande evidên-
cia de que as dietas à base de PUF As podem redu-
zir o desenvolvimento de doenças
coronarianas'v'". Assim, nos últimos anos, a
maior parte das pesquisas com os ácidos graxos
ômega-3 objetiva determinar seus efeitos imuno-
lógicos a antiinflamatórios, principalmente nos ca-
sos de asma, artrite reumatóide e auto-
imunidade/". De concreto, sabe-se que o consumo
de peixe pode ser benéfico à saúde a longo prazo,
através de mecanismos ainda desconhecidosêê",

Por outro lado, alguns efeitos colaterais são re-
lacionados ao consumo de óleos de peixe, entre os
quais a ocorrência de manchas amarelas na pele,
"doença da pela amarela", a inflamação do teci-
do adiposo, "esteatite?", e o provável aumento da
susceptibilidade a certas infecções 17.

A par das precauções que devem ser tomadas
quanto ao consumo de óleos de peixe, importante
é saber as doses em que eles devem ser oferecidos
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aos organismos, particularmente gestantes, lacten-
tes e crianças, para as quais a ingestão dos PUF As
é indispensável".

Diante dos efeitos benéficos e dos efeitos cola-
terais devidos à ingestão dos ácidos graxos ômega-3
e também à insuficiência de dados experimentais
sobre o assunto, o "Food and Drug Administra-
tion" (FDA) proibiu a comercialização de óleos de
peixe como medicamento nos Estados Unidos,
enquadrando-os na categoria de suplemento ali-
mentar".

No Brasil, a oferta no comércio de suplementos
alimentares à base de óleo de peixe, contendo os
ácidos EP A e DHA, encapsulados, vem crescen-
do ultimamente, bem como as solicitações de aná-
lises no Instituto Adolfo Lutz para fins de registro
de novas marcas desses produtos no Ministério ds
Saúde. De acordo com o declarado pelos interes
sados, o óleo, geralmente de sardinha, é importa
do da Inglaterra e apenas encapsulado em noss.
país. A fórmula convencional garante que o pro
duto contém 180 mg de EPA e 120 mg de DHA
por grama. Em alguns casos, tem a adição de víta
mina E ou tocoferol como antioxidante.

Com relação aos teores de EPA e DHA, a
literatura 10refere que a gordura dos peixes mais
comuns tem de 8 a 12% do primeiro e de 10 a 200/0
do outro ácido sobre o total de ácidos graxos. Es-
pecificamente para o óleo de sardinha, um dos pou-
cos trabalhos publicados sobre o produto brasilei-
ro informa que a soma dos dois ácidos atingiu a
37,73 %, não os discriminando individualmente,
empregando-se a espécie Sardinella aurtta", en-
quanto que para o óleo de sardinha japonês alcan-
çou 29,0% (EPA, 16,8%; DHA, 12,2%)15, e pa-
ra o americano 37,1% (EPA, 11,3%; DHA,
25,8%)10. Se aquele teor de 37,73% pudesse ser
generalizado para o óleo de sardinha brasileiro, se-
ria o caso de se repensar a importação do óleo, aqui
comercializado como suplemento alimentar, basea-
do na teoria de que os peixes de águas mais frias,
como as da Inglaterra, sejam mais ricos em PU-
FAs do que os de regiões tropicais, como o
Brasil", teoria, diga-se de passagem, contestada
por BIMB06.

No Brasil, a sardinha é o peixe mais popular, re-
presentando cerca de 50% da comercialização de
pescado no Entreposto Terminal de São Paulo
(CEAGESP), o maior do país', Na Região Sudes-
te, a espécie mais explorada é a sardinha-verdadeira
tSardinella brasittensisy, Sobre óleo de sardinha
brasileira, praticamente não existem dados publi-
cados sobre a sua composição e produção.

Considerando os fatos anteriormente abordados,
o presente trabalho tem por objetivo avaliar a qua-
lidade de suplementos alimentares à base de óleo
de sardinha, disponíveis no mercado ou em preces-
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so de registro no Ministério da Saúde, bem como
óleo de sardinha brasileira, extraído em laborató-
rio da espécie Sardinella brasihensis, através da de-
terminação dos seus conteúdos dos ácidos EP A e
DHA e, complementarmente, dos índices de iodo
e de refração, visto que estes estão correlaciona-
dos com o grau de insaturaçaõ dos ácidos graxos",

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 19 amostras de suplementos
alimentares à base de óleo de sardinha, importa-
dos da Inglaterra e encapsulados no Brasil, sendo
10 delas enviadas para análise no Instituto Adolfo
Lutz pelos próprios importadores, para fins de re-
gistro do produto no Ministério da Saúde, e 9 ad-
quiridas no comércio da cidade de São Paulo, to-
das estas de diferentes lotes. As suas respectivas
marcas estão representadas por letras do alfabeto
(marcas iguais estão representadas pela mesma le-
tra). Foram analisadas também 8 amostras de óleo
de sardinha (Sardinella brasiliensisy brasileira, ex-
traído em laboratório. As sardinhas foram adqui-
ridas no comércio das cidades de São Paulo e San-
tos, em diferentes épocas do ano.

O óleo das sardinhas foi extraído através de
adaptação do método de STANSBY & LEMON29,
que consiste em: pesar cerca de 40 g da sardinha,
sem cabeça e sem cauda, transferir para um fras-
co Erlenmeyer de 500 ml e adicionar 50 g de sulfa-
to de sódio anidro e 200 ml de éter etílico. Agitar
por 60 minutos. Decantar e filtrar para um balão
de fundo chato de 300 ml, com boca esmerilhada.
Evaporar o filtrado num evaporador rotativo e fil-
trar, obtendo-se o óleo par a execução das análises.

A metilação e análise dos ésteres metílicos dos
aéidos graxos de todas as amostras foi efetuada
conforme as técnicas descritas nas Normas Analí-
ticas do Instituto Adolfo Lutz!". Foi usado um
cromatógrafo a gás, com detector de ionização de
chama, acoplado a um integrador. Os componen-
tes foram separados em coluna capilar de sílica fun-
dida Carbowax 20 M, de 25 metros. Foram obser-
vadas as seguintes temperaturas de operação: in-
jetor, 260°C; detector, 260°C~ coluna, programa-
da de 60 a 260°C.

Os ácidos eicosapentaenóico (EP A) e docosahe-
xaenóico (DHA) foram identificados por meio de
um padrão qualitativo de uma mistura de estéres
de ácidos graxos polinsaturados "PUFA-l SUPEL-
CO". A quantificação dos mesmos foi realizada
por normalização de área.

Em todas as amostras, foram determinados ain-
da os índices de iodo (método de Wijs) e o de re-
fração a 40°C, empregando-se um refratômetro de
Abbé, de acordo com a metodologia descrita nas
normas acima referidas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A tabela 1 apresenta a composição em ácidos
graxos EP A e DHA e os valores dos índices de io-
do e refração das amostras dos suplementos alimen-
tares à base de óleo de sardinha estudados, bem
como a média e o desvio-padrão.

Os resultados obtidos revelaram que apenas uma
amostra (VH-l), dentre as 19 analisadas, mostrou
porcentagens dos ácidos EP A e DHA bem abaixo
dos valores declarados na fórmula apresentada pa-
ra fins de registro. O respectivo índice de iodo foi
o mais baixo de todos, correlacionando-se, portan-
to com os baixos teores dos dois ácidos; entretan-
to, o índice de refração da referida amostra foi si-
milar aos das demais. Esta amostra não foi consi-
derada no cálculo da média e desvio-padrão dos
suplementos alimentares porque apresentou valo-
res discrepantes dentro do conjunto de dados reu-
nidos na tabela 1.

Quanto à demais amostras, a LP-3, adquirida
no comércio, foi a única a apresentar a somatória
dos ácidos EP A e DHA exatamente igual à relata-
da para os suplementos comumente disponíveis no
mercado mundial, ou seja, 30OJO!7. Por seu turno,
outras amostras apresentaram quase todos os itens
analisados fora das respectivas médias e desvios-
padrão mas, mesmo assim, foram aceitas como
aprovadas, pois o afastamento talvez se deva a al-
gum dos fatores que costumam afetar a composi-
ção dos óleos de peixe, tornando-a tão
diversificada 14,27 ,28, e não necessariamente a uma
fraude. Aliás, no único trabalho publicado dentro
da literatura consultadaê, abordando os conteúdos
de EPA e de DHA em suplementos alimentares à
base de óleos de peixe, realizado no Canadá, os au-
tores consideraram como puras, amostras que exi-
biram desvios até maiores do que os aqui encon-
trados, atribuindo-os à susceptibilidade desses pro-
dutos à oxidação, tendo como consequência a pre-
sença de polímeros durante o seu fabrico e a dimi-
nuição dos teores daqueles dois ácidos.

Contrariando a teoria", os suplementos ora
analisados mostraram quantidades do aóido EP A
superiores às de DHA. Dado o sigilo demonstra-
do pelos importadores quanto ao modo de prepa-
ro desses produtos, ficou difícil deduzir se foi em-
pregado algum processo com o intuito de concen-
trar o primeiro ácido, por ser ele metabolizado di-
retamente pelo organismo!", ou se seria uma ca-
racterística dos óleos de sardinha da Inglaterra. A
primeira hipótese pode ser viável dado o avanço
nas técniccas de criação dos peixes, onde é possí-
vel modificar a composição da sua gordura, visan-
do o aumento das quantidades do ácido
eicosapentaenóico!".

A tabela 2 apresenta a composição em ácidos
EP A e DHA e valores dos índices de iodo e de re-
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TABELA 1
Composição em ácidos graxos eicosapentaenóico e docosahexaenóico (%) e índices de iodo

e de refração de suplementos alimentares à base de óleo de sardinha.

ÁCIDOS GRAXOS (0/0) ÍNDICES
AMOSTRAS

EPA* DHA** EPA + DHA Iodo (Wijs) Refração a 40°C

VH-l 7,1 6,7 13,8 154,7 1,4760
NM-l 17,0 11,8 28,8 176,6 1,4761
SC-l 18,4 10,2 28,6 178,9 1,4760
NT-l 16,4 10,8 27,2 188,6 1,4760
VF-l 19,1 11,6 30,7 183,5 1,4760
VF-2 18,4 10,6 29,0 183,5 1,4760
VF-3 16,9 9,3 26,2 186,0 1,4760
VF-4 18,3 9,2 27,5 186,7 1,4760
MX-l 17,6 11,2 28,8 174,3 1,4750
MX-2 16,7 11,0 27,7 184,7 1,4762
FT-l 18,8 11,1 29,9 185,9 1,4760
PP-l 15,4 9,5 24,9 182,2 1,4760
PP-2 16,8 10,4 27,2 177,8 1,4760
PP-3 17,2 11,2 28,4 177,8 1,4761
PP-4 19,1 10,8 29,9 177,2 1,4762
LP-l 18,8 10,9 29,7 183,5 1,4761
LP-2 18,2 11,2 29,4 179,0 1,4760
LP-3 19,0 11,0 30,0 179,7 1,4760
LP-4 18,2 9,2 27,4 178,4 1,4770

Média 17,8 10,6 28,4 181,4 1,4760
DP*** 1,1 0,6 1,5 4,1 0,0004

* EPA = ácido eicosapentaenóico
** DHA = ácido docosahexaenóico
*** DP = desvio-padrão.

