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CARACfERlZAÇÃO HISTOLÓGICA DAS FOLHAS E DOS FRUTOS DE Rubus
rosaefolius Smith (amora-da-mato) *

Luzia I1za Ferreira JORGE**
Blanca Elena Ortega MARKMAN**
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JORGE, L I. F. ; MARKMAN, B.E.D. - Caracterização histol6gica das folhas e dos frutos de
Rubus rosaefolius Smith (amora do mato). Rev. Inst. Adolfo Lutz; 53(112): 1-4, 1993.

RESUMO: Folhas e frutos de Rubus rosaefolius Smith foram estudadas anatomicamente com
o objetivo de fornecer subsídios para a identificação da espécie. As folhas são compostas e os
folíolos têm margens duplamente denteadas. Apresentam como anexos epidérmicos: um tricoma
tector unícelular de aproximadamente 400 J.IlIl de comprimento, e dois tipos de tricomas
glandulares, um de cabeça esférica e outro de cabeça lenticular, sendo ambos pluricelulares.
Drusas ocorrem mais abundantemente nas folhas do que nos frutos. As sépalas têm farta cobertura
pilosa sobre a epiderme superior. Os frutos não contêm amido.

DESCRITORES: Rubus rosaefolius Smith, amora-do-mato, amora vermelha, folhas e frutos,
caracterização histol6gica.

INlRODUÇÃO

A família Rosaceae, representada por frutos
requintados e apreciadíssimos como as pêras,
ameixas, pêssegos, cerejas, marmelos, damascos e
morangos, tem poucos representantes nativos de
nossa flori.

Entre nós, são muito populares as rosáceas do
gênero Rubus, conhecidas comumente como
amoras-do-mato, e compreendendo três espécies:
Rubus rosaefolius Smith; Rubus brasiliensis Mart. e
Rubus urticaefolius Sairet12•

Rubus rosaefolius Smith é arbusto escandente de
panículas de flores brancas e frutos vermelhos, ocos
por dentro", Os ramos têm pêlos glandulares, são
aculeados, têm folhas compostas de 2 a 6 pares de
folíolos oval-lanceolados, duplamente denteados'', Os
frutos são comestíveis e antidiarréicos5, 8, 12.

Estudos qUIIIDCOS realizados com especies
européias e australianas de Rubus revelaram gue
algumas plantas desse gênero contêm proteínasl, 4,
sais mineraís'", taninos e vitamina C' 5, 7, 9. As

amoras pretas estudadas por YOON &
WROLSTADll são ricas em saponinas. Observamos
uma relativa escassez de estudos toxicológicos sobre
esses vegetais.

MATERIAL E MÉTOOO

Folhas e frutos de Rubus rosaefolius Smith foram
coletadas no campus da Cidade Universitária, junto
ao estacionamento do Instituto de Biociências.

As infrutestescências foram divididas em epicarpo
(parte externa, de coloração bordô) e mesocarpo
(parte interna, de coloração branca). Separadamente
foram trituradas com a espátula e o material pastoso
assim obtido foi montado entre lâmina e lamínula em
água e em solução de lugo!.

As sépalas e as folhas foram estudadas através de
cortes obtidos à mão livre, com auxílio de lâmina.

As estruturas anatômicas foram interpretadas e
representadas sob as ampliações do microscópio
óptico Leitz, com auxílio de câmara clara, lâmina
micrométrica e corantes histológicos.

* Realizado na seção de Microscopia Alimentar, Instituto Adolfo Lutz, Capital, SP.

* * Do Instituto Adolfo Lutz
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RESULTAOOS
Folha

As folhas de Rubus rosaefolius Smith são compostas
e os folíolos têm as margens duplamente denteadas
(Fig. l-A). Observadas ao estereomicroscópio, as
nervuras mostram pilosidade concentrada sobre as
mesmas.

A epiderme superior é constituída de células d~
contorno poligonal, com paredes quase retas. E
freqüente a presença de pêlos tectores unicelulares de
paredes paralelas, base reta e ápice ligeiramente
afunilados, relativamente longos (Fig. l-B).

A epiderme inferior, guarnecida de estômatos
anomocíticos, é constituída de células de contorno
sinuoso, relativamente menores que as células da
epidcrrnc superior (Fig. l-C).

FIGURA I
Rubus rosaefolius Smith - Folha
l-A - Folha composta - aspecto geral
I-B - Epiderme superior destacando os tricomas tectores

(vista facial)
l-C - Epiderme inferior destacando os estômatos

anomocíticos (vista facial)

o corte transversal ao nível do limbo foliar revela
mesofilo com estrutura dorsiventral e células
epidérmicas de dimensões diferenciadas (as células
da epiderme superior são maiores que as da epiderme
inferior), alongadas ora no sentido periclinal, ora no
sentido anticlinal. Há um tipo de tricoma tector
unicelular (com aproximadamente 400 um de
comprimento) e dois tipos de tricomas glandulares:
um de cabeça arredondada e outro de cabeça com
formato lenticular. Ambos são pluricelulares do
pedicelo à extremidade capitada. Idioblastos
contendo drusas de oxalato de cálcio são freqüentes
no parênquima clorofiliano foliar (Fig. 2-B).

A representação esquernática da nervura central
(Fig. 2-A) mostra feixe vascular bicolateral com o
floema envolvendo totalmente o xilema, parênquima
fundamental abundante e colênquima discreto de
ambos os lados. As drusas que ocorrem em tomo do

2

feixe vascular são relativamente maiores do que
aquelas localizadas na região tloernática (Fig. 2-A).

24

FIGURA 2
Rubus rosaefollus Smith - Folha
2-A - Desenho esquemãtíco da nervura central destacando
drusas de duas dimensões

xilema 1M 11111I floema k:::: ;:.::::'.::1
2-B - Corte transversal do limbo foliar
t.t.= tricoma tector; s= epiderme superior; i= epiderme
inferior; t.g.= tricoma glandular; p.p.= parênquima
paliçãdico; p.l.e parênquima lacunoso; d= drusa.

Sépala

Ambas as epidermes das sépalas são constituídas
de células alongadas radialmente se observadas em
corte transversal, e tangencialmente alongadas
quando observadas de face (Fig. 3-A e Fig. 3-B). A
epiderme superior das sépalas é fartamente revesti da
de tricomas tectores curtos (cerca de 50 ftill de
comprimento), com paredes paralelas e ápice
arredondado, lembrando o aspecto de fungos
filariformes, Observada de face, essa epiderme
apresenta-se recoberta por um emaranhado de
tricomas tectores de paredes paralelas, o que confere
ao conjunto o aspecto geral de "rnicélio de fungos
filamentosos", chegando mesmo a impedir a
visualização das células epidérmicas.

----------
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HGURAJ
Rubus rosaefolius Smith - Sépala
3-A - Contorno da nervura central (fragmento)
3-B - Corte transversal ao nível do bordo da sépala
s= epiderme superior; i= epiderme inferior;
p.l.eparênquima lacunoso; t.t= tricoma tector; t.g.= tricoma

glandular.
3-C - Epiderme superior (vista facial)

Contrastantemente, as células da epiderme inferior
das sépalas conservam as mesmas características das
células da epiderme inferior da folha. Nela ocorrem
estômatos anomocíticos e tricomas tectores e
glandulares quali e quantitativamente idênticos aos
tricomas foliares.

O mesofilo das sépalas é do tipo homogêneo
lacunoso e os feixes vasculares são colaterais mesmo
ao nível das nervuras de maior porte. É freqüente a
ocorrência de drusas no parênquima fundamental das
sépalas.

Fruto

O epicarpo é constituído de células de paredes
retas relativamente menores que as células dos
envolt6rios da semente (Fig. 4-B e Fig. 4-C). O
mesocarpo, com aspecto de massa esbranquiçada, é
constituído de células parenquimáticas volumosas,
arredondadas e/ou aiongadas, de paredes muito
delgadas. Nessa região ocorrem vasos espiralados e
pontoados, sempre estreitos e miúdos. Não há amido.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

As drusas são mais abundantes nas folhas do que
nos frutos. Nas primeiras elas ocorrem em fileiras em
tomo dos feixes vasculares; nos frutos elas ocorrem
esparsamente, contidas em idioblastos do mesocarpo.
De acordo com METCALFE & CHALK6 a presença

desses cristais de oxalato de cálcio é freqüente em
Rosaceae.

De modo geral, Rubus rosaefolius Smith obedece
aos padrões estruturais da família a que pertence:
pêlos tectores simples e unicelulares, pêlos
glandulares pedunculados e capitados, mesofilo
dorsiventral e estômatos anomocíticos restritos à
epiderrne inferior6•

FIGVRA4
Rubus rosaefollus Smith - Fruto
4-A - Fruto - aspecto geral
4-B - Epicarpo (vista frontal)
4-C - Epiderme dos envoltõrios da semente
4-D - Células do mesocarpo, vasos e drusas.

São notáveis em Rubus rosaefolius Smith a intensa
pilosidade da face superior das sépalas (com aspecto
de micélio de fungos filamentosos) e as avantajadas
dimensões das células da epiderrne superior da folha
quando observadas em corte transversal.
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JORGE, L.I.F.; MARKMAN, B.E.D. - Histologycal characterization of the leaves and fruits of
Rubas rosaefolius Smith. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 53(1/2): 1-4, 1993.

ABSTRACf: Leaves and fruits of Rubas rosaefollus Smith were anatomically stndied to
supply subsidies to the identification of the planto The leaves are compounds and their folioles have
dentateds borders. They present as epidermic annexs: one sim pie hair with 400 um of length
approximately, and two types of glandular hairs: one with spheric head and another with lenticnlar
hair; pluricellulars both of them. Druses are more abundant in leaves than in fruits. The sepaIs have
ample hairy coverage on the upper epidermis. The fruits do not have starch.

DESCRIPTORS: Rubus rosaefollus Smith, redberry, wild berry, leaves and fruits,
histologycal characterization.
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RESUMO: Os metabõlítos tóxicos Aflatoxinas (AFL) Bl, B2, G1 e G2, são produzidos por
linhagens de fungos Asperglllus flavus e A. parasiticus, Ocratoxina A (OCT) produzida por A.
ochraceus e várias espécies de Peniclllium e a Zearalenona (ZEA) pelo Fusarium graminearum.

Estas micotoxinas foram pesquisadas em 519 amostras de diferentes substratos constituídos
especialmente de milho e ração balanceada, além de outros produtos utilizados na alimentação
animal como arroz, sorgo, farelo de trigo e colza, provenientes do Brasil e uma amostra da
Argentina durante o período compreendido entre os anos de 1987-1991.

Foi empregado o método SOARES & RODRIGUES-AMA YA para extração e quantificação
das micotoxinas, cem limites de detecção de 4, 5, 60 p.p.b. para Aflatoxinas, Ocratoxina A e
Zearalenona, respectivamente.

Em 68,59% das amostras não foram detectadas estas micotoxinas, mas 24,86% das amostras
positivas estavam contaminadas por Aflatoxinas, 1,73% por Ocratoxina A e 4,82% das amostras
estavam contaminadas por Zearalenona. °nível máximo de contaminação por Aflatoxinas foi de
1906 p.p.b., de 745 p.p.b. por Ocratoxina A e de 4982 p.p.b. por Zearalenona.

Frente aos resultados obtidos, sugere-se o monitoramento constante destas micotoxinas,
principalmente Aflatoxinas, por parte da indústria e a atenção dos produtores de aves e suínos, pois
estas micotoxinas comprometem a saúde animal e, por conseqüência, o desempenho produtivo
destes animais.

UNITERMOS: Micotoxinas, Aflotoxiuas; Ocratoxina A, Zearalenona, cromatografla em
camada delgada.
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INlRODUÇÃO

As rnicotoxinas constituem-se em um grupo de
compostos tóxicos produzidos por linhagens fúngicas
que crescem sob condições favoráveis em uma
grande variedade de substratos, principalmente
grãos13•

Afetam com freqüência cereais e sementes
oleaginosas durante a colheita, armazenamento e
Industrialização'.

A presença de micotoxinas em produtos
alimentícios depende do crescimento de espécies
fúngicas es~íficas e de fatores como umidade e
temperatura'i'".

Os metabólitos tóxicos Aflatoxinas (AFL) El, B2,
G1, G2, são produzidos pelos fungos Aspergillus
flavus e A. parasiticus, Ocratoxina A (OCT)
produzidos por A. ochraceus e várias espécies de
Penicillium e Zearalenona (ZEA) pelo fungo
Fusarion graminearum4.

As principais linhagens fúngicas que produzem
AFL, necessitam de determinadas condições para seu
desenvolvimento, como umidade relativa do ar entre
80 e 90% e temperatura ambiental superior a 20·C8

,9.

Sendo o Brasil um país de clima tropical, apresenta
condições favoráveis para o desenvolvimento destas
micotoxinas.

A AFL Bl é a mais encontrada e também a mais
tóxica. Provoca profundas alterações orgânicas
traduzidas por hemorragias através da inibição dos
fatores 11e VII da coagulação sanguínea e lesões no
hepatócito; a ingestão de baixas quantidades por
longo período determina baixa conversão alimentar
nos animais, imunodepressão e câncer hepático. Os
rebanhos que consomem grãos contaminados são os
mais afetados, principalmente aves e suínos!': 7,

A Ocratoxina A provoca lesões extensas nos
túbulos renais, especialmente em suínos, impedindo a
reabsorção de água pelo organísmo': 16.

A Zearalenona possui efeito estrogênico,
principalmente em suínos, podendo produzir edema,
prolapso de vulva, abortos e crescimento das mamas
nos machos. Esta toxina é somente produzida em
épocas temperadas ou frias, entre 12 e 14·C,
semelhantes às encontradas na região sul do país" 10.

Devido à toxicidade destas micotoxinas foram
analisados durante cinco anos (1987-1991),
alimentos destinados ao consumo animal, através da
cromatografia em camada delgada frente as AFL,
OCfeZEA.

MATERIAL E MÉTODOS

ração balanceada, além de outros produtos utilizados
na alimentação animal, como arroz, sorgo, farei o de
trigo e colza (gráfico 1), provenientes de várias
regiões do Brasil e da Argentina (Figura 1),
remetidas para o Laboratório de Micotoxinas da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no
período compreendido entre os anos de 1987 a 1991.

Amostras pesando aproximadamente 1 kg foram
coletadas em diferentes pontos do lote de grãos ou
ração a serem avaliados. No laboratório foram
triturados, homogenizados e retirada uma subamostra
de 50g para a determinação das micotoxinas.

A metodologia empregada para a extração é a
preconizada por SOARES e RODRIGUES-AMAYA15

,

a identificação e quantificação foram realizadas através
de cromatografia em camada delgada (CCDi,17.

TABELAl

Tipo de alimentos para consumo animal analisados no
período de 1987 a 1991.

ANO
AMOSTRAS TOTAL %

1987 1988 1989 1990 1991

Milho 35 48 42 47 66 238 45,86
Ração ba-
lanceada 12 23 35 35 61 166 31,98
Outros
alimentos" 06 20 30 09 50 115 22,16
TOTAL 53 91 107 91 177 519 100,00

* : arroz, sorgo, trigo, colza, soja, etc.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados para AFL, OCT e ZEA detectados
em 163 amostras positivas distribuídas nos anos de
1987 a 1991 são mostradas na Tabela 2, onde N. D.
(não detectado) expressa valores inferiores ao limite
de detecção em CCD para AFL de 4 ppb, OCT de 5
ppb e para ZEA de 60 ppb.

TABELA 2

Distribuição de Aflatoxinas, Ocratoxina A e Zearalenona
detectadas em 163 amostras analisadas no período de 1987
a 1991.

ANO
AMOSTRAS TOTAL %

1987 1988 1989 1990 1991

Aflatoxinas 15 10 08 17 79 129 79,14
Ocrato-
xinaA N.D.* 02 07 N.D. N.D. 09 5,52
Zearalenona

N.D. 08 10 02 05 25 15,34
TOTAL 15 20 25 19 84 163 100,00
% 9,2 12,27 15,34 11,66 51,53 100,00

Foram analisadas 519 amostras de diferentes
substratos constituídos principalmente de milho e • N.D.: Não Detectado
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Estes resultados expressam uma positividade de
31,40% frente a estas micotoxinas nos alimentos
analisados. As AFL B1, B2, G1 e G2 representam
79,14% (Figura 2) das amostras positivas
comprovando, assim, uma predominância desta
micotoxina e representando 24,85% do total das
amostras analisadas, superando expectativas desta
contaminação em outros países como EUA, onde a
contaminação chega a apenas 5 a 10% em rações
para consumo animall8•
Isto permite considerar a aflatoxicose como um

dos problemas que pode afetar a produção animal.
Nas Tabelas 3 e 4, observa-se a incidência de AFL,

ocr e ZEA, utilizando-se como parâmetros os níveis
toleráveis no Brasie, bem como valores mínimos e
máximos encontrados.

~ Aflato.linas ~Zl!'Qrall!'nOna c:::::J ocrctcx.rc A

FIGURA 2 . DlstribuiçGo ctosomostnM pcMitivos de Aflatoxinas.Ocratoxina A.

Zeoralenana detectollllos no lo'-rotdrlo d. micotoxlnas da UFSNde
t987-91

FIGURA 2
- Distribuição das amostras positivas de Aflatoxinas,

Ocratoxina A e Zearalenona detectadas no laboratório de
micotoxinas da UFSM de 1987-91

Os níveis de AFL encontrados foram de até 1906
ppb, em amostras do Rio Grande do Sul, enquanto
SABINO et aliill encontraram níveis de até 3200 ppb
em amostras de milho procedente da região sul do

país; já SANIDS et aliP ao analisar milho
contaminado em Minas Gerais, revelaram níveis de
AFL de 1985 ppb, o que provocou três surtos de
aflatoxicose em suínos.
As amostras positivas para ocr alcançaram

percentual de 5,52% frente às demais micotoxinas
analisadas, sendo que sete amostras provenientes do
estado de São Paulo, apresentaram concentrações de
até 645 ppb. Esta contaminação ocorreu em resíduos
de farelo de bolacha que foi adicionado como veículo
ao concentrado para alimentação de suínos. O
desenvolvimento desta micotoxina por linhagens de
Aspergillus ochraceus ocorre especialmente com
umidades de 17% no grão e temperatura de 24°C,
condições estas que facilmente acontecem na região
Sudeste. Já no Rio Grande do Sul, a contaminação de
duas amostras talvez esteja correlacionada ao gênero
Penicillium que, de acordo com a WHOl6

, necessita
de clima frio para produção de ocr.
Os níveis de ZEA em uma amostra de milho no

Rio Grande do Sul alcançaram 4982 ppb,
provavelmente devido às condições climáticas do
estado, onde a temperatura é baixa no inverno e a
umidade ambiental é alta, favorecendo a formação
desta micotoxina durante o cultivo e principalmente
no armazenamento de grãos. O Rio Grande do Sul é
a região brasileira com maior risco de contaminação
por ZEA, pois esta micotoxina, para ser produzida
precisa de alta umidade e de alternância de dias
quentes com noites frias6• Estas condições climáticas
ocorrem durante quase todo o ano neste estado.
SABINO et aliilOao analisarem ZEA nas regiões Sul
e Sudeste encontraram 5% de amostras positivas,
enquanto SOARES & RODRIGUEZ-AMAYAlS

, na
região de Campinas, SP, obtiveram resultados
negativos para esta micotoxina. No entanto, em 410
amostras analisadas no Rio Grande do Sul (Tabela
3), foram detectadas 6,1% das amostras
contaminadas por ZEA.

Quanto à sazonalidade das micotoxinas (Gráfico
1), observa-se que as AFL ocorreram durante quase
todos os meses do ano, com variações mínimas de

TABEIA3

Incidência de Aflatoxinas, Ocratoxína A e Zearalenona em Alimentos Analisados pelo Laboratório de Micotoxina da UFSM
de 1987 a 1991.

TOTAL OEAMOS'IRAS N"AMOSTRAS N"AMOS'IRAS N"AMOS'IRAS
PROCEOtJ:NCIA ANAUSADAS POSITIVAS POSITIVAS POSITIVAS

AFLATOXINAS ZEARAIENONA OCRATOXINAA
<30PPB ,. =30PPB <200PPB ",=2OOPPB < SOPPB > = 50PPB

N" % N" % N" % N" % N" % N" % N" %

RIOGRANOE
OOSUL 410 79 75 58,1335 27,13 3 12 22 88 2 22,2 NO· -
OUmAS
REGIÓES 109 21 18 13,9401 0,8 NO·· NO··- 11,1 6 66,7

·Valores inferiores a 5 ppb NO:Número de amostras
•• Valores inferiores a 60 ppb%: Percentagem de amostras
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TABElA 4

Valores máximo e mínimo de Aflatoxina, Zearalenona e Ocratoxina a Encontrados em 519 amostras. UFSM (1987 a 1991).

.MICOTOXINA PROCEDÊNCIA VALOR MÍNIMO VALOR MÁXIMO
(ppo) (ppo)

Aflatoxinas RS* 4 1906

Outras regiões 5 31,9

Zearalenooa RS 100 4982

Outras regiões N.D.** N.D.

OcratoxinaA RS 14 21

Outras regiões 50 745

* Rio Grande do Sul" : N.D.= Não detectado

positividade. Já a ZEA ocorreu, principalmente de
julho a dezembro, em amostras provenientes do RS,
confirmando que o clima do estado é o fator
preponderante para o seu desenvolvimento.
Devido ao pequeno número de amostras

contaminadas com ocr não foi possível determinar
épocas do ano de maior ou menor incidência.
Os resultados aqui apresentados permitem concluir

que a presença de micotoxinas em alimentos para o
consumo animal analisados no Laboratório de

Micotoxinas - UFSM, mostraram um elevado índice
de contaminação desses agentes tóxicos.

Em vista dos resultados encontrados, toma-se
necessário uma ativa vigilância de alimentos
destinados ao consumo animal, pois muitas vezes, a
má qualidade destes poderá determinar prejuízos ao
produtor rural.

BALDISSERA, M.A.; SANTURIO, J.M.; CANTO, S.R.; PRANKE, P.R.; ALMEIDA, C.A.A.;
SCHIMIDT, C .. - Aflatoxin, Ochratoxin a and Zearalenone in Animal Feedstuffs in South
Brazil. Parto 11.- Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2): 5-10, 1993.

ABSTRACT: The toxic metabolites of aflatoxins are produced by fungi strains Asperglllus
flavus and A. paraslticus Ochratoxin a (OCT) produced by A. ochraceus ando different species of
penicillium and the Zearalenone (ZEA) by the Fusariun graminearum, The mycotoxins were tested
in 519 samples. The samples used were mainly com, feedstuffs, rice, sorghum, wheat flour and
colza, The samples were collected during the year of 1987-1991 one being from Argentina and ali
others from Brazil. The method used was the one described by SOARES &
RODRIGUES-AMA YA for extraction and quantification of mycotoxins with the limits of
detection being 4, 5, 60 ppb for Aflatoxin, Ochratoxin A and Zearalenona, respectively. In 68,59%
of the samples no mycotoxins were detected. However 24,68% of the samples were positive for
Aflatoxins, 1,73% for Ochratoxin A and 4,82% were contaminated by Zearalenona. The maximum
levei of Aflatoxin was 190Q ppb; 745 ppb for Ochratoxin A and 4982 ppb for Zearalenone.

These results indicate the necessity of a constant surveillance of mycotoxins, mainly
aflatoxins by the industry. The producers of chickens and swine should be aware that mycotoxins
are bad for animal health and also for productivity.

Uniterms: Mycotoxins, Aflatoxins. Ochratoxin A, Zearalenona, Thin-Iayer chromatography
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RESUMO: Em nosso meio, o planejamento de dietas e o cálculo dos diferentes nntrientes é,
em geral, feito com o uso de tabelas internacionais de composição de alimentos. Além deste fato,
as tabelas disponíveis no Brasil são comumente compiladas e/ou traduzidas de tabelas oriundas do
exterior. Desta maneira, os resultados obtidos ou a composição da dieta nem sempre correspondem
à realidade local. Considerando a necessidade de se conhecer a composição em macronutrientes
dos alimentos normalmente consumida pela população brasileira, o presente trabalho teve por
objetivo determinar: o teor cal6rico (calorimetria direta), de nitrogênio, o extrato etéreo, cinzas,
umidade e de hidratos de carbono (por diferença) dos seguintes alimentos: açúcar refinado, alface,
arroz polido, banana, batata-inglesa, café em p6, café infusão, carne bovina, cenoura, chuchu,
farinha de mandioca, farinha de trigo, feijão, feijão preto, fnbá, laranja, mandioca, mandioquinha
salsa, leite em p6, leite pasteurizado, 61eo de soja, ovo de galinha, pão e tomate. Os resultados
foram discutidos e comparados com os de tabelas internacionais. Recomenda-se o uso dos valores
obtidos no presente trabalho quando for necessário determinar a composição de alimentos de uso
no Brasil.

DESCRITORES: Calorimetria direta, proteína, cinzas, Iipfdios, hidratos de carbono,
umidade, tabela de composição de alimentos.

INTRODUÇÃO visam fornecer ou suplementar a dieta de grupos
populacionais específicos, como idosos,
pré-escolares, diabéticos, obesos, ete.: d) indústria de
alimentos; e) educação alimentar; f) terapêutica
nutricional.

Dados sobre a composiçao dos alimentos são
Importantes em saúde pública, entre outros motivos,
paral2, 20, 21: a) realização de balanço alimentar com
objetivo de avaliar a ingestão alimentar em
programas de merenda escolar; b) avaliação indireta
do estado nutricional de grupos populacionais ou do
seu nível de risco; e) planejamento de programas que

Rotineiramente, a adequação quantitativa da
ingestãode macronutrientesé feita com uso de tabelas
de composição de alimentos. No Brasil os estudos
epidemiológicos que necessitam dessa adequação,

1 Disciplina de Nutrologia do Departamento de Clínica Médica. Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, USP
14049-900 Ribeirão Preto, SP. Fax (016) 633-1144

2 Trabalho parcialmente apresentado no XIII Congresso Brasileiro de Ciência e Tecnologia de Alimentos. São Paulo,
1992.

3 Trabalho parcialmente financiado pelo CNPq, processo # 302624/82-1.
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tanto retrospectivos como prospectivos, tanto
populacionais como clínicos, fazem uso de tabelas
intemacionaisÓ,14,23recomendadas pela FAO (Food and
Agriculture Organization); OMS (Organização Mundial
de Saúde) e N.R.S. (lhe National Research Council-
National Academy of Sciences U.SA). As tabelas
freqüentemente utilizadas no Brasil são as apresentadas
na tabela 1. Na elaboração dessas tabelas foram
utilizados alimentos dos locais de origem das mesmas,
com características regionais que, provavelmente, são
diferentes daquelas encontradas no Brasil, o que
comurnente pode ser um fator de erro no cálculo de
nossas dietas. Esse fato se deve à existência de
diferenças com relação às condições climáticas, SOIOI,24,
adubaçã07, armazenamento, processamento,
conservação'", tipos e espécies das matrizes, dentre
outras possíveis variáveis entre uma região e outra.

Os dados nacionais são, em geral, escassos e
desatualizados'!' 12,21.As tabelas brasileiras, além de
incompletas em termos de nutrientes são,
freqüentemente, pouco confiáveis por falta de
descrição de procedimentos analíticos ou pelo uso de
técnicas Inadequadas". Este problema também é
relatado em outros países da América Latina'. A
título de exemplo, dois problemas comuns são
freqüentes: 1) para determinar a composição de uma
alimento é comum o uso de duas ou mais tabelas
diferentes, mesmo quando se quer saber sobre
proteínas, energia, hidratos de carbono e Iipídios. 2)
Para se determinar o teor total de um nutriente
específico, por exemplo proteína, em uma mistura de
alimentos, é novamente comum o uso de duas ou
mais tabelas. Assim sendo, a título de ilustração, ao
se comparar o valor calórico do leite em pó pela
tabela do ENDEF13 encontra-se 502 kcal/l00 g,
enquanto na tabela INCWs encontra-se 349
kcal!l00g. A mandioca na tabela INCWs oferece
148 kcal/l00 g e na "Composition of Food,,23 352
kcal!l00 g.