TABELA 2
Composição em ácidos graxos eicosaperuaenôico e docosahexaenáico (%) e índices de iodo e de refração

de óleos de sardinha (Sardineila brasiliensis) brasileira.

AMOSTRAS N?
ÁCIDOS GRAXOS (%) ÍNDICES

EPA* DHA** EPA + DHA Iodo (Wijs) Refração a 40°C

1 7,7 27,3 35,0 167,8 1,4755
2 6,8 8,6 15,4 166,4 1,4760
3 9,2 13,0 22,2 168,3 1,4736
4 14,5 10,9 25,4 170,8 1,4740
5 7,7 19,7 27,4 164,6 1,4734
6 9,2 15,6 24,8 176,5 1,4747
7 11,1 16,1 27,2 177,2 1,4749
8 13,2 13,0 26,2 170,2 1,4720

Média 9,9 15,5 25,2 170,2 1,4743
DP*** 2,8 5,8 5,5 4,5 0,0013

* EPA = ácido eicosapentaenóico
** DHA = ácido docosahexaenóico
*** DP = desvio-padrão
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fração relativos aos óleos de sardinha brasileira,
extraído em laboratório, e suas respectivas médias
e desvios-padrão.
Pode-se notar que todas as amostras apresenta-

ram pelo menos um ítem, entre os analisados, fo-
ra da média e desvio-padrão . Embora a espécie
de sardinha empregada tenha sido a mesma, ou se-
ja, Sardinella brasiliensis , a grande variação na
composição em ácidos graxas se revelou mais uma
vez, neste caso em óleo de sardinha, face às dife-
rentes épocas do ano e localização geográfica quan-
do da captura
Cabe ressaltar que, embora apenas a amostra 1

tenha apresentado. a soma dos teores de EPA e
DHA acima dos convencionais 30070 (300mg/g), 6
entre 8 amostras exibiram quantidades de DHA su-
periores à fórmula-padrão declarada para os su-
plementos alimentares importados, no presente tra-
balho. No caso da amostra 1, o conteúdo de DHA
foi superior até ao valor máximo de 20% constan-
te na literatura 10. Já os teores de EPA foram in-
feriores, em todos os casos, aos padronizados 18%
(l80mg/g).
Os valores dos índices de iodo e de refração, por

seu turno, estiveram coerentes com os percentuais
de EPA e de DHA encontrados, à exceção do Ín-
dice de refração da amostra 2.
Excetuando-se a amostra 1, as quantidades dos

ácidos EPA e DHA encontrados para os óleos de
sardinha brasileira foram inferiores, na somatória,
aos dos suplementos alimentares à base de óleo de
sardinha da Inglaterra. Isso vem confirmar a teo-
ria de que os óleos de peixe de águas mais frias são
mais ricos em ácidos graxas polinsaturados do que
os de regiões tropicais". No que se relaciona às
quantidades referidas na literatura 10, isto é, EP A
(8 a 12070)e DHA (10 a 20%), a maioria das
amostras de óleo de sardinha analisadas se en-
quadra nessas faixas, principalmente no caso
do ácido docosahexaenóico.

A figura 1 apresenta, como ilustração, um
cromatograma característico de óleo de sar-
dinha, diga-se de passagem correspondente a
uma das amostras analisadas, com destaque
para os ácidos EPA e DHA, lá representados
pelos seus símbolos numéricos, 20:5 e 22:6,
respectivamente. Não foram destacados os pi-
cos dos demais ácidos por não estarem incluí-
dos no objetivo deste trabalho.

Quanto à metodologia analítica emprega-
da, deve ser ressaltada que a cromatografia
em fase gasosa revelou-se uma técnica adequa-
da na detecção dos ácidos graxos ômega-3,
EP A e DHA, considerado um desafio em aná-
lise de alimentos". Essa constatação já havia si-
do feita no caso de óleo de fígado de bacalhau, que
contém ambos os ácidos, principalmente DHA5•

No presente trabalho, o uso de coluna capilar de-
ve ser destacado devido à boa resolução na identi-
ficação dos componentes tanto dos suplementos ali-
mentares como dos óleos extraídos em laborató-
rio, como pode ser observado na figura 1. Já o mé-
todo qualitativo utilizado para extrair o óleo das
sardinhas, adaptado de STANSBY & LEMON
(quantitativo)?", também foi adequado, dada a
simplicidade e rapidez apresentadas.
Finalmente, um detalhe importante a ser enfati-

zado é que os teores de EPA e de DHA encontra-
dos referem-se aos percentuais de cada ácido so-
bre o total de ácidos graxas e não em relação ao
conteúdo por grama de suplemento alimentar. Co-
mo os ácidos graxas chegam a representar até 96%
da composição do óleo", a margem de erro dos re-
sultados, obtida pelo método de normalização de
área, pode ser considerada pequena, quando os
mesmos forem confrontados com a fórmula-
padrão dos suplementos, visto que esta é declara-
da por cada grama do produto.

<O

C\I
C\Io

C\I

• .11\.1

FIGURA 1
Cromatograma de ácidos graxos de óleo de sardinha.
(EPA = 20:5; DHA = 22:6)

CONCLUSÕES
Apenas uma entre dezenove amostras de suple-

mentos alimentares à base de óleo de sardinha apre-
sentou teores dos ácidos eicosapentaenóico e do-
cosahexaenóico bem afastados da média e desvio-
padrão obtidos para o conjunto, em relação à fór-
mula declarada pelos importadores.
Ao contrário dos suplementos alimentarees, seis

entre oito amostras de óleo de sardinha brasileira
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apresentaram baixos teores dos ácidos EPA, po-
rém valores de DHA acima daquele convencional-
mente adotado para os suplementos e, num caso,
superior até ao limite máximo referido na literatu-
ra, podendo ser usados como matéria-prima de boa
qualidade para a elaboração daquele produto.
Os suplementos alimentares, elaborados com

óleo de sardinha da Inglaterra, apresentaram a so-
matória dos ácidos EPA e DHA superior à encon-
trada para os óleos de sardinhas brasileiras, con-
firmando assim, a teoria.de que os peixes de águas
mais frias são mais ricos em ácidos graxos polin-
saturados do que os de águas tropicais.

Os valores dos índices de iodo obtidos se corre-
lacionaram com o grau de insaturação dos ácidos
eicosapentaenóico e docosahexaenóico, não ocor-
rendo o mesmo com os índices de refração, pro-
vavelmente devido à grande variação na composi-
ção em ácidos graxos apresentada pelos óleos de
peixe.
A cromatografia em fase gasosa, revelou-se um

método adequado para identificar e quantificar os
ácidos EPA e DHA dos suplementos alimentares
e dos óleos de sardinha extraídos em laboratório,
especialmente pelo fato de se ter usada uma colu-
na capilar. O método qualitativo adaptado para ex-
trair o óleo das sardinhas também foi adequado.

Deve ser exigido dos importadores e dos fabri-
cantes dos suplementos um melhor esclarecimen-
to, por ocasião do registro do produto, quanto ao
processo de fabricação, a fim de que os analistas
possam melhor interpretar os resultados encontra-
dos.
A verificação da composição dos suplementos

alimentares é importante, visto que estando em de-
sacordo com a fórmula, o produto não só lesa o
consumidor como pode trazer prejuízos à sua saú-
de, particularmente no caso de certas doenças car-
diovasculares.
Até que os mecanismos dos efeitos colaterais dos

suplementos alimentares à base de óleos de peixe
sejam melhor estudados, seria recomendável um
controle mais rígido no comércio e na ingestão de
cápsulas desses produtos, bem como o incentivo
ao consumo regular de peixes.
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termination of eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids in Brazilian
sardine (Sardinella brasiliensis) oi! and in encapsulated sardine oil supplements. Rev Adolfo
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ABSTRACT: Fish oils are the most important natural reservoir of polyunsaturated fatty
acids, like omega-3 eicsapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA), to whom are atribut-
ed benefits in prevention and treatment of certain cardiovascular diseases. The increasing of
the offer of encapsulated fish oi! supplements led us to verify their quality. For this purpose,
19 samples of sardine oil supplements, imported from England and encapsulated in Brazil, and
8 samples of Brazilian sardine (Sardinella brasiliensis) oi!, extracted in laboratory, were ana-
lysed for their contents of EPA and DHA acids, in total amounts of fatty acids, by gas chro-
matography on a CARBOW AX 20 M fused silica capillary column. In all the samples were
also determined the iodine value (Wijs) and the refraction index at 40°C. The results showed
that only one of the samples of sardine oi! supplements was very much in disaccording with
declared pattern-forrnula and its iodine value was very low too. In the other hand, the sardine
oils anlysed showed low amounts of the EPA acid and low iodine value and refraction index;
6 among 8 of the samples analysed showed levels of DHA upper than the required for the sup-
plements (120 mg(g), compensating the low values of EPA found. Then the Brazilian sardine
oi! investigated may be considered of good quality for use as raw material for the manufacture
of those supplements.

DESCRIPTORS: sardine oi!, determination of eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids in;
sardine oil, iodine value and refraction index; alimentary supplements, determination of eicosapen-
taenoic and docosahexaenoic acids in; alimentary supplements, iodine value and refraction in-
dex; gas chromatography.
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RESUMO: Foram selecionadas amostras de sangue humano, com sorologia negativa para
HIV e hepatite B, para se avaliar as condições de preparo e estabilidade de lisados hemoglobínicos,
no monitoramento da quantificação da hemoglobina. A metodologia empregada foi um siste-
ma de congelamento e descongelamento que originou um padrão de hemoglobina estável por
6 meses e de baixo custo operacional, que poderá ser utilizado no controle de qualidade intra
e interlaboratorial do deseamento de hemoglobina.

DESCRITORES: controle de qualidade, padrão de hemoglobina.

INTRODUÇÃO

Diante das dificuldades de conservação das
amostras controles (recém-colhidas), devido prin-
cipalmente ao problema de transporte que provo-
ca exposição à variação de temperatura, o PIEEC,
"Plan Internacional de Ia OMS de Evaluacion Ex-
terna de Calidade" sugere preparar Usados estéreis
para a hemoglobina e sangue estabilizado para as
contagens celulares, por fixação com formaldeído
ou glutaraldeídoêó".
Para obtenção de controles de forma simples e

eficaz a World Hea1th Organization sugere misturas
de várias amostras de sangue, selecionadas pela
dosagem de hemoglobina com valores superiores
a 13,0 g/dL

O objetivo do presente trabalho é a padroniza-
ção do preparo de lisados hemoglobínicos a partir
de um "pool" de sangue humano composto por
amostras encaminhadas pelas unidades básicas de
saúde, selecionadas pela dosagem de hemoglobi-
na segundo WH05,6,9, e sua utilização em labora-

tório de Saúde Pública, no controle de qualidade
interno e externo.

MATERIAL E MÉTODOS

Preparamos dois lotes de padrões de hemoglo-
bina com concentração (8,0 g/dL IAL e 15,0
g/dLIAL) e utilizamos um terceiro adquirido ex-
ternamente (13,7 g/dL Celm).

O "pool" de sangue humano foi selecionado de
mistura de cinco amostras (5 mL cada), colhidas
com EDTA separando-se o plasma por centrifuga-
ção (1500g), com testes negativos para HIV e Hepa-
tite B5 processados em capela de fluxo laminar,
filtrados a vácuo e aliquotados em frascos estéreis
e conservados a 4°C

Hemolisados. O preparo do hemolisado seguiu
as seguintes etapas:

1) Centrifugou-se o sangue em frasco esteriliza-
do de tamanho adequado, a 1500g e por 20
minutos.
2) Adicionou-se o ao sedimento de células ver-

* Realizado na Seção de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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melhas, igual volume de solução fisiológica estéril,
misturando-se por inversão, centrifugando-se, des-
cartando-se o sobrenadante e a camada superficial.

3) Repetiu-se a lavagem por três vezes consecu-
tivas, para assegurar a completa remoção do plas-
ma, leucócitos e plaquetas.

4) Os glóbulos vermelhos foram lisados por con-
gelamento (-20°C) e descongelamento para obter-
se hemólise total.

5) Adicinou-se igual volume de clorofórmio ao
hemolisado, agitando-se vigorosamente com auxílio
de um vibrador mecânico e refrigerou-se "over
nigth" para permitir a separação do estroma.

6) Após 24 horas, centrifugou-se a 1500g por 20
minutos, descartando-se a camada lipídica extraída.

7) Filtrou-se em papel de filtro Whatmann n? 42
adaptado em um funil de Buchner ligado a trom-
pa de sucção.

8) Para cada 70 ml do lisado, adicionou-se 30
ml de glicerol puro e para cada 500 ml do glicerol-
lisado, adicionou-se uma dose de penicilina-
estreptomicina (1000 UI/5000 UI)s. Para obter-se
uma concentração mais baixa, adicionou-se 30070
(v/v) de glicerol em 9g/L de solução fisiológica ao
concentrado lisado. Estocou-se a 4°C.

9) O material preparado foi distribuído em fras-
cos esterelizados tipo penicilina. O produto
mantém-se estável por dois anos quando conser-
vados fechados e lacrados segundo o ICSH. Os do-
seamentos sequenciais foram realizados em hemo-
globinômetro semi automatizado da Celm, CC 110
e Hb 520, e a concentração de Hb da amostra foi

determinada em espectrofotômetro digital Micro-
nal B 34211, aplicando-se a fórmula indicada pelo
ICSH6,1O. Foram realizados paralelamente aos do-
seamentos semanais, controles de contaminação
por microorganismos (bactérias e fungos) durante
6 meses.

O tratamento estatístico foi efetuado correlacio-
nando-se os resultados obtidos com os padrões IAL
8,0 g/dLe 15,0 g/dL e Celm 13,7 g/dL.

Método de Determinação da Concentração He-
moglobínical-ês-".

Conc. de Hb (g/dL) = A(540) x 64500 x 201

44 x d x 1000 x 10

onde:

absorbância da solução de cianometa-
hemoglobina (HiCN) em 540 nm
fator de diluição (20 uL / 4 mL)
coeficiente de extinção milimolar (11)
espessura da cubeta em em (d = 1 cm)
fator de conversão de mg para g
fator de conversão de g/L para g/ dL
peso molecular de Hb (aproximado a
partir do dado base de 64458)3.

As determinações de hemoglobina foram efetua-
das em 3 grupos de 82 amostras cada. A concen-
tração hemoglobínica dos lisados foram compara-
dos com padrão 13,7 g/dL Celm.

A (540)

201
44
d
1000
10
64500

RESULTADOS
Os resultados estatísticos obtidos estão apresen-

tados de forma resumida na Tabela 1

TABELA 1

CONCENTRAÇÕES DE PADRÕES DE Hb (g/dL)
8,OIAL 15,OIAL l3,7 CELM

N? determinações
Média ± d. p.

82
7,961 ± 0,103

82
l3,656 ± 0,129

82
15,010 ± 0,127

Quando comparados entre si (p<0,05) encontra-
mos os seguintes resultados: o coeficiente de cor-
relação entre os padrões IAL 8 e 15 g/dL foi de
0,9835 para um r crítico de 0,22, o que nos mostra
a significância destes resultados. Entre os padrões
IAL 8 g/dL e Celm 13,7 g/dL o r = 0,9918, entre
os padrões IAL 15 g/dL e Celm 13,7 g/dL o
r = 0,9896, portanto com significância similiar à
comparação anterior.

Apresentamos na figura 1 as retas de regressão
linear obtidas comparando-se as determinações dos
padrões 8 IAL, 15 IAL e 13,7 Celm. Os coeficien-
tes angulares foram: 0,5237 para a reta A e 0,5808
para a reta B o que equivale a dizer que o compor-
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tamento dos padrões foi semelhante.

A metodologia empregada segue as normas do
Comitê Internacional de Hematologia, porém
adaptada a nossa realidade.

Nossa contribuição foi a introdução de um sis-
tema de congelamento e descongelamento de amos-
tras que facilita o manuseio, garantindo maior
quantidade de lisados hemoglobínicos em compa-
ração ao método preconizado pelo ICSH.

Os testes realizados em nosso laboratório, utilizan-
do dosagens semanais, mostraram boa reprodutibi-
lidade e conservação, semelhantes ao padrão comer-
cial nacional (Celm-globin) (Tabela 1). Não obser-
vamos nenhuma contaminação do material durante
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o período de 6 meses nos frascos em uso, entre-
tanto, não foi objetivo deste trabalho controlar a
contaminação de frascos lacrados por 2 anos.

CONCLUSÕES

- A preparação preconizada pelo ICSH modi-
ficada em nossos laboratórios tem um comporta-
mento comparável aos produtos comercializados
acrescentando as vantagens:
a) menor custo operacional e independência de

fontes fornecedoras externas.
b) A obtenção de um material estável poderá via-

bilizar um intercâmbio entre os laboratórios que
compõem a rede SUDS-SP e outros, permitindo
a implantação de um sistema de controle de quali-
dade intra e extralaboratorial.

c) Pode ser usado para monitoramento das rea-
ções de quantificação das hemoglobinas devido a
sua simplicidade e grande reprodutibilidade.

FIGURA 1
Comparação entre as curvas obtidas com

os padrões hemoglobínicos

OX~OIAL

Reta A: Comparação entre padrões 8,0 g/dL IAL e
13,7g/dL Celm.

Reta B: Comparação entre padrões 15,0 g/dL IAL e
13,7g/dL Celm.
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ABSTRACT: Hepatitis B and HIV negative human blood samples were selected in order
to evaluate the conditions of stable lysates in the monitoring of hemoglobin quantification. For
this purpose, we employed a freezing-defrosting system which generated an inexpensive
hemoglobin standard, stable for 6 months. This methodology could be sucessfully used in the
quality control of alllaboratories involved with hemoglobinic quantification.

DESCRITORS: quality control, hemoglobin standard.
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RESUMO:Haemophilus influenzae causam várias doenças invasivas, das quais a menin-
gite é a mais freqüente, e se constituem em uma grande ameaça à saúde em todo o mundo.
Nos exames laboratoriais do líquido cefalorraquidiano (LCR) realizados na Seção de Bacterio-
logia do Instituto Adolfo Lutz, Centro de Referência Nacional para meningites, São Paulo,
SP, esta bactéria tem figurado como um dos agentes etiológicos predominantes das meningites.
Foram estudadas 1.000 cepas de H. influenzae isoladas de LCR no período de 1977 a 1990.
A caracterização da espécie H. influenzae e a definição dos biotipos foram obtidas através do
estudo de propriedades bioquímicas, e também foram determinados os sorotipos através de rea-
ções de aglutinação com antíssoros específicos. Dentre os biotipos, o mais freqüente foi o I
(70,9070),seguido do II (27,5%). Com relação aos sorotipos o b foi o mais prevalente (99,3%),
mas sorotipos a (0,6%) e c (0,1%) também foram encontrados.

DESCRITORES: Haemophilus influenzae; H. influenzae, biotipos e sorotipos; meningi-
tes por H. influenrae.

INTRODUÇÃO

Membros do gênero Haemophilus são parasitas
obrigatórios integrantes da microbiota normal do
trato respiratório, mais propriamente do oro-
faringe, do homem e de alguns animais. A espécie
H. influenzae é responsável por uma variedade de
doenças em humanos, que variam de uma simples
faringite a doenças graves como a meningite.

.Morfologicamente, H. influenzae são bacilos
Oram negativos que podem se apresentar como co-
co-bacilos e formas filamentosas caracterizando
pleomorfismo. As colônias em agar chocolate são
lisas, baixas, convexas, acinzentadas, translúcidas
e atingem de 0,5 a 1,0 mm de diâmetro. Não apre-
sentam hemólise em ágar-sangue. Cepas isoladas
de infecções invasivas são geralmente encapsula-
das.

O crescimento destes bacilos em meio de cultu-

ra é caracterizado pela sua dependência do chama-
do fator V. Este fator está proximamente ligado
ao processo de oxidação-redução do crescimento
celular, sendo uma das duas co-dehidrogenases,
NAD ou NADP, ou certos precursores indefinidos
das mesmas. São também desprovidos da capaci-
dade enzimática de converter o ácido delta-
aminolevulínico à porfirina, exigindo, portanto he-
mina do sangue ou fator X.

A diferenciação das espécies de Haemophilus,
no entanto, requer outras provas além da depen-
dência dos fatores V e X. As reações de degrada-
ção de carboidratos e outras reações bioquímicas
são dados importantes para a caracterização de es-
pécie e de biotipos, como também é importante a
determinação dos sorotipos através da pesquisa dos
antígenos capsulares.

Considerando-se a importância do H. influen-
zae que entre nós tem sido agente frequente de me-

* Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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ningites, foi estudada a caracterização dos bioti-
pos e sorotipos de cepas isoladas de líquido cefa-
lorraquidiano, na região de São Paulo, SP, Bra-
sil, no período de 1977 a 1990.