A determinação de macronutrientes na vasta gama
de alimentos brasileiros é uma tarefa que abrange
proporções gigantescas e foge ao escopo desse
trabalho. No entanto, a população brasileira, apesar
de se encontrar distribuída numa larga extensão
territorial apresenta uma certa uniformidade quanto
aos principais alimentos ingeridos. Assim, por
exemplo, o arroz e o feijão, com raras exceçõe~
fazem ~arte da dieta da maioria do povo brasileiro '
12,13,18, 2. Portanto, o presente trabalho teve por ob-
jetivo determinar a composição em macronutrientes
tes de um grupo de alimentos rotineiramente
consumidos pela população brasileira. Foram
determinados o teor de proteina, o teor de gordura,
umidade e cinza, hidratos de carbono (por diferença)
e o teor energético dos alimentos por meio de
calorimetria direta.

12

MATERIAL E MÉroDOS

Amostras de alimentos

Os alimentos foram adquiridos no comércio local,
pequenos armazéns, da periferia de Ribeirão Preto,
SP, no período de julho a outubro de 1992. Foram
analisadas duas amostras de cada alimento e cada
amostra foi feita em triplicata. Os alimentos
analisados encontravam-se em seu estado in natura.

Foram avaliados os seguintes alimentos: açúcar
refinado; alface (Lactuca sativa L.); arroz polido
(Orysa saliva L.); banana (Musa cavendishi Lam);
batata inglesa (Solanum tuberosum L.); café torrado e
moído (Coffea arabica L.); café infusão; diferentes
amostras de carne bovina (Bos taurus); cenoura
(Daucus carota L.) chuchu (Sechium edule Swartz);
farinha de mandioca (Manihot esculenta Crantz);
farinha de trigo (Triticum vulgare); feijão (Phaseolus
vulgaris L.); feijão preto (Phaseolus compressus
niger M.); fubá de milho (Zea mays); laranja (Citrus
aurantium Rino); mandioca (Manihot esculenta
Crantz); mandioquinha salsa (Arracacia xanthorriza
Bancroffy; leite em pó (industrializado); leite
pasteurizado tipo "C"; óleo de soja (Glycine max, L);
ovo de galinha; pão francês e tomate (Solanum
lycopersicum L.).

Determinação da fração nitrogenada

O nitrogênio foi determinado pelo método de
micro-Kjeldahl. Esse método determina o nitrogênio
total contido na amostra". A partir da determinação
do nitrogênio total, calculou-se a quantidade de
proteína da amostra através do uso de um fator de
conversão específico para cada alimento'. Todo
nitrogênio encontrado nos diferentes alimentos foi
considerado protéico, não sendo pois, considerada a
presença de outras substâncias ni trogenadas.

Determinação da umidade

A umidade foi determinada por meio de seca&em,
utilizando estufa a l00-110·C até peso constante .

Determinação da fração cinza

As cinzas foram determinadas pela incineração do
alimento a 500-550·C em forno mufla, obtendo-se
assim o resíduo mineral fixols.

Determinação da fração extrato etéreo

A determinação do extrato etéreo foi realizada
através de uma extração contínua em aparelho do
tipo Soxhlet usando como sol vente o éter de
petróleo".
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Determinação dos hidratos de carbono

Os hidratos de carbono foram determinados por
diferença das frações protéicas, Iipídica, cinza e
umidade1s•

Calorimetria direta

O valor energético dos alimentos foi determinado
por meio de calorimetria direta'", usando o aparelho
"1261 Automatic Isoperibol Bornb Calorimeter" e

expresso em termos de kilocalorias ou kilojoule (1
kcal = 4,1868 Kj).

RESULTADOS

Os alimentos foram subdivididos em dois grupos para
facilitar a visualizaçío dos resultados. A tabela 2 apresenta
os alimentos de origem animal e atabela :I (fi de origem
vegetal. 'Ibdas as deicrrnifiaçócs que apresentaram um
coeficiente de variação superior a I (Y;; foram repetidas. A~
tabelas apresentam a média aritmética das duas triplicatas
feitas para cada um dos itens.

TABElA

Fontes de dados sobre a composição de alimentos em uso comum no Brasil".

TABElA 1

ANO DE
PUBLICAÇÃO

Valor vitamínico de alimentos brasileiros'
Estudo Nacional da Despesa Familiar (ENDEF)13
Composição Química de Alimentos, G.V.E. Franc09

Teor de Na/K _ FMUSp17

Composici6n de Alimentos para Uso en América Latina, Instituto de Nutrici6n de Centro
América y Panamá2S
Composition of Foods. United States Department of Agriculturev'
Amino Acid Contents of Foods and Biological Data on Proteins. Food and Agriculture
Organiza tion of the United Na tions2

1954
1977
1982
1945-50

1961
1963

1970

" Modificado de Lojolo e Vannucchi17

TABElA 2

Composição e teor cal6rico de alimentos de origem animal.

PROTEíNA EXTRATO HIDRATOS CINZA UMIDADE CALORIAS
(G%) ETÉREO DE

CARBONO (g%) (g%) (kcal%)
(g%) (g%)

Leite em p6 industrializado 26,19 21,68 43,46 3,57 5,10 505
Leite pasteurizado tipo "C" 3,14 • * 0,67 88,08 62
Carne bovina, coxão mole 26,57 2,57 0,16 0,70 70,00 152
Carne bovina, aIcatra 26,80 2,36 2,04 0,70 68,10 153
Carne bovina, lagarto 24,58 3,63 1,18 0,71 69,90 158
Carne bovina, peixinho 21,10 3,22 2,19 0,69 72,80 133
Ovo de galinha 14,81 12,77 3,99 1,33 67,10 185

" Não determinado.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Segundo Bressani3 as tabelas de composição de
alimentos podem ser consideradas como uma riqueza
nacional pois têm usos múltiplos em alimentação e
nutrição, na terapia nutricional e na saúde de um modo
geral. Além de serem associadas à agricultura e ao
planejamento alimentar populacional, são necessárias
em atividades associadas com a indústria alimentar e,

por fim, são também úteis no desenvolvimento social
e econômico de um país.

Os resultados encontrados neste trabalho diferem,
em média, entre 10 e 20% dos valores encontrados
nas tabelas internacionais e nas compiladas no Brasil.
No entanto, uma dificuldade séria encontrada diz
respeito à correta identificação do item analisado.
Nem sempre é possível fazer a comparação correta.
No caso da carne bovina foram analisadas diferentes

13

_. __ .------------------
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TABELA 3

Composição e teor cal6rico de alimentos de origem vegetal.

PROTEíNA EXTRATO HIDRATOS CINZA UMIDADE CALORIAS
(g%) ETÉREO DE

CARBONO (g%) (g%) (kcal%)
(g%) (g%)

Açúcar refinado 0,00 0,00 99,02 0,58 0,40 393

Alface, folha lisa 1,23 0,18 2,19 0,77 95,63 16

Arroz polido cru 4,97 1,66 82,04 0,41 10,92 329

Banana 1,39 0,40 18,78 0,83 78,60 87

Batata-inglesa 2,00 0,29 19,37 0,54 77,80 88

Café torrado moído 13,94 8,39 68,26 3,41 6,00 470

Café infusão 0,63 0,83 1,09 0,36 97,09 12

Cenoura 1,54 0,42 12,11 0,98 84,95 61

Chuchu 1,16 0,10 5,67 0,32 92,75 29

Farinha de mandioca 2,23 0,73 93,06 0,30 3,68 399

Farinha de trigo 12,45 1,23 74,16 0,36 11,80 335

Feijão 19,53 1,77 60,89 4,41 13,40 331

Feijão preto 21,39 1,48 58,80 3,70 14,63 369

Fubá 7,47 3,90 76,54 0,79 11,30 338

Laranja, suco 0,84 0,22 8,31 0,29 90,35 41

Mandioca 1,38 0,52 38,49 0,54 59,07 168

Mandioquinha salsa 1,03 0,35 27,86 0,86 69,90 115

Óleo de soja 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 952

Pão francês 12,58 1,15 66,51 1,56 18,20 310

Tomate 1,21 0,40 3,78 0,48 94,15 27

* Todo nitrogênio do café foi considerar o de outras fontes como a cafeína.

amostras. Segmentos diferentes de animais podem de carbono dos alimentos. Os valores 4 kcal/g, 9
resultar em teores de nutrientes diferentes. Este fato é kcal/g e 4 kcal/g, comumente utilizados como fatores
importante pois, a utilização de tabelas com termos de conversão alimento/energia, representam uma
diferentes daqueles corretos pode resultar em erros, aproximação respectivamente para proteínas, lipídios
muitas vezes grosseiros. e hidratos de carbono, média obtida em diferentes

alimentos.
No presente trabalho a medida da energia

produzida pela combustão direta do alimento na
bomba calorimétrica, ao contrário da utilização de
fatores constantes de conversão para proteína,
gordura e hidratos de carbono, confere maior
credibilidade aos resultados. Este procedimento é
menos sujeito a erros, principalmente quando se
considera que podem existir variações dos fatores
e/ou na composição de proteínas, lipídios e hidratos

Os presentes resultados visam estimular estudos
atualizados sobre a composição regional dos nossos
alimentos e mostrar a importância da determinação
direta da energia produzida pela combustão do
alimento. Estes dados precisam ser estendidos a
outros alimentos, à alimentação e à dietoterapia para
garantirem maior confiabilidade em estudos
nutricionais.

14



MARCHI~, J.S.; VI~All, L H.; JORDÃO Jr., A.; RODRIGUES, M.M.P.; OLIVEIRA, J.E.D. de, - Determinação de
macronutrientes em alimentos normalmente consumidos pela população brasileira. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 53(1/2):11-16,
1993.

RIAlA6fi40

MARCHINI, J. S.; VITALI, LH.; JORDÃO Jr., A.; RODRIGUES, M. M. P.; OLIVEIRA, J.E.D.
de, - Determination of macronutrient and energy content levels in common Brazilian foods.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2):11-16, 1993.

ABSTRACT: The macronutrient and energy content of common Brazilian foods was
estimated by determining the contents of cru de fat, protein, ash, water, total carbohydrate by
difference and total energy content by direct calorimetry.

DESCRIPTORS: Direct calorimetry, protein, ash, lipids, carbohydrates, food water, food
composition table.
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RESUMO: Com a finalidade de obter uma avaliação da qualidade dos queijos
comercializados em Ribeirão Preto, foi feito um levantamento de análises realizadas no Instituto,
de 1989 a 1990.

Foram estudados 61 laudos de análise de queijos tipo: Mussarela, Minas Frescal, Prato e
Requeijão.

Destes, 6 apresentaram-se fraudados, 10 apresentaram-se de acordo com os padrões legais e
45 em desacordo com os padrões legais, sendo que 13 eram do tipo Minas Frescal dos quaís 1
(7,70%) estava de acordo e 12 (92,30%) estavam em desacordo.

Das 9 amostras de queijos tipo Mussarela, só 2 (22,22%) estavam de acordo e 7 (77,78%) em
desacordo.

Das 25 amostras de queijos tipo Prato, só 1 (4,00%) estava de acordo e 24 (96,00%) em
desacordo.

Das 8 amostras de Requeijão cremoso, 6 (75%) estavam de acordo e 2 (25%) em desacordo.
Portanto, dos 55 laudos estudados, com exceção das fraudes, apenas 10 (18,18%) se

apresentavam de acordo com as normas legais.

UNITERMOS: Laudos Analíticos, Qualidade Queijo, Padrões legais Queijo.

INTRODUÇÃO Segundo o Código Sanitário N.TA. 11 3,7, queijo é
o produto fresco ou maturado, obtido pela separação
do soro, após a coagulação natural ou artificial do
leite integral, total ou parcialmente desnatado, através
de processos tecnológicos adequados, enriquecido ou
não de creme de leite e outras substâncias permitidas.

O queijo é um dos alimentos fermentados mais
antigos conhecidos pelo homem. Vários séculos antes
de Cristo, na região do Mediterrâneo, egípcios e
gregos já dominavam sua produção, que foi
aprimorada pelos romanos que a difundiram nas
regiões por eles conquistadas'.

A fabricação do queijo consiste na concentração dos
elementos insolúveis do leite. Através do uso de sais,

* Realizado nas Seções de Bromatologia, Química e Bacteriologia Alimentar do Laboratório I de Ribeirão Preto -
Instituto Adolfo Lutz.

Do Instituto Adolfo Lutz de Ribeirão Preto.**
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ácidos, aquecimento, microorganismos ou enzimas,
gera a precipitação do coágulo, que é cortado,
dessorado, cozido (ou não), modelado, salgado.
prensado (ou não) e maturado.
Conforme suas características, os queijos são

classificados em três categorias básicas de acordo
com a porcentagem de gordura no extrato seco total,
o sabor e a consistência.
Este trabalho foi realizado com a finalidade de

obter uma avaliação sobre a qualidade dos queijos
comercializados em Ribeirão Preto. Para tanto foi
feito um levantamento das análises realizadas no
I.AL. - RP., de 1989 a 1990. A amostragem
abrangeu as análises fiscais apreendidas pela
Vigilância Sanitária e a Polícia, além das análises de
orientação feitas por solicitação das agroindústrias da
região.

MATERIAIS E MÉIDOOS

Foram analisadas amostras de queijos tipo
Requeijão, Minas Frescal, Mussarela e Prato,
procedentes de várias localidades. Estas amostras
foram apreendidas no comércio ou enviadas por
usinas, transportadas em recipientes isotérmicos até o
laboratório e mantidas sob refrigeração até o início
das análises. Foram estudadas 55 amostras,
submetidas à avaliação dos caracteres organolépticos
e a exames físicos, químicos e microbiológicos.
Primeiramente, foram realizadas as determinações

microblológicas empregadas rotineiramente no
laboratórioi segundo metodologia recomendada pela
AP.H.AI

• e F.D.A4
• Entre as inúmeras técnicas

utilizadas enfatizamos a contagem padrão em placas,
pela semeadura em profundidade em ágar padrão
adicionado de 0,05% de c1oretode trifeniltetrazólio.
As bactérias coliformes foram quantificadas pela

técnica do número mais provável (N.M.P.) em meio
de bile - verde brilhante.
Para a contagem de bolores e leveduras, utilizou-se

semeadura em profundidade de ágar - dextrose -
batata - antibiótico, incubados em temperatura
ambiente.
A determinação de Staphylococcus aureus foi

realizada em semeadura em superfície em placas de
ágar Baird-Parker.
Bacillus cereus foi determinado por semeadura em

superfícies de ágar - manitol - gema de ovo -
polimixina.
A determinação de Clostridio Sulfito Redutores foi

realizada através de semeadura em profundidade, em
condições de anaerobiose em ágar sulfito -
polimixina - sulfadiazina.
A determinação de Salmonella foi feita por

pré-enriquecimento em água peptonada - tamponada
seguida de semeadura superficial em ágar
MacConkey e verde brilhante, enriquecimento
seletivo em Caldo Selenito e Caldo Tetrationato,
seguido de plaqueamento em ágar SS e B.G., com
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isolamento das colônias suspeitas e identificação das
mesmas.
As determinações físicas e químicas foram

realizadas pelos métodos descritos nas Normas
Analíticas do Instituto Adolfo Lutz", tendo sido
efetuadas as seguintes determinações: teor de
gordura, substâncias voláteis, amido e corantes, além
da realização do exame microscópico e dos
caracteres organolépticos das amostras.
Este conjunto de dados possibilitou verificar se

cada tipo de queijo se encontrava dentro dos
parâmetros normais.

RESULTAOOS E DISCUSSÃO

Os seis laudos de análises fiscais, das 60 amostras
apreendidas pela Polícia, revelaram tratar-se de
fraudes grosseiras, que consistiam de produtos feitos
a partir de um mingau, com formato, aspecto e odor
de queijo, que foram considerados separadamente
devido ao grande número de amostras.
Das 55 amostras para análises de orientação e

fiscal, solicitadas pelas agroindústrias, Vigilância
Sanitária e Polícia, apenas 10 estavam de acordo com
os padrões legais, sendo que 45 estavam em
desacordo, conforme mostra a Tabela 1.
De acordo com estes padrões legais, os queijos

Prato e Mussarela, classificados como semiduros, de
massa prensada, não podem ter menos de 40% e 28%
de Iipídios, respectivamente.
Os tipos Minas Frescal e Requeijão são

classificados como queijos moles, apresentando o
Minas Frescal de massa crua no mínimo 40% de
Iipídios e o Requeijão, obtido pela fusão da massa
com creme, no mínimo 30% de Iipídios.
Nesse estudo, com exceção de um queijo Prato que

apresentou teor de lipídios inferior a 35%, todos os
demais em desacordo o foram por transgredir as
normas higiênico-sanitárias, dentre as quais é citado
com grande freqüência o artigo 41 do Decreto-lei
federal nº 986 de 21110/69, e o Decreto estadual de nº
12.486 de 20/10n8 (N.T.A. 11)7. Em três amostras
de queijo foram isolados Staphylococcus aureus e
apenas um apresentou sujidades ao microscópio.
Em nenhum deles (exceto as fraudes) foi

encontrada a presença de amido ou de corantes.
O principal motivo da realização deste trabalho foi

a lembrança de que o queijo é um alimento
produzido a partir da fermentação do leite através de
inóculos de microorganismos que nas condições de
industrialização dificilmente poderiam ser compostos
de cepas absolutamente puras, geralmente
consistindo de um "pool" de microorganismos
fermentadores, expostos às condições ambientais mas
que sob condições higiênicas de manipulação, devem
ser absolutamente inócuos.
Muito embora a amostragem estudada neste

trabalho seja composta por menos de 100 elementos,
por se tratar de uma amostra aleatória, pode-se a
partir daí, esboçar uma inferência suficientemente
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abrangente do universo populacional (de queijos
comercializados nesta região) do qual a mesma foi
retirada.
Assim sendo, parece pertinente pensar em algumas

modificações no número de microorganismos
saprófitos permitidos por grama destes produtos,
principalmente leveduras que dificilmente poderiam
deixar de fazer parte de massa dos queijos, a menos
que se usasse na fabricação dos mesmos substâncias
desinfetantes muito mais nocivas a saúde do que os
contaminantes saprófitos usuais, excluindo deste
raciocínio os germes patogênicos.
Lembramos que queijos contaminados por

radioatividade ou por substâncias biocidas
dificilmente apresentariam qualquer tipo de
contaminação por microorganismos.

CONCLUSÃO

Das 60 peças fraudadas que originaram os seis
laudos analíticos e das 55 análises de orientação
estudadas, apenas 10 (18,18%) foram consideradas
próprias para o consumo e 45 (81,82%) não se
enquadraram nos padrões, o que nos levou a inferir
ser insatisfatória a qualidade dos queijos analisados
no LA.L. - R.P., nesse período de tempo.
Com base nos dados deste trabalho, que se apoiou

em normas legais em vigor desde 1969, somos
levados a concluir que a produção, manipulação e
estocagem destes produtos apresenta condições
higiênico-sanitárias insatisfatórias que eventualmente
podem causar problemas à saúde do consumidor.
Portanto, além de sugerir alguns estudos no

sentido de·tornar mais atualizadas as normas legais
sobre queijos, esse trabalho demonstra a necessidade

de uma constante fiscalização nos entrepostos de
venda ao consumidor, para a melhoria da qualidade
destes produtos.

TABELA 1

Porcentagem de amostras de queijos de acordo e em
desacordo com os padrões legais vigentes, analisadas no
Instituto Adolfo Lutz de Ribeirão Preto, no período de 1989
a 1990.

TIPO DE AMOSTRAS AMOSTRAS TOTAL
DE EM

QUEIJO ACORDO DESACORDO

N" % N" % N" %

MINAS FRFSCAL 1 7,70 12 92,30 13 23,64
MUSSAREIA 2 22,22 7 77,78 9 16,36
PRATO 1 4,00 24 96,00 25 45,45
REQUEUÃO 6 75,00 2 25,00 8 14,55
TOTAL 10 18,18 45 81,82 55 100,00
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ABSTRACT: With the purpose of estimate the quality of the cheeses commercialized in
Ribeirão Preto, were analysed the laboratorial results from the period of 1989-1990, in this
Institute.

Were studied 61 cheeses analysis of the Kinds: "Minas" Fresh, Mozzarella, Swiss Type and
Cream cheese.

From these, 6 were related to frauds, 10 were approved and 45 condemned, among these, 13
were type "Minas" Fresh for what only one (7,70%) was approved.

From 9 samples of Mozzarela cheeses, only 2 (22,22%) were approved.
From 25 samples of Swiss Type, only 1 (4,0% was approved and 24 (96,0%) were

condemned.
By other way, from 8 samples of Cream Cheeses, 6 (75,0%) were APROVED or the majotity.
Then, from the 55 samples studied, with exception of lhe frauds, only 10 (18,18%) were

approved, so we conc1uded not to be satisfatory the quality of cheeses in this period of time.

DESCRIPTORS: Cheeses, Frauds, QuaJity and Standards.
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BRAGAGNOLO, N. & RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. Avaliação do teor de colesterol como
parâmetro de controle de qualidade para massas com ovos. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
53(112):21-26,1993.

RESUMO: O teor de colesterol tem servido como índice da quantidade de ovos em massas
com ovos. A resolução 12n8 da Comissão Nacional de Normas e Padrões para Alimentos do
Ministério da Saáde (CNNPA-MS) estabelece três ovos por kg de massa, correspondendo a 0,450
g de colesterol por kg de massa. O método seguido pelos laboratórios de fiscalização é o
colorimétrico do Instituto Adolfo Lutz (IAL). No presente trabalho, foi realizada uma avaliação
comparativa de dois métodos colorimétricos, o do 1AL (que utiliza ácido acético, anidrido acético e
ácido sulfürico concentrado) e o de BOHAC et alii (que emprega ácido acético saturado com
sulfato ferroso e ácido sulfdríco concentrado), e um método que euvolve cromatografia Jfquida de
alta eficiência (CLAE) para determinar o teor de colesterol em massas com ovos. Para o ültímo
método foi utilizada uma coluna CIS, fase móvel acetonitrilia-isopropanol (75:25) e detector de
conjunto de diodos, a quantificação foi feita por padronização externa. Os métodos colorimétricos
superestimaram os valores de colesterol e, conseqüentemente, a quantidade de ovos adicionada às
massas. Já o método por CLAE revelou que as cinco amostras de massas analisadas continham
quantidades de ovos abaixo do mínimo exigido pela legislação vigente.

DESCRITORES: massa com ovos, colesterol, método colorimétrico, controle de qualidade,
CLAE.

INTRODUÇÃO fonte de informação não tenha sido citada, este valor
aparentemente foi calculado considerando que cada
ovo contém 150 mg de colesterol. O método oficial,
usado pelos laboratórios de fiscalização, é o
colorimétrico do Instituto Adolfo Luti (IAL), que
gera muita controvérsia, uma vez que não é
específico para o colesterol, mas para qualquer
esterol presente. Outras substâncias que tenham o
núcleo do esterol também podem ser quantificadas,
superestimando desta forma a concentração de
colesterol. Entre os diferentes métodos para massas
com ovos, os dois mais recentes envolvem
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)4 e
cromatografia gasosa (CGt.

O teor de colesterol tem sido utilizado como
parâmetro de qualidade no controle de massas com
ovos. A resolução 12n8 da Comissão Nacional de
Normas e Padrões para Alimentos do Ministério da
Saúde (CNNPA-MS)3 e comunicado 37/80 da
Divisão Nacional de Alimentos do Ministério da
Saúde (DINAL-MS) de 16 de dezembro de 1980
estabelecem que "massas com ovos" devem conter no
mínimo três ovos por kg de massa, correspondendo a
0,450 g de colesterol por kg de massa. Embora a

* Parte da dissertação de Mestrado da I' autora realizada junto ao Curso de Pós-Graduação em Ciência de Alimentos
da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

** Departamento de Ciência de Alimentos, FEA, UNlCAMP, Caixa Postal 6121, CEP 13081-970, Campinas, SP,
Brasil.
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No presente trabalho, foi realizada uma avaliação
comparativa de dois métodos colorimétricos, o de
IAL (que utiliza ácido acético, anidrido acético e
ácido sulfúrico concentrado) e o de Bohac et alii1

(que envolve ácido acético saturado com sulfato
ferroso e ácido sulfúrico concentrado) e um método
por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE),
estabelecido no nosso laboratório, para determinar os
teores de colesterol em massas com ovos.

MATERIAL E MÉ1ODOS

Material

As amostras foram adquiridas, ao acaso, em
diferentes quitandas e supermercados de Campinas,
em novembro de 1991.

Analisaram-se cinco amostras de massas com ovos
de marcas diferentes. As massas foram trituradas em
um moinho até a obtenção de um pó que passasse por
um tamis de 40 mesh.

Na tentativa de reconfirmar a confiabilidade dos
dados, foi preparada uma massa caseira com 3 ovos,
1 kg de farinha e 200 m! de água. Após secagem em
estufa a l00·C por urna hora a amostra foi triturada
como as anteriores.

MÉTODOS

Os procedimentos dos métodos avaliados estão
apresentados esquematicamente nas Figuras 1, 2, e 3.

A medida da absorbância foi feita em um
espectofotômetro Perkin-Elmer lambda 6,
computadorizado.

A curva padrão utilizada para o método do IALs
foi de O a 100 mg!l, com colesterol purificado
("Sigma", EUA), demonstrando !inearidade na faixa
das amostras analisadas.

O método de Bohac et alii", utilizado para
determinação de colesterol em carnes, foi adaptado
às condições do laboratório por Bragagnolo &
Rodriguez-Amaya' e usado como um método
alternativo. A curva padrão foi feita de O a 900 ug.

Para o método por CLAE, a extração dos lipídios
foi semelhante à do método colorimétrico do IALs. A
saponificação foi realizada de acordo com Bohac et
ali/o

Foi utilizado um crornatógrafo marca Varian, com-
injetor de válvula rotatória adaptado com amostrador 10
JAl, "Solvent Delivery System" modelo 9010, detector de
conjunto de diodos (190-367 nm), modelo 9065
Polichrom computadorizado acoplado a integrador
modelo 4400 e resgistrador Hewlett-Packard modelo
2225 D+. A coluna utilizada foi Spherisorb ODS-l, 5
!-l.ID, 150 x 4,6 mm (Alltech Associates, EUA),
precedida por coluna eIS de guarda Micropak
MClI-lO, 10 um, de30 x 4,6mm. A fase móvel foi
acetonitrila-isopropanol (75:25) num fluxo de 1,2
rnl/min com pressão de 73 atm. Todos os soIventes
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usados foram de grau cromatográfico, filtrados (0,45
um) e degaseificados antes do uso. Alíquotas do
extrato de massa com ovos foram evaporados sob N2,
redissolvidas em 1 rnl de fase móvel e filtradas (0,45
um) antes da injeção. O pico do colesterol foi
monitorado a 205 nm.

Para a escolha da fase móvel testou-se previamente as
seguintes misturas de solventes: acetonitrila-metanol
(50:50 e 60:40), hexano-isopropanol (99:1) e
acetonitrila-isopropanol (50:50, 60:40, 65:35; 70:30;
75:25 e 80:20).

A identificação do colesterol foi realizada por
comparação dos tempos de retenção e dos espectros
de absorbância (Figuras 4 e 5) obtidos pelo detector
conjunto de diodos do padrão, da amostra, e ainda
por co-cromatografia (spiking). Para a quantíflcação,
utilizou-se o método de padronização externa. Os
níveis utilizados para a curva padrão foram de 5 a 40
ug/injeçâo ( 10 JAl).

FIGURA!
Fluxograma para determina'f0 de colesterol em

massas com ovos, segundo IAL .

105·C por 20

Extração
dos
lipídios

secar em
minutos
adicionar 10 m! de clorofórmio
deixar em repouso por 24 horas
aquecer em chapa elétrica até a
ebulição
deixar sedimentar
filtrar
receber o filtrado em uma proveta de
25m!
esperar o papel de filtro secar, cortar
as beiradas amarelas do papel
iuntar ao resíduo
colocar mais clorofórmio
aquecer, filtrar e cortar o papel
repetir esta operação até que o papel
de filtro não se apresente amarelado
e o volume não ultrapasse 15 m!

Reação
de
cor

adicionar à proveta contendo a
solução c1orofórmica, 1 rnl de ácido
acético glacial, 2 m! de anidrido
acético, 0,2 ml de ácido sulfúrico
completar o volume a 20 m! com
clorofórmio
arrolhar o tubo
agitar bem
resfriar a 23·C, em lugar escuro, por
25 minutos
lerem 625 nm
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FIGURA 2
Fluxograma para determinação de colesterol em

massas com ovos, segundo Bohac et alil.