MATERIAL E MÉTODOS

Cepas de Haemophilus sp, em um total de 1.000,
foram isoladas de amostras de líquido cefalorra-
quidiano (LCR) no laboratório de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Lutz, Centro de Referência Na-
cional para meningites, São Paulo, SP. Recomen-
dou-se a semeadura direta logo após a punção, de
pelo menos 5 gotas do LCR em ágar chocolate a
50/0 (sangue de coelho), tendo como meio base o
ágar Mueller Hinton. O meio de cultura semeado
foi incubado o mais rápido possível a 35-37°C em
ambiente de 5- 10% de C02 e umidade'. Haven-
do crescimento, foram realizados esfregaços cora-
dos pelo método de Oram modificado por
Hucker". A presença de bacilos Oram negativos,
predominantemente de coco-bacilos, e com carac-
terísticas de pleomorfismo, de culturas com colô-
nias pequenas, translúcidas, acinzentadas, orien-
tou para a realização da prova de satelitismo em
placa de ágar-sangue de carneiro a 5%, base ágar
comum 12,na qual também foi observada a presen-
ça ou ausência de hemólise. O inóculo para esta
prova correspondeu a uma diluição ai: 100 de uma
suspensão com turbidês equivalente a 0,5 da esca-
la de McFarland. Para o estudo das característi-
cas bioquímicas e sorológicas foram realizadas sub-
culturas em meio ágar chocolate a 10% (sangue de
cavalo) base BHI (Brain Heart Infusion). A carac-
terização do gênero Haemophilus e espécie influen-
zae foi desenvolvida segundo metodologia atuali-
zada empregada no Laboratório do Prof. Kilian,
em Aarhus, Dinamarca (comunicação pessoal). As-
sim, foram realizadas provas de catalase e
oxidasell.13,24 e determinada a habilidade ou não
da biosíntese de porfirinas a partir do ácido delta-
aminolevulínico (ALA) através do teste da
PorfirinalO,13,14. A degradação de carboidratos foi
observada em base PRB (Phenol Red Broth), Dif-
co, esterilizada por autoclavação a 121°C durante
15 minutos, à qual foram acrescentados os açúca-
res glicose, sacarose, lactose, xilose e manitol, es-
terilizados por filtração, na concentração final de
1%. A produção ou não de gás resultante da fer-
mentação da glicose foi observada com o auxílio
do tubo de Durhan colocado no tubo contendo este
carboídrato'I-". A estas bases foram acrescidos os
fatores V e X produzidos no laboratório: o V a par-
tir de levedo de pão e o X a partir de sangue coa-
gulado, ambos na concentração final de 1%16.
Comparativamente, na observação da fermentação
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da sacarose, foi empregado NAD (nicotinamide
adenine dinucleotide) comercial Difco ou Sigma
(fator V) em uma concentração final de
lOug/mPl,12,13,14. As reações de fermentação,
quando negativas em 24 h de incubação, foram ob-
servadas até cerca de 5 dias. A produção ou não
de Beta-galactosidase - ONPO - foi desenvolvi-
da segundo Bülow', como descrita por Lee e
colaboradores'>. As provas de determinação das
enzimas triptofanase, urease e ornitina descarbo-
xilase foram realizadas segundo
Kilian 6,9.11,12,13,14,22,24.Nos su bstratos para
ornítína", uréia e indol'", em quantidades de 0,5
ml em tubos de 12X120, foi emulsionada uma al-
ça bem cheia do inóculo bacteriano de 24 a 48 h
e a leitura realizada após incubação a 37°C por 4
a 24 h. Para a revelação de indol foi empregado
o reativo de KovacsI2,13,14. A identificação dos so-
rotipos, designados de a atéf,4,12,13,14,19,21foi pro-
cessada por soroaglutinação em lâmina, empregan-
do-se antissoros Difco e os produzidos na Seção
de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, segun-
do a metodologia do CDC7•

RESULTADOS

As cepas de Haemophilus estudadas se caracte-
rizaram, por apresentarem uma morfologia de ba-
cilos Oram negativos, curtos, porém ligeiramente
pleomórficos. As colônias em ágar chocolate a 5%,
base Mueller-Hinton, eram lisas, baixas, convexas,
acinzentadas, translúcidas e pequenas. Não eram
hemolíticas em ágar-sangue. Apresentaram prova
de satelitismo positiva e prova do ALA negativa
e não se desenvolveram em ágar comum. Todas as
cepas foram catalase e oxidase positivas, embora
em algumas a reação de oxidase tenha sido relati-
vamente tardia. Definindo a espécie H. influenzae,
houve fermentação dos carboidratos glicose, sem
produção de gás, e xilose, com poucas exceções des-
ta última. Confirmando a espécie, não houve fer-
mentação da sacarose com o emprego do NAD co-
mercial, no entanto, com o emprego do fator V
produzido a partir de levedo de pão, ocorreram rea-
ções positivas falsas." Foram negativas também as
reações de fermentação da lactose e de manitol
(Quadro 1). A pesquisa das enzimas triptofanase
(indol), urease e ornitina descarboxilase, que defi-
nem a subdivisão em biotipos, revelou que o bio-
tipo I foi o mais prevalente nos 14 anos considera-
dos (Tabela I) com a média total de 70,9%. Os so-
rotipos, determinados pelo polissacarídeo capsu-
lar, foram predominantemente o sorotipo b
(99,30/0), dos quais 99,4% pertenceram ao biotipo
I, com a ocorrência também dos sorotipos a (0,6%)
e c (0,1 %). Algumas cepas não foram sorotipadas
por ausência da cápsula (Tabela II).



LANDGRAF, L.M. & VIEIRA, M.F.P. - Haemophilus influenzae isolados de líquido cefalorraquidiano - Fre-
qüência dos biotipos e sorotipos. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51(112):87-91, 1991.

QUADRO 1
Características enzimdticas dos Haemophilus influenzae

estudados. fAL. São Paulo. SP

Dependência de NAD (satelitismo) + 100070
Síntese de porfirinas a partir do ácido
delta-aminolevulínico (ALA) 100%
Hemólise 100%

Catalase + 100%
Oxidas e + 100%
ONPG (Beta-galactosidase) 100%
Ácido de glicose + 100%

Gás de glicose 100%
Ácido de sacarose 100%
Ácido de lactose 100%
Ácido de xilose + 99,8%
Ácido de manitol 100%

TABELA I
Resultados númericos e percentuais dos biotipos de H. influenzae isolados

de LCR no período de 1977 a 1990. fAL. São Paulo. SP.

Ano 1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 Total

Biotipo
I N? 31 24 31 29 43 53 57 108 84 65 69 80 31 709

0/0 100 88,6 70,6 67,4 69,1 58,9 63,1 77,0 76,1 77,1 66,4 71,8 68,4 67,4 70,9

11 N? 10 15 13 29 31 16 32 22 29 24 35 15 275
% 11,4 29,4 32,6 30,9 39,7 36,9 21,6 22,5 20,2 29,6 25,0 29,9 32,6 27,5

outros N? 4 16
(JII,IV,V) % 1,4 1,4 1,4 2,7 4,0 3,2 1,7 1,6

TOTAL n? 4 35 34 46 42 73 84 74 142 109 98 96 117 46 1000
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

TABELA II
Freqüência dos sorotipos de H. influenzaeestudados

ANO 1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 Total

Sorotipo
a N?

% 1,4 0,9 2,1 1,1 0,6

b N? 35 34 46 42 72 84 73 139 106 95 91 115 45 981
% 100 100 100 100 100 98,6 100 100 98,6 99,1 97,9 98,9 100 100 99,3

N?
% 1,4 0,1

Totalde cepas 4 35 34 46 42 73 84 73 141 107 97 92 115 45 988
encapsuladas

NT N? 1 I 4 12
Total de cepas 35 34 46 42 73 84 74 142 109 98 96 117 46 1000
estudadas

NT = não tipável
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Haemophilus influenzae causa várias doenças in-
vasivas, das quais a meningite é uma das mais gra-
ves, e se constitue em uma grande ameaça à saú-
de, em todo o mundo. Nos Estados Unidos, Fin-
lândia e Suécia, H. influenzae tipo b tem sido o
agente causal mais freqüente das meningites
bacteríanasê'v". Dentre as amostras de LCR dos
casos suspeitos de meningite bacteriana processa-
das nesta Seção de Bacteriologia, H. influenzae tem
aparecido como o agente prevalente. Exceção foi
observada quando da epidemia por Neisseria me-
ningitidis, sorogrupo C e A, de 1972a 1978, emais
recentemente, a partir de 1987, com prevalência
maior de N. meningitidis sorogrupo B.

O gênero Haemophilus se caracterizou por apre-
sentar morfologia de bacilos Gram negativos, geral-
mente pleomórficos, e por produzir prova de sate-
litismo positiva, não se desenvolvendo em meios de
cultura simples, como o ágar comum. A prova de
satelitismo é, no entanto, presuntiva e quando não
é tecnicamente bem realizada pode levar a falsas in-
terpretações. Isso ocorre quando o inóculo émuito
carregado e há crescimento em toda a área semea-
da. Nos casos duvidosos, a prova foi repetida com
inóculo diluido. Observamos que o melhor resulta-
do é obtido com um inóculo correspondente a uma
diluição ai: 100partindo de uma suspensão com tur-
bidês equivalente a 0,5 da escala de McFarland, e
aplicada sempre em ágar-sangue de cameíro'ê.
A habilidade ou não de sintetizar porfirinas a

partir do ácido delta-aminolevulínico (ALA) é um
dado de grande importância. O emprego do ALA
na determinação da dependência do fator X vem
esclarecer a dúvida que surge quando o Haemo-
philus influenzae cresce em presença somente do
fator V em meio base PRB. Demonstra-se assim
a notória dificuldade de se produzir um meio de
cultura livre de traços do fator X ou porção férri-
ca do sangue, e também que, mesmo exercendo-se
o preparo do inóculo com cuidados extremos, o fa-
tor X é freqüentem ente carregado do ágar choco-
late. Além da impureza dos meios de cultura, a con-
dição parcial de anaerobiose que se forma em meio
líquido como o PRB faz com que esta bactéria se
torne menos exigente ou independente deste fator.