Extração
dos
Iipídios

Saponificação

Extração da
matéria
insaponificável

Reação
de
cor

adicionar 40 ml de clorofórmio-metanol
(2:1)
agitar 2 minutos com triturador
minipimer (Braun)
passar para tubo de centrífuga
adicionar 8 ml de NaCI 0,58% agitar
levemente
centrifugar 10 minutos a 2500 rpm
retirar a fase sobrenadante por sucção
transferir o extrato clorofórmico para
um frasco

evaporar o clorofórmio sob N2 em
banho-maria a 55·C
adicionar 10 ml de KOH 12% em
etanol9O%
misturar em agitador de tubo vortex
deixar 15 minutos a 80·C em
banho-maria com agitação

adicionar 5 ml de H:20
misturar em agitador de tubo
vortex
esfriar
colocar 5 ml de hexano
misturar em agitador de tubo
vortex

tomar 4 ml do extrato de hexano
evaporar sob N2 em banho-maria 55·C
adicionar 6 ml de ácido acético
saturado com FeS04
misturar em agitador de tubo vortex
colocar 2 ml de H2S04 concentrado
com bureta, misturando com agitador
de tubo vortex
resfriar a 2O·C
ler em 490 nm após 10 min

FIGURA 3
Fluxograma para determinação de colesterol em

massas com ovos por CLAE.

Extração
dos
Iipídios

Saponificação
De acordo com o método de Bohac
et alil.

Extração
da matéria
insaponificável

adicionar 5 ml de HzQ
misturar em agitador de tubo
vortex
esfriar
colocar 10 ml de hexano
misturar em agitador de tubo
vortex

CLAE

tomar 5 ml de hexano
evaporar sob N2 em banho-maria a 55·C
redissolver em 1 ml da fase móvel
agitar em banho ultra-sônico
filtrar (0,45 11m)
injetar (10 ul)
coluna: CI8, 5 11m (150 x 4,6 mm)
fase móvel: acetonitrila: isopropanol
(75:25)
detector: conjunto de diodos fixados a
205nm

Um teste de recuperação foi feito adicionando-se
quantidades conhecidas de colesterol (0,2 e 0,4 mg)
ao extrato de clorofórmio.

Análise estatfstica

Com o objetivo de verificar as diferenças entre os
três métodos, foi realizada análise de variãncia de um
fator ("one way"), crmauxílio do SOftwareMICROSTAT.
A comparação entre as médias foi feita pelo teste de
Tukey, a um nível de significância de 5%.
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(a)

12 12

Te rn p c de retenção (min)Tempo de retenção (min)

FIGURA 4
Cromatogramas característicos do padrão colesterol (a) e de
uma amostra de massa com ovos (b). Condições
cromatográficas: coluna, Spherisorb ODS-l,5 um (150 x
4,6 mm), fase móvel, acetonitrila: isopropanol (75:25),
fluxo, 1,2 ml/minutos, detector, conjunto de diodos fixados
a 205 nrn.
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FIGURA 5
Espectros de absorbância obtidos pelo detector conjunto de
diodos do padrão colesterol (b) e de uma amostra de massa
com ovos (a).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Avaliação do método por CLAE para massas
com ovos

Como o método por CLAE foi estabelecido no
presente trabalho, avaliou-se a sua confiabilidade.
Embora o método colorimétrico do IALs não

incluísse a etapa de saponíflcação para massas com
ovos, os testes preliminares demonstraram a
importância da mesma para remoção dos
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interferentes, como mostram os cromatogramas na
Figura 6.

(a) (b)

o

"
o
o

Tempo de retenção Imin)
3 6 9 12

Tempo de retenção (min)

(o)

FIGURA 6
Crornatogramas de uma amostra de massa com ovos não
saponificada (b) e submetida a saponíficação (a). Condições
cromatográficas: coluna, Spherisorb ODS-l, 5 11m(150 x 4,6
mm); fase móvel, acetonitrila-metanol (50:50); fluxo, 1,2
ml/minuto; detector conjunto de diodos fixado a 205 nrn.(b)

Esta etapa, portanto, foi incluída no método por
CLAE.
A recuperação do colesterol no método

estabelecido foi excelente, com valores de 97-98%
(Tabela 1).

TABELA 1
Recuperação do colesterol em massa com ovos

pelo método por CLAE

mg DE COLESTEROL
ADICIONADA % RECUPERAÇÃOn

0,2
0,4

98
97

2
2

n = número de determinações
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A eficiência da extração foi verificada através de
duas extrações consecutivas. O valor máximo obtido
na segunda extração foi de 0,0159 g de colesterol por
kg de massa.

Teores de colesterol em massas com ovos

Os níveis de colesterol em massas com ovos
obtidos pelos três métodos, os desvios padrão e os
coeficientes de variação encontram-se na Tabela 2.

TABELA 2
Comparação dos teores de colesterol em massas com ovos (gJkg) obtidos por três métodos

COLORIMETRICOS CLAE
AMOSTRAS*

IALS Bohac et aliã

MÉDIA± DP %CV MÊDIA±DP %CV MÉDIA±DP %CV

i 0,39 ± 0,04 10,2 0,52±0,01 1,9 0,11 ±0,01 9,1
2 0,77 ± 0,04 5,2 0,64 ±0,02 3,1 0,24 ±O,OO 0,0
3 0,76 ± 0,01 1,3 0,70 ±0,01 1,4 0,18 ± 0,01 5,6
4 0,42 ± 0,03 7,1 0,44±0,01 2,3 0,02 ± 0,00 0,0
5 0,48 ± 0,03 6,2 0,60 ±0,01 1,7 0,24 ±0,01 4,2

DP - desvio padrão
CV - coeficiente de variação

Os coeficientes de variação (%CV), média? de
6,0, 2,1 e 3,8, obtidos para os métodos de IAL , do
BOHAC et alii' e por CLAE, respectivamente,
demonstraram uma precisão boa dos três métodos.
Em relação aos teores de colesterol, uma avaliação
estatística do conjunto dos dados demonstrou que os
valores obtidos pelos métodos colorimétricos não
diferiram entre si, mas foram significativamente
maiores que os obtidos por CLAE. Estes resultados
indicam a existência de substâncias interferentes nos
métodos colorimétricos. A diferença entre os
resultados obtidos pelos métodos colorimétricos e
cromatográfico foi especialmente pronunciada com a
amostra 4. CLAE acusou um valor baixíssimo, o
cromatograma (Figura 7) mostrando um pico bem
menor que os das demais amostras.

*Amostras analisadas em duplicata.

2
'"oO-..,••cr

3 6 9

Tempo de retenção (min I
12

FIGURA 7
Cromatograma da amostra 4 de massa com ovos. Condições
cromatográficas:coluna, Spherisorb ODS-1, 5 f1II1 (150 x
4,6 mm); fase móvel, acetonitrila-isopropanol (75:25);
fluxo, 1,2 ml/mínuto; detector conjunto de diodos fixado a
205nm.

Pelos resultados obtidos pelo método IAL5
, duas

massas apresentaram colesterol abaixo do mínimo
estabelecido. No entanto, utilizando-se o método por
CLAE, todas as marcas de massa com ovos
analisadas deram valores de colesterol abaixo do
mínimo permitido pela legislação vigente, indicando
que menos de 3 ovos foram adicionados por quilo de
massa.

Considerando a discrepância nos resultados, foi
preparada e analisada em triplicata por CLAE uma
massa caseira com 3 ovos. A média obtida foi de
0,44 ± 0,01 gJkg, correspondendo ao valor estipulado
pelas normas brasileiras, equivalente a 3 ovos
adicionados na massa.

CONCLUSÃO

O método colorimétrico do IAL5 utilizado pelos
laboratórios de fiscalização, superestimou o conteúdo
de colesterol e, conseqüentemente, a quantidade de
ovo nas massas. O outro método colorimétrico, de
Bohac et aUi', também superestimou os teores de
colesterol.
É evidente, portanto, a ,necessidade de que a

metodologiaoficialsejamodificadaa fimde removeros
interferentes antes da reação colorimétricaou utilizar
CLAE,uma técnicaconfíável,porém,onerosa.
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BRAGAGNOLO, N. & RODRIGUEZ-AMA YA, D. B. - Evaluation of the cholesterol
concentration as quality control parameter for egg noodles. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
53(1/2):21-26,1993.

ABSTRACf: The cholesterol content has served as index of the amount of eggs in egg
noodles.Resolution 12/78 of the "Comissão Nacional de Normas e Padrões para Alimentos", of the
Ministry of Health (CNNPA-MS) specifies three eggs per kg of noodles, corresponding to 0.450 g
of cholesterol per kg of noodles. The method used by regulatory laboratories is the colorimetric
method of the Instituto Adolfo Lutz (lAL). In the present work, a comparative evaluation of two
colorimetric methods, those of lAL (which utilizes acetic acid, acetic anhydride and concentrated
sulfuric acid) and of Bohac et alii (which employs acetic acid saturated with ferrous sulfate and
concentrated sulfuric acid), and a method whích involves high performance liquid chromatography
(HPLC), established in our laboratory, for the determination of cholesterol in egg noodles was
carried out. For the latter method, a Cl8 column, acetonitrile-isopropanol (75:25) as mobile phase
and a diode array detector were used, quantitation was carried out by external standardization. The
colorimetric methods overestimated the cholesterol levels, consequently, the quantity of eggs added
to the noodles. The HPLC method revealed that the five samples of egg noodles analyzed contained
eggs at amounts lower than the minimum stipulated by current regulation.

DESCRIPTORS: egg noodles, cholesterol, colorimetric method, quality control, HPLC.
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MAIA, E.L & RODRIGUEZ-AMA YA, D.B. - Avaliação de um método simples e econômico
para a metílação de ácidos graxos com Iipfdios de diversas espécies de peixes. Rev. Inst.
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RESUMO: Existem diversas técnicas disponíveis para a preparação de ésteres metílicos de
ácidos graxos, cada uma tendo vantagens e desvantagens. O método de METCALFE et alli utiliza
o reagente BF3-MeOH que é caro e importado, o método de HARTMAN & LAGO emprega
reagentes comuns, mas requer mais vidrarias e maiores manipulações. Aproveitando os aspectos
vantajosos dos dois métodos citados, foi experimentado um método que proporciona rapidez,
simplicidade e baixo custo. Utilizou-se o reagente esterificante de HARTMAN & LAGO e as
demais etapas descritas por METCALFE et alii, sendo que as reações de hidrõlise e esterificação
foram realizadas em tubo de ensaio. O método proposto foi comparado com o método de
METCALFE et alii, utilizando os lipídios musculares de pacu, Piaractus mesopotamlcus e
sardinha, Sardinella brasiliensis. Para a separação e quantíficação dos ácidos graxos foi utilizada
cromatografia gasosa de alta resolução. Não houve diferença significativa ao nível de 5% nas
porcentagens de 18 ácidos graxos de pacu. De 36 ácidos graxos de sardinha, uma diferença
significativa a nível de 5% foi observada em apenas dois. Mesmo para estes dois ácidos graxos, a
diferença não foi significativa a nível de 1%. Portanto, os dois métodos são equivalentes. Estes
dois métodos também apresentaram resultados semelhantes para os lipídios de curimbatá, tílãpía e
tambaqui, demonstrando a alta aplicabilidade do método proposto.

DFSCRITORFS: metilação, ácidos graxos, peixe, cromatografia gasosa.

INTRODUÇÃO peixes como um todo são considerados fontes ricas.
Na verdade, há uma diferença marcante nos perfis de
ácidos graxos entre diferentes espécies de peixes e
entre as classes (lipídios neutros, fosfolipídios e
glicolipídios) e subclasses (triacilgliceróis, lecitina,
cefalina, etc.) de lipídios.

Por outro lado, a porção lipídica de alimentos pode
estar associada positiva ou negativamente às diversas
propriedades dos alimentos como sabor, estabilidade
da cor, características emulsificantes e conteúdo
calórico. A diferença entre espécies, em relação à
composição de ácidos graxos, representa uma das
variáveis mais significativas que determinam as
características de processamento, palatabilidade e

No exterior, nos últimos anos, os lipídios de peixes
têm sido objeto de numerosos estudos, por serem
uma fonte rica de ácidos jif.axos.w.linsaturados da
série ômega-3 (AGP 03)3, 13, 15, I, 28, 29. Estudos
epidemiológicos correlacionam a baixa incidência de
doenças cardiovasculares nos esquimós e japoneses,
com o consumo destes ácidos graxos provenientes de
peixes10, 11, 12, 18, 19. Tentativas de reduzir os riscos às
doenças cardiovasculares enfatizam a importância do
consumo de peixes ou de seus ~rodutos ricos em
AGP n3 e pobres em AGP n68, 16, 2, 27, Os AGP 03 e
óleos de peixes são tão intimamente ligados que os

* Departamento de Ciência de Alimentos
Faculdade de Engenharia de Alimentos
Universidade Estadual de Campinas
C.P. 6121, 13081-970 Campinas, SP, Brasil
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estocagem de alimentos como peixes, carnes,
frangos, etc. Os ácidos graxos insaturados,
especialmente os poliinsaturados, são Iábeis à
oxidação, um problema sério no processamento e
estocagem de alimentos.

No Brasil, o efeito benéfico dos AGP n3 já está
sendo divulgado, mas são poucos os trabalhos sobre
a composição de ácidos graxos em peixes brasileiros.
Este tipo de análise é geralmente conduzido por
cromatografia gasosa e, por se tratar de uma
composição complexa, com uma coluna capilar.
Apenas quatro trabalhos realizados no Brasil foram
encontrados na literatura, os quais utilizaram coluna
empacotada't 23. 24. 26. Os ácidos eicosapentaenóico
(EPA) e docosa-hexaenóico (DHA) em óleo de
sardinha e em suplementos alimentares à base de
óleo de sardinha foram determinados usando uma
coluna capilar de silíca fundida Carbowax 20M.

Com o desenvolvimento de instrumentos altamente
sofisticados, sensíveis e precisos, as etapas anteriores
à medida instrumental tornaram-se os passos mais
passíveis de erros, portanto, limitantes na obtenção
de dados exatos. Erros cometidos nestes passos
preliminares não são corrigidos na etapa instrumental
por mais moderno e sofisticado que seja o
instrumento.

A determinação da composição de ácidos graxos
por cromatografia gasosa é uma análise largamente
realizada em várias áreas da ciência. Ácidos graxos
de cadeia curta ;xxtem ser injetados diretamente no
cromatógrafo. Acidos graxos de cadeia longa, no
entanto, não são suficientemente voláteis para uma
análise direta, necessitando a sua transformação em
ésteres. Duas fontes de erros devem ser evitadas
nesta derivação: (1) a conversão incompleta dos
ácidos graxos (ligados ou livres) aos ésteres
desejados, e (2) alterações da estrutura durante a
liberação e esterilização dos ácidos graxos.

Existem vários métodos para a preparação de
ésteres metílicos de ácidos graxos, cada um tendo
vantagens e desvantagens. Envolvem uma
transesteriflcação ou uma hidrólise (saponificação)
da amostra, seguida de esrerificação dos ácidos.
graxos livres. O método de Metcalfe et alii25,
amplamente utilizado internacionalmente, envolve a
hidrólise com hidróxido de sódio e a metilação dos
ácidos graxos liberados com BF3-MeOH. A análise é
simples, rápida e realizada em tubo de ensaio. O
reagente BF3-MeOH, porém, é caro (importado),
tóxico e tem uma vida útil curta. Quando
envelhecido, pode causar danos à produção de
artefatos. Como alternativa, a metilação pode ser
efetuada com ácido clorídrico ou ácido sulfúrico
metanôlico, No Brasil, foi introduzido em 1973 o
método de Hartman & Lago" que emprega reagentes
comuns, como uma solução de c1oreto de amônio,
ácido sulfúrico e metanol para esterificação. Requer,
no entanto, mais vidrarias (inclusive condensador de
água) e maiores manipulações. Aproveitando os
aspectos vantajosos dos dois métodos citados, foi
experimentado neste trabalho um método que
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proporciona rapidez, simplicidade e baixo custo.
Utilizou-se o reagente esteríficante de Hartrnan &
Lago e as demais etapas descritas por Metcalfe et
alii, sendo que as reações de hidrólise e esterificação
foram, diferentemente de Hartman & Lago realizadas
em tubos de ensaio, permitindo assim a análise
simultânea de um grande número de amostras.

MATERIAL E MÉTODOS

As amostras de sardinha e curimbatá foram
adquiridas no Frigorífico Tavares (Campinas, SP).
Amostras de pacu, tilápia e tambaqui foram coletadas
de tanques de criação no Centro de Pesquisa e
Treinamento em Aquicultura (CEPTA, Pirassununga,
SP). Uma outra amostra de tambaqui (ai evi nos),
utilizada para com?arar o método proposto e o de
Hartrnan & Lago 4, foi obtida de um cultivo
intensivo na Universidade Estadual de Campinas.

Para cada amostra, uma polpa de peixe (uma pasta
de tecidos musculares contendo fragmentos de
espinhas intramusculares e isenta de pele) foi
preparada em moedor de carne de marca Britãnia
(contendo um disco com furos de aproximadamente
4 mrn de diâmetro) a partir de filés sem pele de 6 a
10 exemplares.

Empregou-se o método de Bligh & Dyer7 para a
extração dos lipídios totais da polpa de pescado,
levando-se em conta as proporções recomendadas
entre os sol ventes metanol, clorofórmio e água
tissular.

O extrato de Iipídios totais foi fracionado em
Iipídios neutros e fosfolipídios por cromatografia em
coluna, num tubo cromatográfico de vidro de 30 em
de comprimento por 2,0 cm de diâmetro interno,
contendo sílica gel 60 (70-230 mesh, Merck) como
adsorvente, de acordo com especificações de
Johnston et alii17• O adsorvente foi submetido a um
pré-tratamento que consistiu numa lavagem com
metanol e depois com clorofórmio, agitando-o por
uma hora para cada solvente com agitador
magnético. Os solventes foram removidos sob
filtração com trompa d'água e o adsorvente foi
colocado em dessecador a vácuo até apresentar-se
com aspecto bem seco. Vinte e cinco gramas do
adsorvente pré-tratado foram misturadas com 60 ml
de clorofórmio e colocadas na coluna. Depois do
empacotamento, uma camada de 1 cm de sulfato de
sódio anidro foi colocada no topo e a altura total do
leito foi de aproximadamente 12 cm. Após aplicação
da amostra na coluna, utilizou-se a seguinte
seqüência de eluição para separação das classes de
lipídios: 1) Fração I (lipídios neutros) - eluída com
200 ml de 20% de acetona em CHCI3 e 2) Fração II
(fosfolipídios) - eluída com 200 ml de metano!.

As amostras de Iipídios totais, Iípidos neutros e
fosfolipídios foram saponificadas e os ácidos graxos
metilados pelo método de Metcalf et alii25, usando
trifluoreto de boro em metanol (BF3-MeOH) como
reagente esterificante, ou pelo método proposto no
qual o BF3-MeOH foi substituído por
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NH4CI-H2S04-MeOH. O procedimento encontra-se
esquematizado na Figura 1.

Pesar dentro do tubo de ensaio 30-100 mg de lipídios

Adicionar 4 ml 0,5t NaOH em MeOH

~
Fechar bem o tubo e aquecer em banho de água em

ebulição até dissolver os gl6bulos de gordura e a solução
ficar transparente (3-5 min.)

~
Esfriar o tubo sob água corrente, o mais rápido possível

!
Adicionar 5 ml do reagente esterificante, fechar e

agitar o tubo.

~ .
Aquecer em banho de água fervente por 5minutos

Esfriar o tubo sob água corrente, o mais rápido possível.

!
Adicionar 4 ml de solução saturada de NaC1

Agitar com força por 30 segundos

!
Adicionar 5 ml do solvente (hexano ou éter de petr6leo)

Agitar com força por 30 segundos

!
Deixar em repouso. Injetar alfquota do

sobrenadante no cromat6grafo

FIGURA 1
Procedimento para a metílação dos ácidos graxos.

O (BF3-MeOH) (Merck, Alemanha) foi usado
como reagente. Para preparar o reagente
NH4CI-H2S04-MeOH, 10 g de NH4Cl foram
adicionados a 300 ml de MeOH, seguido por 15 rnl
de HzS04 concentrado, adicionado em pequenas
porções com agítação".
A cromatografia gasosa foi realizada em

cromatógrafo Varian, modelo 3300, equipado com
detector de ionização de chama, injetor do tipo
"split/splitless", coluna capilar de sílica fundida/(50
cm de comprimento x 0,22 mm de diâmetro interno
(WCOT, SGE, Austrália), contendo polietileno glicol
(Carbowax 20M) e integrador processador
INTRALAB 4290. As condições cromatográficas
foram as seguintes: temperatura do detector, 280'C,
temperatura do injetor, 250'C, temperatura da
coluna, 200'C por 42 min., programada a 2'C/min.
até 210'C, gás de arraste, hidrogênio com fluxo de
0,8 ml/min, gás "make-up", nitrogênio a 30 ml/min.,
técnica de injeção, "split" (com razão de "split" de
100:1).
A identificação dos ácidos graxos realizou-se de

acordo com os seguintes procedimentos: 1)
~ do tempo de retençãJnOO tmigido e axrigidode
ésteres metílicos das ácida> graxas das amostras e de
padrões, 2) técnica de co-eluição de padrões e
amostras, 3) comparação com óleos de origem
marinha (PUFA-l) e de origem animal (PUFA-2) da

Supelco (EUA), 4) comparação com óleo de fígado
de bacalhau (Sigma, EUA), 5) fatores de separação':
4,20, 6) comparação da ordem de eluição em coluna
capilar SE-54 (apoiar) e Carbowax 20M (polar), 7)
comprimento equivalente da cadeia (ECL), 8)
método gráfico no qual os logaritmos dos tempos de
retenção e ECL são plotados contra o número de
átomos de carbono dos ácidos graxos', 9)
espectrometria de massa por impacto eletrônico a 70
eV, utilizando um cromatógrafo gasoso
espectrômetro de massa Shimadzu QP 2000 A.
Os resultados da comparação de métodos de

metilação para os ácidos graxos dos Iipídios totais de
pacu e sardinha foram submetidos à análise de
variância (ANOVA) pelo procedimento de modelos
lineares gerais, aleatorizado (um fator, dois níveis e
três repetições), usando-se o pacote estatístico SAS.

RESULTAOOS E DISCUSSÃO

O método proposto foi comparado com o de
Metcalfe et alii 25, utilizando lipídios totais
musculares de paeu e sardinha, eujas composições de
ácidos graxos são diferentes (Tabela 1).
Os cromatogramas obtidos pelos dois métodos não

mostraram nenhuma diferença perceptível, tanto para
o pacu, como para a sardinha, que apresentaram,
respectivamente, um total de 66 e 61 picos. Desses
totais apenas os componentes com teores S 0,1%
estão apresentados na Tabela 1. Não houve diferença
significativa, a nível de 5%, nas percentagens de 18
ácidos graxos de pacu submetidos à análise
estatística. De 36 ácidos graxos de sardinha, apenas
em dois ácidos graxos (i-17:0 e 16:2n7) obteve-se
uma diferença significativa, a nível de 5%. Mesmo
para estes dois ácidos graxos, a diferença não foi
significativa a nível de 1%. Portanto, os dois
métodos foram considerados equivalentes.
O método proposto teve desvios padrões em geral

um fluCO maiores do que o método de Metcalfe et
alii2 • De acordo com AOA~, a diferença entre os
resultados para os ácidos graxas principais-I» 5%~
obtidos no mesmo dia, pelomesmo operador e com a
mesma amostra, não deve diferir por mais de 3%
relativo e valor absoluto de 1%. Para o paeu os
desvios, mesmo para o método proposto, ficaram
dentro destas especificações. Para a sardinha,
nenhum desvio absoluto foi superior a 1%, mas os
desvios relativos foram superiores a 3% para 14:0
(6%),20:5n3 (4%) e 22:6n3 (5%). No entanto, no
decorrer do trabalho, as duplicatas obtidas por este
método ficaram dentro das exigências da AOAC.
Os dois métodos também foram aplicados às

frações lipídios neutros e fosfolipídios de pacu e de
outras espécies (curimbatá, tilápia e tambaqui)
Tabelas 2 a 5 . Os resultados revelaram-se muito
semelhantes, demonstrando a ampla aplicabilidade
do método proposto.
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TABElA 1

Composição percentual" de ácidos graxos de Iípídíos totais de pacu, Plaractus mesopotamlcus e sardinha, Sardinella
brasillensis: Comparação de dois métodos de metilação.

Ácido Pacu Sardinha

graxo Método A MétodoB Método A MétodoB

11:0 ------------ ------------ 0,07%0,01 0,07%0,01
12:0 ------------ ------------ 0,25%0,01 0,25%0,03
14:0 4,03±0,22 3,69%0,23 7,60%0,09 7,69±0,47
14:1n5 0,45±0,02 0,42%0,04 ------------ ------------
i-15:0 ------------ ------------ 0,09±O,00 0,10%0,01
15:0 0,18±0,01 0,17±0,01 0,40%0,01 0,39±0,02
i-16:0 ------------ ------------ 0,05±0,00 0,05±0,01
16:0DMA 0,20%0,01 0,21±0,01 ------------ ------------
16:0 26,33±0,43 25,54%0,31 20,60±0,22 20,90±0,59
16:1n7 9,12±0,15 9,12±0,13 8,75±0,03 8,92±0,30
i-17:0 ------------ ------------ 0,38±0,02** 0,44±0,02"
16:2n7 ------------ ------------ 0,43%O,02u 0,48±0,02"
16:2n4 ------------ ------------ 1,29±0,02 1,26±0,03
17:0 0,19±0,01 0,20±0,02 0,42±0,02 0,45±0,01
17:1n11 ------------ ------------ 1,37%0,10 1,38±0,05
17:1n9 0,19%0,01 0,20±0,02 ------------ ------------
i-18:0 ------------ ------------ 0,11%0,01 0,11±0,02
16:4n3 ..----------- ------------ 2,25±0,07 2,17%0,12
18:0 8,19±0,16 8,03±0,20 3,94%0,02 3,93±0,07
18:1n9+n7 38,16%0,54 39,65±1,06 1l,26±0,06 1l,37±0,10
18:1n4 ------------ ------------- 0,40±0,06 0,39±0,01
18:2n6 9,55%0,13 9,40±0,05 0,83%0,05 0,79±0,01
18:2n4 ------------ ------------- 0,30±0,06 0,25±0,01
18:3n6 0,10%0,02 0,11±0,04 0,26±0,12 0,18±0,04
19: ln11 ------------ --.--------- 0,09%0,01 0,08±0,02
18:3n3 0,5±0,03 0,48±0,02 0,63±0,01 0,60±0,07
18:4n3 ------------ --.--------- 2,52±0,04 2,47±0,06
19:2n6 ------------ --.--------- 0,36%0,01 0,35±0,01
20:0 -------.---- ------------ 0,28±0,01 0,26±0,O2
20:1n9 0,66%0,03 0,70±0,05 1,54%0,05 1,43%0,09
20:2n9 0,19%0,03 0,18%0,04 0,46%0,01 0,45%0,03
20:2n6
+ 0,61±0,09 0,64±0,03 0,09±O,01 0,08%0,01
20:3n9
20:4n6 0,86%0,03 0,76±O,09 1,49±0,04 1,51±0,05
20:4n3 -------.---- --------.--- 0,86±0,09 0,79±0,06
20:5n3 ------------ -----.------ 17,77%0,11 17,67±0,70
22:1n11 ------------ ------------ 0,86%0,06 0,76%0,14
22:5n6 ------------ ------------ 0,22±0,01 0,22%0,02
22:5n3 -------.--.- --------.--- 1,68%0,04 1,68±0,10
22:6n3 0,47±0,01 0,50±0,1l 10,28%0,08 10,09±0,53

* Os valores são médias e desvios padrão de determinações em triplícatas para cada método .

•• Significativemente diferentes ao nível de 5%, porém sem diferença significativa ao nível de 1%. Os teores dos demais
ácidos graxos não apresentaram diferenças significativas ao nível de 5%.

Abreviaturas: Método A - Método de Metcalfe et alii; Método B - Método proposto; i - iso; DMA - dimetilacetal,
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TABELA 2

Composição percentual de ácidos graxos de lípídios neutros e fosfosfolfpidios de pacu, Piaractus mesopotamlcus.
Comparação de dois métodos de metilação.