líquido como o PRB faz com que esta bactéria se
torne menos exigente ou independente deste fator.
A importância de realizar provas bioquímicas pa-

ra a caracterização das espécies do gênero Haemo-
philus foi salientada por Kilian11, quando cita Ha-
ble, Logan &Washington (1971), que, trabalhando
com líquido cefalorraquidiano, reportam o H. pa-
rainfluenzae como causa de meningite, porém seus
resultados foram baseados somente na dependência
dos fatores V eX. Estas provas são consideradas in-
suficientes para definir as espécies deste gênero.
A correlação entre biotipo e sorotipo foi discu-

tida por Zínnemann-t e Kilianl4, tendo o primei-
ro relatado não haver associação, porém com ba-
se em um pequeno número de cepas dos bíotipos
Ill e IV não encapsuladas. O segundo refere-se a
uma relação entre biotipo de H. influenzae, fonte
de isolamento e sorotipo capsular.
Neste trabalho a maioria das cepas pertenceram

ao biotipo I (70,9070)e ao sorotipo b (99,3%), con-
cordando com diferentes autores 14,22,23 • Das cepas
do biotipo I, 99,4% apresentaram um antígeno
capsular do sorotipo b (0,2% do sorotipo a e 0,4%
não eram encapsuladas), verificação esta que pa-
rece indicar uma relação entre biotipos e sorotipos,
conforme citado por Kilian14• Das cepas não tipá-
veis, 8 pertenceram aos biotipos 11,III e IV (70%)
e 4 ao biotipo I (30%) (Tabelas I e 11).Estas cepas
não encapsuladas foram isoladas, na sua maioria
(58,3%) de amostras de líquido cefalorraquidiano
de pacientes na faixa etária acima de 8 anos. Com
relão à cepa do sorotipo c, foi isolada de LCR de
um paciente com 17 anos de idade, e quanto às ce-
pas do sorotipo a, estas foram isoladas de pacien-
tes com idades que variaram de 2 meses a 12 anos.
No entanto, nossos dados são insuficientes para re-
lacionar os achados desses sorotipos menos fre-
qüentes à idade do paciente.
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ABSTRACT: Haemophilus influenzae are causal agents of human diseases, chiefly menin-
gitis, all over the world. In the examinations of CSF in the laboratory of Bacteriology, Institu-
to Adolfo Lutz, São Paulo, SP, this bacterium was the one most frequently isolated, together
with Neisseria meningitidis and Streptococcus pneumoniae. For the characterization of H. in-
fluenzae species and biotypes definition, biochemical tests were performed, as well as serotyp-
ing of the capsulated strains. From 1977 to 1990, 1.000 strains of H. influenzae isolated from
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CSF were studied. Among biotypes, the most frequent was I (70,9010) and the next one was
Ir (27,50/0). Concerning serotypes, b was the most prevalent (99,3010), but type a (0,6010) and
c (0,1 010) were also found.

DESCRIPTORS: Haemophilus influenzae; H. influenzae, biotypes and serotypes; H. in-
fluenzae meningitis.
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VIRUS AND HUMAN PAPILLOMA VIRUS IN IRRADIA TED UTERINE-
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PAPANICOLAOU SMEARS ROUTINE*
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LONGATTO FILHO, A.; MAEDA,M.Y.S. & OYAFUSO, M.S. - Identification of Chlamydia
trachomatis, Herpes simplex virus and Human Papillomavirus in irradiated uterine-cervix:
critical analysis of potential problemsin Papanicolaou smears routine. Rev Inst Adolfo
Lutz, 51 (1/2):93-99, 1991.

ABSTRACT: This review present a critical analysis of the morphologic patterns and im-
munocytochemical reactions of three infections of irradiated uterine cervix: Chlamydia tracho-
matis, Herpes virus and Papillomavirus. The effect of ionizing radiation on squamous epitheli-
um leads to some alterations of the cytoplasm and nucleus which could difficult the identifica-
tion of these etiologic agents. Frequently, radiation can induce cytoplasmic vacuolation, mul-
tinucleation and bizarre cells features which in some instances can mimich Chlamydia, Herpes
or Papilloma infections.

DESCRIPTORS: Chlarnydia trachomatis, Herpes simplex virus, Human Papillomavirus,
Post radiation smears, Cytology, Immunocytochemistry.

lNTRODUCTION

Morphologic alterations inducec by ionizing radi-
ation have been well recognized since the pioneer
studies of the first decade of the century as report-
ed by Rubin and Casaretr" about the uterine cer-
vix cancer in biopsies specimens. Later on these pat-
terns were also studied in smears by Graham in
19476, who established cytlogic parameters to the
evaluation on the morphologic changes due to
radiotherapy(Rxt).

Cytological analysis of gynaecologic smears af-
ter Rxt has been a very useful non-invasive method
for the follow up of these patients. However, radi-
ation itself can induce several morphologic effects
which should be differentiated from residual or
recurrent neoplasiaê-!' ,13,21 ,27.

The most frequent ionizing alterations found in
the cytologic smears is cytoplasmic vacuolation. In

addition, there was found multinucleation,
anisonuc1eosis and bizarre cell features16,24,26,27,38,41.
These alterations may be found since the first weeks
post Rxt till many years later.

These morphologic alterations can difficult the
identification of some infections of uterine cervix
in irradiated patients. In our personal experience,
three infections havebeen recently demostrated in
patients treated of cervical cancer with radiother-
apy: Chlamydia trachomatis-", Herpes simplex
vírus" and Human Papillomavirus. Epidemiologi-
cal studies have demonstrated that cervical dyspla-
sia and cancer are associated with factors related
to sexual transmission, as these three infections
mentioned; so, to identify them is a very impor-
tant point in the cytologic routine. We would like
to present the characteristic morphologic pattern
of those infections in the cervical smears of irradi-
ated patients.

* Realizado no Setor de Citologia Oncótica - Divisão de Patologia do Instituto Adolfo Lutz
** Do Instituto Adolfo Lutz
*** Do Hospital A.C. Camargo
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Chlamydia trachomatis(Ct):

The first specific infection described in post Rxt
smears was that caused by Chlamydia tracho-
matis-", The real meaning of Ct infection in cer-
vical dysplasia and carrcer is still not clearly defined,
but its association is important".

Radiation induces cytoplasmic vacuolation,
which should be carefully distinguished from Ct
infection. Even in post radiation smears, we can
recognize all the classical criteria described by Gup-
ta et alii? as well as the "rnoth-eaten" features,
reported by Gupta et alii in 1988, for Ct.

The identification of Ct infectioI1 in post radia-
tion smears is mainly impartant due to two factars:
first, the possibility of Ct infect other cells than
those usually described as colunnar and metaplas-
tic endocervical cells; since the majority of patients
studied until now had an expressive vaginal stone-
sis due to radiation effects, Ct infected cells be-
longed to the squamous epithelium of vagina".
The second important fact reported byMaeda et
alij20 is the higher Ct frequency in irradiated
(4,10/0) than that in non-irradiated cancer patients
(0,3%) ar in cervical screening clinics (0,13 to
0,3%)20.

The morphologic confirmation of Ct infection
can be done usually by ímmunofluorescencev-",
immunocytochemistry'ê-" in situ hybridization-!?
or polymerase chain reactíon'". AlI of these
methods have a high specificity and sensitivity, and
their use in laboratarialroutine substituing the cul-
ture which require time and costs, is a progressive
tendency.

Recently, Iwen et al1i10 analised DNA probe,
direct fluorescent-antibody(DFA) and cell culture
for detecting Chlamydia trachomatis in cervical
specimes, and reported the similar specificity of
both DNA-probe and DF A (98% and 99%, respec-
tively) when comparedto the cell culture; and the
best sensivity of DNA-probe (93%) versus DEA.

Ratti et alli3o, compared the use of polymerase
chain reaction with cell culture and obtained sen-
sitivity and specificity of 100% and 96,8%, respec-
tively.

Ghirardini et alii' reported a contro! study by in
situ hybridization applied in Papanicolaou-stained
cervical smears, for the use of laboratorial routine:
the sensitivity and specificity of Pap test compared
with in situ hibridization were 95% and 89%,
respectively.

In our experience, immunofluorescence and.im-
munocytochemistry provi de good results to con-
firm Ct infection morphologically reported in
metaplastic-like cells with fine vacuolation called
as "moth-eaten,,20,33, or in presence of the
"nebulous" type (second phase of the cycle) ap-
pearance".

94

Both methods can also exhibit negative reactions
in rnorphologically positive cases, namely by im-
munocytochemical reaction. These findings are fre-
quently credited to the differents phases of the Ct
cycle that can hide natural reativity of the infec-
tion 20.33,36.

Recently, cytobrush an accurate device of materi-
al collection of squamous-collunar junction, have
yielded improved results to the identification of
Chlamydia trachomatis in screening clinics routine
through the morphological and immunofluarescent
methods'".

Further studies in post radiation patients without
severe vaginal stenosis could bring new informa-
tion about the incidence of Ct in this group with
this new efficient collection device.

Herpes simplex virus(HSV):

For years, several studies have associated HSV
infection and cervical carcinoma-"; so, the finding
of HSV infection in post-radiation cervical smears
revealed new perspectives of this association, since
the future studies can research the presence of HSV
in cervical biopsies before and after Rxt. In recent
study, we failled to identify HSV in biopsies prior
Rxt, even though we have used in situ hybridiza-
tion method 15.

Papanicolaou stained smears detect HSV pat-
terns with high accuracy, since the first description
of Stern and Longo in 196339; others studies have
confirmed the cellular features of HSV infectionê?
morphologically or through the viral isolation 14,
immunoperoxidase'<" or in situ hibridization
techníques'Y"; in our personal experience we have
used only the last two proceedings.

The multinucleation due to ionizing alterations
can simulate HSV cytopathic effect; besides that,
the cases we have recognized in cytologic follow-
up routine, shows the classical signs of HSV infec-
tion, such as multinucleation with molding of nuclei
and a ground-glass appearance of the chromatin.
The cytoplasm was in general, abundant, pale and
finely granular in some cells; others had only a nar-
row perinuclear rim of cytoplasm; bizarre giant
forms are frequently seen!",

Immunocytochemical research with HSV anti-
gen can present positivity in cells with or without
morphological signs of HSV infectiori".

Based on our previous experience-", three
hypotheses could be raised regarding major factars
which affect defense mechanisms and facilitate viral
infections: 1) the nature of the epithelium that
replaces neoplastic cells; 2) the environmental al-
terations induced by radiation ar 3) a hypothetical
local immunodepression.

Human Papillomavirus (HPV):
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The association of HPV infection and cervical
cancer has been exhaustively studied23,28.
Its occurrence in post Rxt smears require further

epidemiologic investigations in this group, in ord-
er to clarify whether HPV acts in such condition,
as an opportunistic agent to the agressive Rxt or
it has been present in this cervix since early events
of the development of cervical cancer.
The first cases we described of HPV infection

in post Rxt smears were composed by epithelial cells
with scanty or absent alterations of ionizing effects:
this fact led us to think that HPV infection could
be relationed with the eutrophic appearance of the
cells. However, afterwards, we have found classi-
cal signs of HPV infection, even in the smears of
atrophic appearance which frequently reveals a
good response to the treatmene6,24,26.