Ácido Lipídios neutros Fosfolipfdios

graxo Método A MétodoB Método A MétodoB

14:0 3,9 4,1 0,8 0,6

14:1n5 0,5 0,4

15:0 0,2 0,2

15:1n9 0,6 0,4

16:0DMA 6,4 6,2

16:0 26,9 27,0 23,1 20,5

16:1n7 9,2 9,1 2,5 2,3

17:0 0,2 0,2

17:1n9 0,2 0,2

18:0DMA 1,4 1,3

18:1DMA 0,9 0,9

18:0 8,2 8,1 ~O,O 9,4

18:1n9+n7 40,1 40,1 16,5 19,7

18:2n6 9,6 9,6 8,9 8,7

18:3n3 0,5 0,5

20:1n9 0,6 0,5

20:3n6 2,8 2,9

20:4n6 10,6 11,0

22:5n6 5,2 6,1

22:6n3 8,5 9,8

Abreviaturas: Método A - Método de Metcalfe et alii; Método B - Método proposto; DMA - dimetilacetal.
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TABEIA3

Composição percentual de ácidos graxos de lipídios neutros e fosfolipfdíos de Curlrnbara, Prochllodus scrofa. Comparação
de dois métodos de metilação.

Ácido Lipídios Neutros Fosfolípídíos

Graxo Método A MétodoB Método A MétodoB

12:0 0,3 0,3
XI 0,1 0,1
13:0 0,5 0,5
i-14:0 0,4 0,4
14:0 5,5 5,4 0,7 0,7
14:1n7 0,1 0,1
14:1n5 0,1 0,1
i-15:0 1,8 1,8
ai-15:0 0,7 0,7
X2 0,2 0,2
15:0 2,9 2,9 1,2 1,2
15:1n9 0,2 0,2 0,4 0,4
15:1n7 0,2 0,2
i-16:0 0,8 0,8
16:0DMA 3,0 3,1
16:0 22,1 22,0 24,3 24,6
16:1n7 15,0 14,9 3,7 3,7
16:1n5 1,2 1,2 0,8 0,8
i-17:0 1,6 1,6 0,4 0,5
ai-17:0 1,0 1,0 0,5 0,6
17:0 1,9 1,9 1,2 1,1
17:1u9 1,6 1,6 0,4 0,5
i-18:0 0,7 0,7
18:0DMA 1,1 1,1
17:2n5 0,4 0,4
18:0 5,1 5,2 7,5 7,4
18:1n9+n7 13,7 13,7 8,4 8,3
18:2n6 2,9 2,8 2,2 2,2
18:3n6 0,4 0,3
19:0 0,4 0,3
19:1n11 0,5 0,4
18:3n3 4,6 4,3 2,2 1,9
18:4n3 1,0 1,0
20:0 0,5 0,5
20:1n9 1,7 1,9
20:2n6+20:3n9 0,6 0,6
20:3n6 0,5 0,6
20:4n6 2,4 2,5 12,2 12,3
20:3n3 0,6 0,7
20:4n3 1,5 1,5
20:5n3 2,2 2,4 6,5 6,8
22:5n6 6,0 6,4
22:5n3 2,6 3,1
22:6n3 2,0 2,2 14,3 13,0

Abreviaturas: Método A - Método de Metcalfe et alii, Método B - Método proposto, X - não identificado; i - iso, ai -
anteiso, DMA - dimetílacetal.
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TABElA 4

Composição percentual de ácidos graxos de lipídíos neutros e fosfolipídios de tílãpia, Oreochromis niloticus. Comparação de
dois métodos de metilação.

Ácido Lípídios Neutros Fosfolipídios

Graxo Método A MétodoB Método A MétodoB

12:0 0,1 0,1
14:0 5,6 5,9 1,0 1,0
i-15:0 0,3 0,3
15:0 0,3 0,3 0,2 0,2
16:0DMA 2,5 2,6
16:0 28,6 29,0 29,2 27,8
16:107 7,3 7,7 1,8 1,9
i-17:0 0,1 0,1
ai-17:0 0,1 0,1
17:0 0,2 0,2 0,2 0,2
17:09 0,2 0,2 0,2 0,2
18:0DMA 0,9 0,9
18:1DMA 1,2 1,5
18:0 5,6 5,5 9,4 8,6
18:1nll 0,1 0,2
18:109+07 31,2 31,1 17,0 16,4
18:105 0,1 0,1
18:104 0,2 0,2
18:206 12,9 13,1 14,5 14,0
18:306 0,6 0,6 0,3 0,3
18:303 0,6 0,6 0,2 0,2
20:0 0,2 0,2
20:109 1,9 1,4 0,3 0,5
20:206+20:309 1,0 0,7 1,5 1,6
20:3n6 0,6 0,6 2,0 2,2
20:406 0,7 0,6 7,4 7,8
22:406 0,6 0,5
22:506 0,4 0,4 4,9 5,6
22:503 0,4 0,7
22:603 0,5 0,3 4,9 5,8

Abreviaturas: Método A - Método de Metcalfe et alii; Método B - Método proposto; i - íso, ai - anteiso, DMA -
dimetilacetal.

TABElA 5

Composição percentual de ácidos graxos de Iipídios neutros e fosfolipídios de tambaqui, Colossoma macropomum.
Comparação de dois métodos de metilação.

Ácido Lipídíos Neutros Fosfolipídios

Graxo Método A MétodoB Método A MétodoB

14:0 1,5 1,7
14:05 0,1 0,1
15:0 0,1 0,1
16:0DMA 5,4 5,9
16:0 29,6 30,4 19,9 21,6
16:1n7 6,3 6,6 1,7 2,4
17:0 0,2 0,1
17:1n9 1,3 1,3
18:0 10,7 10,4 13,9 11,7
18:i09+07 40,5 39,9 21,9 22,1
18:206 8,5 8,5 10,4 10,8
18:3n3 0,6 0,5
20:1n9 1,3 1,2
20:3n6 0,4 0,3 3,7 3,3
20:4n6 0,2 0,2 8,8 8,9
22:5n6 3,0 3,1
22:6n3 10,0 8,9

Abreviaturas: Método A - Método de Metcalfe et alii; Método B - Método proposto; DMA - dimetilacetal.
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TABELA 6
Este método foi também comparado com o de

HARTMAN e LAG014 em uma amostra de tambaqui
(Tabela 6), demonstrando a equivalência dos dois
métodos.

Composição percenlual de ácidos graxos de Iipfdios totais de
tambaqui, Colossoma macropomum, Comparação de dois
métodos de meti/ação.

Ácido Lipídios Totais
Graxo

Método A Método C

14:0 1,3 1,2
15:0 0,2 0,2
16:0DMA 0,5 0,6
6,0 29,3 29,1
16:I07 5,9 5,2
17:0 0,2 0,2
18:0DMF 0,2 0,3
18:0 8,2 8,9
18:1n9+N7 30,6 31,4
18:206 16,7 16,0
18:306 0,2 0,2
18:303 0,8 0,7
20:109 0,8 1,0
20:206+20:309 0,8 0,8
20:306 0,9 0,9
20:406 1,4 1,3
22:506 0,6 0,6
22:603 1,2 1,2

CONCLUSÕES

O reagente BF3-MeOH pode ser substituído por
NH4CI-H;1S04MeOH no método de METACALFE
et alii, sem comprometer a confiabilidade dos
resultados. O método proposto demonstrou o mesmo
desempenho que o de Metcalfe et alii com lipídios de
diversas espécies de peixes, amostras
reconhecidamente complexas. Portanto, além de
simplicidade, rapidez e baixo custo, este método
apresenta ampla aplicabilidade.
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lhe methylation of fatty acid with lipids of various flsh species. Rev. Inst. Adolfo Lutz;
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ABSTRACT: Different techniques are available for the preparation of fatty acid methyl
esters, each havíng advantages and disadvantages. The method of METACALFE et alii utilizes the
reagent BF3-MeOH which is expensive and imported that of HARTMAN and LAGO employs
common reagents but requíres great amount of glassware and manipulations. Putting together the
beneflcíal features of the two methods mentioned, a new method that provides speed, simplicity
and low cost was evaluated. The methylating reagent ofHARTMAN and LAGO and lhe rest of the
procedure of METACALFE et alii were used, ali the stages being carríed out in a test lube. This
method was compared with that of METACALFE et alii, utilizing the muscle lipíd of Plaractus
mesopotamicus and Sardinella brasiliensls. Separation and quantitation of the fatty acids were
accomplished by high resolution gas cromatography. No slgníflcant differences were observed at
5% leveI in the percentages of 18 fatty acids of P. mesopotamicus. Of 36 fatty acids of S.
brasiliensis, only two showed significant difference at 5% leveI. Even with this two fatty acids, the
difference was not significant at 1% Ievel. The two method were therefore shown to be equivalent.
These two methods also gave similar results with Iipids of Prochllodus scrofa; Oreochromls
niloticus and Colossoma macropomum, demonstrating the wide applicability of the proposed
method.

DESCRIPTORS: methylation, fatty acids, fish, gas chromatography.
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RFSUMO: Este estudo teve por objetivo a identificação de substâncias corticoster6ides em
preparações alternativas para tratamento de asma brônquica e bronquite, vendidas em farmácias e
comercializadas sem qualquer indicação de sua composição. Em 24,6 por cento do total de 61
amostras analisadas encontraram-se, efetivamente, substâncias corticoster6ides.

O método empregado para a identificação de corticoster6ides foi cromatografia em camada
delgada em função da rapidez da técnica e da alta sensibilidade.

DFSCRITORFS: Corticoster6ides, detecção de, preparações alternativas para bronquite e
asma brônquica.

INTRODUÇÃO

O presente estudo teve por objetivo a identificação
de substâncias corticosteróides em preparações
farmacêuticas alternativas destinadas ao tratamento
da asma brônquica e da bronquite, comercializadas
sem receita médica, em algumas farmácias da cidade
de São Paulo.
Tais preparações não apresentavam fórmula

declarada na rotulagem, nem qualquer outra
indicação com relação à composição que permitisse o
aprofundamento da análise química. As solicitações
de análise traziam poucas informações quanto à
possível composição, sendo que o segredo de sua
identidade pertencia ao fabricante do produto.
Estes "remédios" eram recomendados indiscrimi-

nadamente a adultos e crianças pelo comerciante do
produto, independente de qualquer avaliação e
recomendaçãomédica.

Com o hábito da automedicação tão difundido em
nossa população, estas preparações foram sendo
indicadas pelos parentes e amigos às pessoas com
queixas e relatos de problemas semelhantes.
Algumas vezes, porém, os efeitos colaterais dos

corticosteróides eram observados nos usuários. que,
então, recorreram ao nosso laboratório em função da
suspeita quanto à presença deste tipo de substância na
preparação.
Segundo definição da Organização Mundial da

Saúde de 19757 a asma é uma doença crônica
caracterizada por espasmo recorrente, resultante de
uma tendência ao desenvolvimento do estreitamento
reversível das vias aéreas, em resposta a estímulos de
um nível ou intensidade que não induzem tal
estreitamento na maioria dos indivíduos; autores
definem a asma como uma doença onde ocorre a
hiperreatividade brônquica devido a vários estímulos
alergênicos ou não alergênícos" 7, 13.

* Realizado na Seção de Farmacognosía do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

* * Da Seção de Farmacognosia do Instituto Adolfo Lutz.
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Apesar dos costicosteróides antagonizarem
praticamente todas as etapas da resposta inflamatória
na asma,2, 4, 10,11 não são medicamentos com efeito
curativo sobre a causa da doença. Seu emprego é
indicado em casos de crise aguda de asma brônquica
quando a redução do edema se faz necessária, para
que então se possa obter a ação dos outros
medicamentos como os agonistas beta-adrenér:ricos,
broncodílatadores, teofilina e outros.': 3, 4,5, 6, 9, 1 .

Os efeitos colaterais dependem da dose e também
da forma de apresentação; devem sempre ser
considerados, já que todas as vias de administração
levam à absorção sistêmica.
Assim sendo, este estudo questiona a prática

fraudulenta de algumas farmácias ao venderem
"remédios altemativos", sem fórmula, muitas vezes
contendo susbtâncias terapeuticamente ativas cujo
emprego deve ocorrer sob critério e acompanhamento
médico1, 2, 11, 12, 14 para monitoramento dos efeitos
adversos.

Para a detecção dos corticosteróides empregou-se a
cromatografia em camada delgada utilizando-se de
metodologia proposta em Clarke4•

MATERIAL E MÉIDOOS

Amostras

As amostras analisadas foram provenientes de
usuários, órgãos da Vigilância Sanitária e Procon.

Foram analisadas 61 amostras de formulações
farmacêuticas utilizadas em bronquite e asma
brõnquica, das quais 56 eram líquidos xaroposos,
quatro comprimidos e uma pó.

PROCEDIMENTOS

a) preparo da amostra - uma alíquota de
aproximadamente 20 ml foi submetida à extração
com três porções de 30 ml de acetato de etila em
meio neutro e filtrados por sulfato de sódio anidro.
APÓS a evaporação do sol vente, o resíduo foi
dissolvido em 0,5 ml de acetato de etila e aplicado
diretamente sobre a placa.

b) preparo do padrão - a substância de referência
utilizada foi a hidrocortisona dissolvida em acetato
de etila.

- Fase estacionária: placas de silicagel G60
(2Ox20).
- Fase móvel: cIoreto de metileno: dioxano: água

(10:5:5). Agitados, deixados separar e utilizada a
camada inferior.

- Desenvolvimento: único, ascendente de 15 em.
- Para ser evaporado o solvente, aquecer a placa a

105 graus centígrados por cinco minutos.
- Revelador: solução de DPST*. As manchas

aparecem na coloração de lilás a roxo.
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* Reativo DPST
azul de tetrazõlío 5 mg
metanol p.a. 25 ml

Observação: Completar o volume até 50 ml com
hidróxido de sódio 2N no momento do uso.

Todas as determinações foram sempre realizadas
contra a hidrocortisona como substância de
referência, uma vez que o objetivo da detecção era
caracterizar a presença de componente de natureza
corticosteróide.

RESULTADOS

Os resultados obtidos das análises efetuadas para
pesquisa de substâncias corticosteróides nas 61
amostras processadas estão sumarizados na Tabela 1.

TABELA!

Distribuição da freqüência de substâncias corticosteróides
em "preparações para bronquite" segundo forma
farmacêutica. Seção de Farmacognosia* ,1993.