Pap smears can present many signs suggestive
of HPV infection that proved a high index of agree-
ment with the specific means to recognize the
virus3,4,22,35,such as immunocytochemistry", in
situ hybridization+é-" or the recent polymerase
chain reacüon--".
In our experience, the major morphological sign

detected as suggestive of HPV infection in post
radiation smears, was the dassical koylocyte, in
general associated with nudear hyperchromasia and
dyskeratosis'ê-P. Additional features of HPV in-
fection such as "bi or multinucleation", "mild
koilocytosis"; "hyperchromatic nudei", 'clear
cytoplasm", "keratohyalin granules",
"perinuclear halos", "condessed filaments", and
"spindle celIs,,3,17,35could not help in this special
setting due to the similar effects caused by the ioniz-

ing radiation. We have noticed no Rxt effect
mimicking koylocyte.

We have found out (unpublished data), that posi-
tive immunocytochemical reactions were found in
celIs with HPV dassical signs and in others with
no morphological suggestion of the HPV infection.
AlI reactivity was observed in nudei. AlI biopsy
specimens previous to radiation examined by in situ
hibridization with highly sensitive biotin-probes,
were negative. The results led us to think in mor-
bidity post-treatment, although the hyphotesis of
HPV DNA degradation in the formalin-fixed
paraffin embedded cancer specimens cannot be
ruled our".

FUTURE PERSPECTIVES

To improve new means to evaluate the real irn-
portance of these infections, further studies which
assort, beyond the cytological and im-
munocytochemical proceedings and a complete
follow-up of the patients, prior and after treatment
by radiation, are required. To answer the question
about the hypothetical resistance of these etiolog-
ic agents to the radiation, several efforts should be
done to exdude the probable morbidity posther-
apeutic. Epidemiological view requires also an ex-
planation about the frequency of these infections
in irradiated patients, in order to obtain informa-
tion important enough to the knowlodge of the spe-
cial celIular habitat; and more, a question raised:
do the patients who present these infections, mainly
by HPV, present a higher risk to neoplastic recur-
rance?
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LONGATTO FILHO, A.; MAEDA, M.Y.S. & OYAFUSO, M.S. - Identificação de Chlamy-
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RESUMO: A presente revisão faz análise crítica de padrões morfológicos e imunocitoquí-
micos de três distintas infecções em colo uterino irradiado: Chlamydia trachomatis, Herpes sim-
plex virus e Papilomavirus. Os efeitos ionizantes sobre os epitélios escamosos, levam a algumas
alterações núcleo-citoplasmáticas, multinucleação e às formas celulares bizarras as quais, em
algumas circustâncias, podem mimetizar as infecções por Chlamydia, Herpes ou Papilomavirus.

DESCRITORES: Chlamydia trachomatis, Herpes simplex virus, Papilomavirus humano,
esfregaços pós-radiação, citologia, imunocitoquimica.
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FIGURE 1
Giant cell with market Effects of radiation as nonspeci-
fic multinucleation with anysonucleosis of cytoplasm. (x
500 Papanicolaou)

FIGURE 2
Major effects of radiation include marked nospecific in-
tracytoplasmic vacuoles (x 500 Papanicolaou).

FIGURE 3
Other effects of radiation on squamous cells include in-
tracytoplasmic inclusion of neutrophils and mild vacuo-
lation (x 1250 Papanicolaou).

FIGURE 4
Bizarre findings after radiation on squamous cells as aber-
rant vacuolation with peculiar "cell within a cell featu-
re" separating two hyperchromatic nuclei. (x 1250 Pa-
panicolaou).

FIGURE 5 e 6
Chlamydia-infected cells after radiation with typical vacuolated cells show
intracytoplasmic vacuoles with multiple cocoid bodies and central target for-
mation (compare these pictures with Fig.2 ) (x 800 Papanicolaou)

FIGURE 7
Positive immunoperoxidase reaction
to Chlamydia trachomatis on irradia-
ted squamous cell (x 500 Papanico-
laou).
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FIGURE 8
Giant cell with multinuc1eated syncytial conglomerates
with proeminent inc1usionson enlarged bizarre cytoplasm
in post radiated smear with HSV pathognomonic cyto-
logic appearance (X 320 Papanicolaou).

FIGURE 9
Positive staining for HSV antigen with multinucleated cell
(x 500 Papanicolaou).

FIGURE 10
Multinuc1eation and koylocytosis suggestive of HPV in-
fection in cell with marked effects of radiation injury and
atrophic appearance (x 400 Papanicolaou).

FIGURE 12
HPV antigen waf found in many nuclei in a cluster of
cells with radiation effect (x 400).

FIGURE 11
A single cell with koilocytosis suggestive of HPV infec-
tion beside a cell with marked degenerated signs of ra-
diation (x 500 Papanicolaou).

FIGURE 13
Nonspecific multinucleated giant cell of the same smear
of Fig. 12, with negative reaction the HPV antigen (x 400
Papanicolaou).
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RESUMO: Anticorpos IgA e IgM contra antígenos de natureza polissacarídica, presente

nas células epiteliais do tubo digestivo do Schistosoma mansoni foram detectados por técnica
de imunofluorescência indireta, utilizando-se como substrato antigênico cortes parafinados de
vermes adultos fixados em solução de Rossman. Amostras de soros de 40 pacientes esquistos-
somóticos, 20 na fase aguda e 20 na fase crônica, e de 40 indivíduos, não esquistossomóticos
foram estudadas. Anticorpos da classe IgA foram observadas em 15 dos 20 pacientes da fase
aguda e em apenas 1 da crônica. Anticorpos IgM foram detectados em 90070(36/40) dos pa-
cientes esquistossomóticos estudados, 19 agudos e 17 crônicos. Nenhuma reação positiva foi
observada entre os não esquistossomóticos incluídos neste estudo.

DESCRITORES: Esquistossomose mansônica. Diagnóstico. Anticorpos. Fase Aguda e
Fase crônica.

INTRODUÇÃO
Anticorpos IgA são detectados em pacientes com

esquistossomose aguda pela técnica de imunofluo-
rescência indireta (RIF), enquanto anticorpos IgM
e IgG tanto na fase aguda como na fase crônica
da doença (10). Anticorpos IgA e IgM apresentam
reatividade dirigida especificamente contra estru-
turas relacionadas ao tubo digestivo (TD) do ver-
me adulto1o,ll. A utilização da RIF de cortes de
vermes incluídos em parafina2,17,19mostrou ser a
pesquisa de anticorpos da classe IgM contra antí-
geno polissacarídio de TD, mais sensível e especí-
fica do que a pesquisa de anticorpos IgG, para fins
diagnósticos das fases aguda e crônica da esquis-
tossomose mansoni.
Na fase aguda, anticorpos IgM anti-TD apare-

cem em níveis mais elevados do que na fase
crônica'P!': entretanto, a diferenciação entre fa-
ses aguda e crônica baseada em anticorpos IgM TD
específicos é pouco prática e pouco eficiente.
No presente trabalho, avalia-se a utilidade diag-

nóstica dos anticorpos séricos IgA e IgM contra TD
e da técnica de RIF com cortes parafinados de ver-
mes adultos do Schistosoma mansoni, na diferen-
ciação das fases aguda e crônica da esquistossomo-
se humana.

MATERIAL E MÉTODOS
Soros - Foram obtidas amostras de soros de 20

pacientes, do sexo masculino, idade entre 18 e 19
anos, na fase aguda da esquistossomose
mansônica I. Todos os pacientes apresentavam
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ovos de S. mansoni nas fezes pelo método de Ka-
to/Katz (mínimo: 6, máximo: 462, média 127 ovos
por grama de fezes - ogf). Foram estudados tam-
bém soros de 20 pacientes do sexo masculino, en-
tre 18 e 19 anos, na fase crônica da esquistosso-
mose, forma intestinal, eliminando ovos de S. man-
soninas fezes (mínimo: 4, máximo: 944, média 154
ogf).

Foram ainda incluídos no estudo amostras de so-
ros de 40 pacientes com exames de fezes negativos
para S. mansoni sendo 20 de indivíduos clínica e
laboratorialmente normais e 20 de indivíduos com
outras afecções como: Ascaridíase!",
Ancilostomíase', protozooses intestinais'.

Antígeno - Vermes adultos de S. mansoni fo-
ram fixados em solução fixadora de Rossman por
2 horas à temperatura ambiente e após desidrata-
ção, por metodologia convencional em meio de
etanol absoluto e xilol, incluídos em Paraplast
(MONOJECT CIENTIFIC, Div, Sherwood Me-
dial, St. Louis, MO, USA), de acordo com técni-
ca já descrita'ê-!", As lâminas com os cortes de
vermes parafinados foram desparafinizadas e rei-
dratadas de forma convencional em banhos su-
cessivos de xilol e de etanol em diferentes con-
centrações (96,70,50 e 300/0), sendo o último ba-
nho em água destilada. As lâminas assim prepa-
radas foram armazenadas à temperatura ambien-
te até o momento do uso.

Reação de imunofluorescência (RIF) - A RIF,
utilizando como substrato antigênico cortes de ver-
mes adultos parafinados foi realizada segundo me-
todologia já descrita-!'.

Conjugados fIuoresceinados comerciais anti IgM
humana (Biolab Merieux, Rio de Janeiro, Brasil)

e anti-IgA humana (Hyland Div. Travenol Lab.,
USA) monoespecíficos para as cadeias pesadas, res-
pectivamente fJ. e Ci, foram utilizados dilui dos em
solução de azul de Evans a 2 mg% em solução sa-
lina tamponada com fosfatos 0,01 M, pH 7,2
(SSTF), de acordo com seus títulos ótimos de uso,
previamente determinados por titulação em bloco
com soros padrão positivo e negativo.

Os soros de pacientes foram dilui dos em SSTF
a 1/10, para detecção de anticorpos IgA, e 1/20,
para IgM1o,1l.

A leitura das lâminas de RIF foi feita em estudo
cego, em microscópios de irnunofluorescência com
sistema de epi-iluminação.

Foram consideradas como positivas as RIF com
presença de fluorescência de cor verde maçã ape-
nas nas estruturas relacionadas ao tubo digestivo
do vermelO,17; fIuorescência a nível de membrana
ou de parênquíma foram consideradas como ines-
pecíficas e não válidas como positivas para fins
diagnósticos da esquistossomose.

. RESULTADOS

Os resultados quanto à positividade da reação
de imunofluorescência (RIF), para anticorpos IgA
e IgM, nos 40 pacientes esquistossomóticos, clas-
sificados de acordo com a fase clínica, aguda ou
crônica, estão apresentados na Tabela 1. O único
paciente em fase aguda que não apresentou anti-
corpos IgM foi também negativo para IgA.

Não foi observada reatividade de IgM ou IgA
nos soros dos 40 indivíduos não esquistossomóti-
cos incluídos neste estudo.

TABELA 1

Positividade da RIF em cortes de vermes parafinados em soros de pacientes com forma aguda e crônica de
esquistossomse de acordo com a classe de imunoglobulina do anticorpo.

FORMA N?
RIF

CLÍNICA PACIENTES
IgA IgM

N? 0/0 N? %

Aguda 20 15 75% 19 95%
Crônica 20 5% 17 85%
Total 40 16 40% 36 90%

DISCUSSÃO

A pesquisa de anticorpos da classe IgA contra
estruturas antigênicas do epitélio intestinal do S.
mansoni, como já anteriormente observado pela
RIF em cortes de vermes congelados'"'!
proporciona um instrumento importante capaz de
discriminar entre esquistossomose aguda e crônica.

A possibilidade de detectar esses anticorpos
através de cortes de vermes parafinados torna a RIF
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um teste prático e de interpretação fácil. sendo
possível armazenar as lâminas em temperatura
ambiente por período de pelo menos três meses,
o que viabiliza a realização dos testes por centros
de pesquisa que não mantém o ciclo do parasita.
O fixador de Rossman utilizado na preparação dos
vermes preserva a antigenicidade das estruturas
relacionadas ao tubo digestivo e reduz ou elimina
a antigenicidade de outras partes do vermé,17.

Várias preparações antigênicas e testes soroló-



KANAMURA, H. Y.; SILVA, R. M.; RABELLO, A. L. T.; ROCHA, R. S.; KATZ, N. - Anticorpos séricos
IgA no diagnóstico da fase aguda da esquistossomose mansoni humana. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (112): 101-104,
1991.

gicos têm sido avaliados na tentativa de se obter
metodologia sorológica útil capaz de diferenciar a
fase aguda da crônica na esquístossomose'ó'v-".
A utilização de antígenos de cercárias comparati-
vamente ao de verme adulto pelas técnicas de ELI-
SA, RHA e Rlp7,11,13 mostrou que a reatividade
contra antígeno cercariano era mais evidente na fa-
se aguda do que na crônica, ocorrendo o inverso
com antígenos de verme adulto. Níveis de anticor-
pos IgM são mais elevados nas fases iniciais da
esquístossomose'v'". Entretanto, a determinação
dos níveis de anticorpos é pouco prática é não per-
mite a distinção entre infecção aguda e crônica, de-
vido às variações individuais que ocorrem na in-
dução da resposta imuneI2,15,18.

É possível a diferenciação entre esquístossomo-
se aguda e crônica pela determinação de anticor-
pos IgG e IgM contra o KLH (Keyhole limpet he-
mocyanin), hemocianina do molusco marinho Me-

gathura crenulata, que apresenta epitopos seme-
lhantes aos de superfície do esquistossomulo", Es-
ses anticorpos estão presentes apenas na fase agu-
da da esquitossomose-",

Os resultados apresentados neste trabalho mos-
tram que a RIP em cortes de vermes parafinados
constitui teste útil no diagnóstico da esquistosso-
mose pela determinação de IgM e no diagnóstico
diferencial da fase aguda, através da pesquisa de
anticorpos da classe IgA.
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ABSTRACT: Specific IgA and IgM antibodies to a polysaccharide antigen present in the
epithelial ceIls of the schistosome gut were measured by an indirect immunofluorescence tech-
nique, using paraffin sections of adult worms fixed in Rossman's fixative. Sera from 40
schistosomiasis patients, 20 acute and 20 with chronic form, and also from 40 individuaIs with
no schistosome infection were examined. Of the 20 acute patients, 15 (75070)had IgA antibod-
ies, whereas only one of the 20 in the chronic stage was positive for IgA. IgM antibodies were
detected in 19 of the acute patients and in 17 of the chronic ones (90% positivity).

No positive reaction was observed among non-schistosomiasis patients.

DESCRIPTORS: Schistosomiasis mansoni, Diagnosis. Antibodies. Acute phase. Chronic
phase.
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RESUMO: Foram analisadas 74 amostras de formulações 'naturais' destinadas a regimes
de emagrecimento com o intuito de se verificar a presença de anorexígenos e benzodiazepíni-
cos, que são substâncias de uso controlado. Empregou-se, para tanto, a cromatografia em ca-
mada delgada e a espectrofotometria na região do ultra-violeta. Apesar de serem apresentadas
como produtos naturais, em 500/0 destas preparações detectou-se a presença de anoxerígenos
e benzodiazepínicos. Os componentes naturais presentes foram identificados por análise mi-
croscópica e cromatográfica. Constatou-se que substâncias controladas estão sendo emprega-
das indiscriminadamente em formulações 'naturais' para regime, sem serem mencionadas na
rotulagem.

DESCRITORES: formulações naturais para regimes de emagrecimento; anorexígenos, ben-
zodiazepínicos, detecção, cromatografia em camada delgada; espectrofotometria na região do
ultravioleta.

INTRODUÇÃO
A utilização de formulações para emagrecimen-

to tem seu emprego baseado e dois conceitos sus-
tentados pelo modismo que nos cerca", ou seja, o
culto à magreza como padrão de beleza e o consu-
mo de produtos naturais como hábito saudável. Tais
preparações seriam totalmente livres de efeitos co-
laterais, o que é extremamente desejável, em detri-
mento da utilização de produtos sintéticos, tanto na
alimentação, como na cosmética e medicamentos.
Dentro deste contexto, a homeopatia foi, no iní-

cio, a alternativa encontrada para o desejado re-
torno ao naturalismo, e foi erroneamente confun-
dida com a fitoterapia, já que as formulações têm
geralmente em comum a presença de vários com-
ponentes de origem natural aos quais são atribuí-
dos propriedades emagrecedoras.

Ocorre que muitos pacientes aos quais tais me-
dicamentos naturais ou homeopáticos foram pres-
critos, relatavam sintomas indesejáveis e reações
colaterais graves.
A maioria das solicitações de análises em nosso

laboratório relatavam a preocupação com a veri-
ficação do conteúdo das formulações. Estas, nor-
malmente eram adquiridas no próprio consultório
médico e raramente apresentavam a composição,
que muitas vezes era codificada. Como estes me-
dicamentos produziam realmente o emagrecimen-
to, o consumo aumentou consideravelmente. Por
conseguinte, passaram a ser adquiridos livremen-
tes em farmácias e drogarias.

Na literatura não se encontram evidências cien-
tíficas comprovando que as substâncias vegetais
empregadas nessas preparações provoquem o ema-

* Realizado na Seção de Farmacognosia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP. Apresentado no 8? Congresso
Paulista de Farmacêuticos, São Paulo, 1991.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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grecimento tão acentuado em período tão curto de
utilização. Assim sendo, surgiu o interesse em
pesquisarem-se substâncias químicas sintéticas co-
nhecidamente utilizadas como moderadores de ape-
tite e empregadas em medicamentos de uso con-
trolado pela portaria n? 285•

Inicialmente, as amostras foram enviadas à Se-
ção de Farmacognosia por consumidores que já es-
tavam utilizando as formulações e pelos que iriam
iniciar o tratamento de emagrecimento. Posterior-
mente, os Órgãos de Vigilância Sanitária e de De-
fesa do Consumidor passaram a encaminhar à Se-
ção amostras desse tipo de medicamento, devido
às queixas e dúvidas dos usuários.
A pesquisa dos benzodiazepínicos e anorexíge-

nos foi feita empregando-se principalmente as téc-
nicas de cromatografia em camada delgada e es-
pectrofotometria na região do ultravioleta.
A cromatografia em camada delgada vem sen-

do utilizada para a detecção destes grupos desde
a década de 60°7,12,21 e ainda hoje é de grande uti-
lidade. A literatura apresenta também várias pos-
sibilidades de sistemas cromatográficos passíveis de
serem utilizados1,7,8,1l,12,13,16,18,21,25. No entanto,
observou-se na prática, que o desempenho nem
sempre é satisfatório quando benzodiazepínicos e
anorexígenos estão presentes em associações. Vá-
rios autores08,13,22 preocuparam-se em estabelecer
correlações entre a estrutura dos grupos de subs-
tâncias químicas e seu comportamento cromato-
gráfico (Rf). Estes estudos, no entanto, foram fei-
tos em grupos isolados de substâncias químicas
(neutra, básica e ácidaj". Os reativos empregados
na revelacão" têm sido objeto de estudos por par-
te dos autores na tentativa de se obter sempre maior
especificidade para os diferentes grupos funcio-
naisll,12,21.

Apesar de todos estes estudos, o estabelecimen-
to do sistema cromatográfico mais adequado está
sempre aberto, dependendo da amostra que se es-
tá analisando. Foi nessa direção que conduziu-se
este estudo. Procurou-se a melhor forma de extrair
os componentes e identificá-Ios, utilizando-se ou-
tras técnicas qualitativas além da cromatografia em
camada delgada, apesar dos resultados terem de-
monstrado que esta é a mais apropriada.

MATERIAL E MÉTODOS

AMOSTRAS
Foram analisadas 74 amostras de preparações

destinadas a regimes de emagrecimento. Estas for-
mulacões foram enviadas à Seção de Farmacogno-
sia por consumidores, Órgãos de defesa do consu-
midor, Serviços de Vigilância Sanitária do Estado
de São Paulo (ERSA) e de vários estados do País.
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MÉTODOS
As técnicas analíticas empregadas consistiram de

análise microscópica, cromatografia em camada
delgada e espectrofotometria na região do ultra-
violeta.

Devido à natureza do material, a análise micros-
cópica, foi efetuada com a intenção de se identifi-
car as drogas vegetais através da comparação dos
elementos histológicos das mesmas com padrões
existentes na seção. O conteúdo das cápsulas foi
descorado utilizando-se solução de hipoclorito de
sódio a 50/0. Em seguida, as lâminas foram prepa-
radas segundo técnicas preconizadas'" e observa-
das ao microscópio.

Como complementação da técnica microscópi-
ca, foi utilizada a cromatografia em camada del-
gada para a identificação de Rhamnus purshiana
(cáscara sagrada), segundo Wagner" e diferencia-
ção de outras espécies de Rhamnus (ex: Rhamnus
frangulai, A cromatografia foi utilizada também
na identificação da Centella asiática.

Paralelamente, foram feitas análises de extração
para a detecção de benzodiazepínicos e anorexíge-
nos com posterior utilização da cromatografia em
camada delgada para a identificação destas subs-
tâncias",

PROCEDIMENTOS
Pesquisa de benzodiazepínicos e anorexígenos:

1) Preparo da amostra:
Transfira uma quantidade do conteúdo das cáp-

sulas (cerca de 500 mg) para um béquer, juntamente
com 15ml de solução de ácido clorídrico 3 N. Agite
em banho ultrassônico por cinco minutos. Filtre
o sobrenadante através de algodão, para funil de
separação. Extraia os benzodiazepínicos com três
porções de 30 ml de clorofórmio. Filtre o extrato
clorofórmico através de sulfato de sódio anidro.
Evapore à secura e ressuspenda no mesmo solven-
te (Extrato 1).
À fase aquosa ácida remanescente no funil de

separação adicione solução de hidróxido de amô-
nio a 10% até alcalinização. Efetue a extração dos
anorexígenos com três porções de 30 ml de cloro-
fórmio. Filtre o extrato clorofórmico através de sul-
fato de sódio anidro. Evapore à secura e ressus-
penda o resíduo no mesmo solvente (Extrato 2).
Para a extração do mazindol, empregou-se a téc-

nica descrita por ALMEIDA e SZNELWAR 1, ex-
traindo-se a amostra com uma mistura de cloreto de
metileno + álcool isopropílico na proporção de 9:1.
Recolheu-se a fase orgânica e, após a evaporação à
secura, ressuspendeu-se o resíduo em metano!.

2) Cromatografia dos extratos:
a) Extrato 1 (benzodiazepínicos) e extrato para a
pesquisa de mazindol:
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- Fase estacionária: placas de silicagel GF254
(20X20).

- Fase móvel: Acetato de etila: metanol: hidróxi-
do de amônio a 25070(85: 15: 10).

- Desenvolvimento: único, ascendente de 15 em.
- Padrões: diazepam, lorazapam, bromazepan,

oxazepan, clordiazepóxido, mazindol.
- Revelador: reagente de Dragendorff?'.

b) Extrato 2 (anorexígenos)
- Fase estacionária: placas de silicagel G (20X20).
- Fase móvel: ciclohaxano: tolueno: dietílamina

(75: 15: 10).
- Desenvolvimento: único, ascendente de 15 cm.
- Padrões: fenproporex, dietilpropiona.
- Revelador: reagente de Dragendorff?'.

Observação: Preparo do reagente de Dragendorff
Solução a: Dissolva 1,7 g de nitrato básico de bis-

muto e 20 g de ácido tartárico em 80
ml de água.

Solução b: Dissolva 16g de iodeto de potássio em
40 ml de água.

Solução estoque: Prepare uma mistura 1:1 das so-
luções a e b (esta mistura pode
ser mantida meses no refrigera-
dor).

Solução de uso: Misture 5 ml da solução estoque
a 50 ml de solução de ácido tar-
tárico a 20070.

A comparação do perfil espectrofotométrico da
amostra com o padrão de diazepam e outros com-
postos da família dos benzodiazepínicos foi efetua-
da dissolvendo-se o resíduo do extrato 1 em hidró-
xido de sódio 0,1 N. Analogamente, o extrato 2
foi ressuspendido em solução de ácido clorídrico
0,1 n e comparado aos padrões de dietilpropiona
e femproporex.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas análises de formula-
ções para regimes de emagrecimento com relação
à presença de benzodiazepínicos e anorexígenos,
declarados ou não nas fórmulas, encontram-se re-
lacionados na Tabela 1. Nesta tabela pode-se ob-
servar que das 74 amostras analisadas, somente 34
apresentavam componentes de origem natural. Des-
tas 34 amostras, 17 apresentaram substâncias da
portaria 28 (benzodiazepínicos e anorexígenos)",
Das 40 amostras que não apresentavam nenhum
tipo de componente vegetal, 20 continham as subs-
tâncias da portaria 28. Verifica-se ainda que, do
total de amostras analisadas, 37 apresentavam as
substâncias da portaria 28, das quais 30 continham
associações de benzodiazepínicos e anorexígenos,
4 continham benzodiazepínicos e 3 anorexígenos
não associados. Na figura 1 são demonstradas as
frequências e a natureza das associações entre ben-
zodiazepínicos e anorexígenos.

Em relação à identidade e à freqüência dos com-
ponentes de origem natural nas formulações ana-
lisadas, verificou-se sempre mistura de vários ti-
pos de drogas vegetais numa mesma formulação,
sendo que as respectivas predominâncias de utili-
zação estão apresentadas na Figura 2.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

As amostras analisadas foram apresentadas co-
mo medicamentos exclusivamente naturais ou en-
tão homeopáticos destinados a regimes de emagre-
cimento. No entanto, em 50070das amostras foram
encontradas associações de anorexígenos e benzo-
diazepínicos, que são substâncias controladas pe-
la portaria 283,4,5. Em todas elas a presença des-
sas substâncias era omitida na composição.
Embora 17070das associações encontradas fos-

sem constituídas de diazepam e dietilpropiona e 3070
de mazindol e diazepam, foi constatado que a as-
sociação mais freqüentemente encontrada foi a de
diazepam e fenproporex com 80070de freqüência.

Isto é explicado pelo fato de tratarem-se de subs-
tâncias mais tradicionais e mais baratas, sendo por-
tanto, mais interessantes sob o ponto de vista eco-
nômico para as farmácias.
Além da presença destas substâncias houve uma

variação dos componentes vegetais. A cáscara sa-
grada e a frângula, que são espécies do gênero
Rhamnus com atividade laxativa, estão presentes
em 52070das amostras analisadas, seguidas pelo Fu-
cus sp, Cynara sp (alcachofra), Spirulina sp, gela-
tina, Centella asiática, Agar-agar e outros compo-
nentes que são usados em menor frequência. Basi-
camente, a justificativa para seu emprego consiste
em associar o efeito laxativo da cáscara sagrada e
da frângula com a capacidade de "enchimento do
estômago" promovido pelo Fucus, algas e carbo-
ximetilcelulose. Estas substâncias tem grande ca-
pacidade de absorção de água (aumentando de vo-
lume através do entumescimento) resultando nu-
ma sensação de plenitude do estômago. O forne-
cimento de proteínas à dieta se daria através da Spi-
rulina, enquanto que o combate à celulite e à fla-
cidez ocorreria por meio da ação da Centella asiá-
tica. Da mesma forma, outros componentes pre-
sentes na formulação, direta ou indiretamente, le-
variam ao emagrecimento. No entanto, não se tem
conhecimento da avaliação da eficácia e nem mes-
mo da racionalidade destes verdadeiros "coque-
téis" de componentes na obtenção do efeito dese-
jad09,15.

Além da identificação das espécies utilizadas nes-
tes medicamentos foi feita uma avaliação macro
e microscópica das condições higiênico-sanitárias
das amostras.
É importante salientar que embora não tenham

sido analisados no presente trabalho, em muitas
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TABELA 1
Presença de anorexigenos e benzodiazepinicos nas formulações estudadas.

COM FÓRMULA DE DROGAS SEM FÓRMULA DE DROGAS
VEGETAIS VEGETAIS

PROCEDÊNCIA TOTAL
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO

BDZ + ANOR BDZ + ANOR BDZ + ANOR BDZ + ANOR

USUÁRIO 7 4 12 8 31
SUDS/ERSA 5 8 7 12 32

ÓRGÃOS DECON 3 3 6
OFICIAIS CVS 2 2 1 5

TOTAL 17 17 20 20 74

Figura 1 - Frequência de anorexígenos e benzodiazepínicos nas formulações estudadas.
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legenda

AG Agar-Agar
AM Amido de Zea mays (milho)
BA Baccharis sp. (carqueja)
CA Carboximetil celulose
CE Centella asiática
CY Cynara sp. (alcachofra)
EQ Equisetum aevensis (cavalinha)
ER Erythrina mulungu (mulungu)
FN Fungus leveduriformes (leveduras)
FU Fucus sp,
GE Gelatina
PA Passiflora sp. (maracujá)
PE Peumus boldus (baldo)
PF Pfaffia sp.
PU Paulinia cupana (guaraná)
RF Rhamnus frangula (frângula)
RP Rhamnus purshiana (cáscara sagrada)
SP Spirulina sp.

SP
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fórmulas era mencionada a presença de hormônios
tireoidianos T3 e T4'

Além da fraude do emprego de substâncias con-
troladas (diazepam + fenpropoex, diazepam +
dietilpropiona e diazepam + mazindol) sem decla-
rar na rotulagem, o que constitui uma violação gra-
ve da Lei de Vigilância Sanitária, o desconhecimen-
to por parte do usuário da ingestão destas subs-
tâncis pode ser muito perigoso. O paciente pode
aumentar a dose "terapêutica" por conta própria
por acreditar ser um produto natural. Este aumento
pode conduzir ao exacerbamento dos efeitos a ní-
vel de sistema nervoso central pela ingestão de be-
bidas alcoólicas, por exemplo. Esta situação pode
ser particularmente preocupante quando o consu-
midor adquire o medicamento diretamente na far-
mácia e não recebe nenhuma orientação quanto ao
seu US06,10,15,19,20,23.

Observou-se pelas análises das preparações que
elas eram, muitas vezes, exatamente iguais em sua
composição para várias pessoas, não havendo, por-
tanto, a individualização da prescrição que é a prin-
cipal característica das formulações magistrais. Ou

tro fato é de que estas formulações também pas-
sam por "modismos" que resultam na predomi-
nância de determinado componente vegetal confor-
me a época, como é o caso atualmente da Spiruli-
na. Podem ocorrer casos extremos em que duas
amostras que se intitulavam 'Spirulina' eram, na
verdade, um produto comercial de liberação pro-
longada constituído por um anorexígeno associa-
do a um benzodiazepínico, onde a embalagem ori-
ginal e o rótulo haviam sido substituídos.

Do ponto de vista farmacológico, não se conhe-
ce até o momento nenhum estudo avaliando a efi-
cácia de tais preparações e mesmo as interações en-
tre os vários componentes da formulação. Do pon-
to de vista farmacocinético, também não se conhece
como ocorre a distribuição no organismo dos prin-
cípios ativos passíveis de absorção, assim como a
toxicidade.

A falta de tais estudos nos leva a questionar o
uso tão difundido destes produtos. É vendida a
"idéia mágica" do emagrecimento fácil, sem levar
em consideração outros aspectos importantes no
combate à obesidade.
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AURICCHIO, M.T.; BATISTIC, M.A. & MARKMAN, B.E.O. - Detection of anorectics
and benzodiazepines in galenicals used in treatment for obesity. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
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ABSTRACT: In this study, 74 samples of galenicals used in treatment for obesity were
analysed. The authors intended to identify benzodiazepines and anoretics compounds in those
formulations. However such compounds are controlled according to regulatory procedures, they
have been employed in many formulations without any statement on label. Thin-Iayer chro-
matography and UV-spectrophotometry were selected as analytical methods. Botanical species
were examinated and identified by microscopy and thin-layer chromatography. Benzodiazepines
and anoretics substances were found in 50 per cent of the samples.

DESCRIPTORS: galenicals used in treatment for obesity; anorectics, benzodiazepines;
detection; thin-layer chromatography; UV -spectrophotometry.
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