FO~F~CÊU11CA

Corticosterõide Total

Xarope Comprimido PÓ

N" % N" % N" %N" %

Sim 14 25,0 15 24,61 100,0

Não 42 75,0 4 100,0 46 75,4

Total 56 100,0 4 100,0 1 100,0 61 100,0

" Instituto Adolfo Lutz, São Paulo.

Na tabela 2, estão colocados os dados referentes à
procedência das solicitações das pesquisas de
corticoster6ides.
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TABElA 2

Distribuição da freqüência de amostras analisadas segundo
a procedência da solicitação do exame e forma
farmacêutica. Seção de Farmacognosia*. 1993.

FORMAS FARMACÊUfICAS

Procedência Total

Xarope Comprimido

N° %

P6

N° % N· % N· %

Usuário 41 73,2 2 50,0 100,0 44 72,1

S.U.S. 15 26,8 15 24,6

PROCON - - 2 50,0 2 3,3

TOTAL 56 100,0 4 100,0 100,0 61 100,0

• Instituto Adolfo Lutz, São Paulo.

DISCUSSÃO

Segundo os resultados obtidos na tabela 1,
verifica-se a presença de corticosteróides em 24,6 por
cento das amostras analisadas.

Dentre as formas farmacêuticas apresentadas, os
xaropes prevalecem em relação aos pós e
comprimidos. Esta forma farmacêutica, que é de
manipulação simples, pode ser mais facilmente
fraudada, sendo também de melhor aceitação por
crianças, onde se verifica uma maior incidência dos
problemas brônquicos.

A maioria destas preparações xaroposas
apresentou a mesma coloração e aspecto e, segundo
informações dos usuários, destinava-se igualmente a
adultos e crianças.

Um aspecto interessante a se ressaltar é que
raramente os usuários concordaram em informar o
local onde adquiriram o produto, dizendo terem
cornprado numa farmácia "perto de casa"; outras
vezes, levavam o medicamento ao médico que por
sua vez Ihes recomendava encaminhar o remédio
para analisar e verificar sua composição.

Conhecendo-se a estratégia terapêutica no
tratamento da asma brônquica e com as informações
dos usuários a respeito dos efeitos das preparações
alternativas, começou-se a pesquisar a presença de
corticosteróides nas amostras.

O fato de 24,6 por cento das amostras analisadas
terem indicado a presença de corticosteróides, sem
que este fosse declarado na fórmula, constitui
violação grave da Lei de Vigilância Sanitária e um
risco sob o ponto de vista da Saúde Pública, pois a
utilização de corticosteróides nos processos
asmáticos deve ocorrer dentro do esquema
terapêutico delineado pelo médico e exclusivamente
sob supervisão deste profissional.

Com relação aos dados mostrados na tabela 2,
observou-se que 72,1 por cento das amostras foram
procedentes dos próprios usuários independentemente
da ação de alguma autoridadede Saúde, enquanto que
apenas 24,6 por cento das amostras foram
encaminhadas por organismos do S.U.S.. Este fato
demonstra que as autoridades de Saúde deveriam
permanecer alertas e fornecer condições para que a
Vigilância Sanitária pudesse atuar segundo programas
racionaisde monitoramentoavaliandocontinuamentea
qualidade, a propaganda e a maneira como estes
"medicamentosalternativos"são comercializados.

CONCLUSÃO

A idéia de que os medicamentos alternativos
possibilitam a cura indiscriminada de doenças (e
muitas vezes várias doenças ao mesmo tempo)
representa um retrocesso na terapêutica
convencional, já que a ciência tem fornecido
subsídios suficientes para que se tenha sempre em
mente a relação risco/beneffcio, intrínseca aos
medicamentos e que sabidamente não são livres de
efeitos colaterais.

Programas de informação sobre uso e riscos de
preparações alternativas deveriam ser contemplados
com a atuação das autoridades de Saúde, ao mesmo
tempo que a propaganda em veículos de
comunicação, como rádio e televisão, deve ser
rapidamente regulamentada.
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ABSTRACT: The main goal in this study was to identify corticosteroid substances in
alterna tive medicines for asthma and chronic bronchitis; Such medicines are sold in some
pharmacies in the city of São Paulo without any information about its composition. Corticosteroid
substances were found in 24,6 per cent from the total number of analysed samples.

Thin-layer chromatography was adopted to achieve the detection of corticosteroid due to its
high sensibility. (around 1 microgramma).

DESCRIPTORS: Corticosteroids, detection of, alternative medicine in bronchitis and asthma.
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RESUMO: Os autores relatam um estudo retrospectivo realizado com valores hematimétricos
(hemoglobína, hematócrito e hemãcías), índices hematimétricos (volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média e concentração de hemoglobina corpuscular média) e leuc6citos,
obtidos em 3 anos (1988 a 1990), provenientes de dois analisadores hematolõgícos
semi-automatizados, previamente calibrados com padrões primários e amostra controle, para
estabelecimento de valores-alvo (média das médias diárias), que serão utilizados no
monitoramento da exatidão desses equipamentos.

Preliminarmente, foram calculadas as médias, as medianas, as modas e as freqüências das
1000 primeiras determinações do ano de 1988, para avaliação das distribuições da população
estudada.

A seguir, realizou-se estudo estatístico retrospectivo através de microcomputador,
analisando-se 613 rotinas, com 392.000 determinações, de 56.000 pacientes de Centros de Saúde
do ERSA 2, Município de São Paulo, sendo calculadas as médias aritméticas, os desvios padrão e
os coeficientes de variação, e determinadas as medianas e as médias aritméticas máximas e
mínimas, de cada ano em separado e nos três anos em conjunto.

Das relações entre os valores hematimétricos, foram obtidas fórmulas empíricas para serem
usadas no controle dos analisadores hematolõgicos.

Os valores-alvo obtidos foram: Hemoglobina 13,4 gldL, Hematócrito 40,1% Hemácias
4,63x106jmm3, Volume corpuscular médio 86,7 /13, Hemoglobina corpuscular média 29,1 pg,
Concentração de hemoglobina corpuscular média 33,5% e Leucócitos 7,91xI03jmm.

Os intervalos de referência dos valores-alvo são apresentados com 1 e 2 desvios padrão.

DESCRITORES: Controle de qualidade, valores-alvo, analisadores hematol6gicos, valores
hematimétricos, índices hematimétricos, leuc6citos.

* 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 Universidade de
São Paulo, São Paulo, SP.

Do Instituto Adolfo Lutz.**
* * * Da Faculdade de Medicina da Universidade de São Pa ulo.
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INTRODUÇÃO

O monitoramento da exatidão de contadores
celulares e hemogIobinômetros pode ser realizado
através do estudo estatístico das médias aritméticas
dos valores de Hemoglobina (Hb), Hemat6crito (Ht),
Hemácias (Hem), Volume corpuscular médio
(VCM), Hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentração de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), da rotina diária, em comparação com
valores-alvo já determinados. A exatidão dos
resultados fornecidos por esses aparelhos é
fundamental na complementação dos diagnósticos
médicos.

Buli et aI- 6, Gilmer et alO' 11, Rosenfeld et al8,
Koepke & Protextor'", Cembrowski & Westgard7,
Levy et azis, Borges et ar· 4, Simmons & Chin19 e
Lotspeich-Steininger et az16, descrevem em seus
trabalhos o emprego de valores-alvo de índices
hematimétricos na avaliação do desempenho de
equipamentos hematológicos.

O presente trabalho tem como objetivos apresentar e
analisar valores-alvo de índices hematimétricos (VCM,
HCM e CHCM), de valores hematímétricos (Hb, Ht e
Hem) e leucócitos (Leuc), obtidos através de um estudo
estatístico retrospectivo de dados de três anos de rotinas
diárias, para posteriormente aplicá-Ios em nosso
Controle de Qualidade interno.

MATERIAIS E MÉTODOS

Nos últimos anos calibramos diariamente dois
analisadores hematológicos serni-automatizados com
padrões comerciais nacionais (CELM), internacionais
(Baxter, Coulter), amostras preparadas em nosso
laboratório!3 e uma amostra controle triada da rotina
diária, usada na avaliação da reprodutibilidade desses
aparelhos'", Esses equipamentos são constituídos por
diluidores automáticos (CELM DA 5(0), contadores
celulares (Sysmex microcell counter CC - 110) e
hemoglobinômetros (CELM Hb 520), que utilizam
solução diluente (5 litros de água destilada /1
Cellmkit) e solução hemolisante (Cellmlise); e
fornecem vai ores de Hemoglobinas (Hb), Hemácias
(Rem) e Leuc6citos (Leuc). As amostras de sangue
humano venoso analisadas nesses equipamentos
foram coletadas em tubos de vidro (sistema a vácuo,
5 m1) contendo anticoagulante EDTA. Os valores dos
Hemat6critos (Ht) foram obtidos por micrométodo,
em capilares de vidro (Perfecta), após centrifugacão
em microcentrífuga. (MH CELM, 11.500 rpm/ 5
min).1sem a correção ( x 0,97) proposta por England
et ar. Os valores dos índices hematimétricos VCM
(volume corpuscular médio), HCM (Hemoglobina
corpuscular média) e CHCM (Concentração de
hemoglobina corpuscular média), foram calculados
posteriormente às análises.

Avaliamos preliminarmente as médias aritméticas,
as medianas, as modas e as freqüências das primeiras
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1000 determinações (1988) das HemogIobinas,
Hemat6critos, Hemácias, índices hematimétricos
correspondentes, e dos Leuc6citos.

A observação gráfica computadorizada (Lotus 1. 2.
3) das freqüências, e os resultados das três medidas
de tendência central de cada determinação não
apresentando diferenças significativas entre si,
sugeriram que as distribuições estudadas são
gaussianas.

Posteriormente, realizamos em microcomputador
(XT 238R, ADD - Tec. Ind. Elet.), programa Lotus
1.2.3, um estudo estatístico retrospectivo dos valores
de 3 anos (1988-1990), digitando 613 rotinas diárias,
contendo 392.000 determinações (Hb, Ht, Hem,
VCM, HCM, CHCM e Leuc) provenientes de 56.000
pacientes, atendidos em sua maioria nos Centros de
Saúde do Escritório Regional de Saúde - ERSA 2,
Município de São Paulo.

Calculamos para cada determinação, a média
aritmética ( x ), o desvio padrão (SD), e o coeficiente
de variação (CV), de cada ano e dos três anos em
conjunto.

Encontramos para cada determinação, a mediana e
as médias aritméticas máxima e mínima de cada ano.

Os intervalos de referência com 1.SD e 2.SD
foram calculados para todos os valores-alvo. Nossos
valores-alvo são apresentados conjuntamente com os
valores de autores nacionais e internacionais. Os
valores-alvo dos micro-hemat6critos, VCM e CHCM
não corrigidos e corrigidos (x = 0,97, devido à
quantidade de plasma retido entre as hemácias), são
também apresentados com o objetivo de mostrarmos
as variações existentes entre seus valores.

Com os valores das Hemoglobinas, Hemat6critos e
Hemácias, dos três anos estudados, pudemos calcular
fórmulas empíricas para serem usadas no Controle de
Qualidade dos analisadores hematológicos.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Dorsey'' em 1963, descreveu o uso de média
aritmética diária da Hemoglobina corpuscular média,
como forma de controle de qualidade para contadores
Coulter.

Bull et ar em 1974, realizaram estudos estatísticos
sobre as médias aritméticas de índices hematimétricos,
provenientes de amostras de sangue total de pacientes
hospitalizados, e descreveram um processo formal de
cálculo (Algoritmo de BulI), para detectar perdas na
calibração de contadores hematológicos. BulI & Hay6
em 1985, estudando índices hematimétricos de
pacientes hospitalizados na Calif6rnia, País de Gales
e em Tóquio, verificaram não haver diferenças
signifícantes entre esses vai ores, considerando-os
como índices internacionais.

No Brasil, Rosenfeld et al8 em 1977. Borges et
atem 1981 e Borges" em 1987, descreveram o uso
de valores-alvo de índice hematimétricos no controle
de qualidade de contadores hematológicos de
múltiplos canais.
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Desde 1987 estabelecemos um Programa de
Controle de Qualidade, que inclui um monitoramento
de baixo custo operacional, da calibração de nossos
analisadores hematológicos, através de padrões
primários e amostra controle13• 17, Decidimos
também, pela obtenção de valores-alvo, que serão
usados no Controle de Qualidade de nossos
equipamentos hematológicos.

Na tabela 1, observamos as médias aritméticas, as
medianas e as modas das primeiras 1000
determinações do ano de 1988, utilizadas na
avaliação das distribuições da população estudada.
Não encontramos diferenças significativas entre
esses três valores de tendência central, sugerindo
assim serem gaussianas as distribuições dos valores
obtidos nessa população.

TABELA 1

Estudo preliminar dos resultados obtidos com as 1000
primárias determinações das Hb (gldL), Ht (%), Hem (x
106/mm\ VCM ü1'\ HCM (pg), CHCM (%) e Leuc
(xl03/mm\ do ano de 1988.

HB Ht Hem VCM HCM CHCM LEUC

Média 14,0 41,2 4,6 89,2 31,0 33,4 7,6

Mediana 13,8 41,0 4,4 89,0 30,7 35,0 8,1

Moda 14,2 40,0 4,4 91,0 30,8 34,0 7,7

Apresentamos na tabela 2 as médias aritméticas, os
desvios padrão, os coeficientes de variação, as
medianas, e as médias artimêticas máximas e
mínimas das determinações de Hb, Ht, Hem, VCM,
HCM, CHCM e Leuc, de cada ano estudado e dos
três anos em conjunto.

As médias aritméticas das determinações
1988-1990 são nossos valores-alvo. Com exceção
dos Ieucóci tos, todos os coeficientes de variação
obtidos através de estudo estatístico ficaram abaixo
de 5%.

Os Ieucóci tos apresentaram nos três anos
estudados, coeficientes de variação de até 8,29%,
mostrando haver uma maior dificuldade em se
controlar esta determinação. Isto decorre do fato de
que, na rotina diária, alguns exames apresentam
leucocitose (processo inflamatórios, infecciosos, etc.)
ou leucopenia (estados carenciais, uso de
medicamentos, etc.), distanciando demasiadamente
os valores dos Ieucóci tos do intervalo de
normalidade, acarretando médias mais variáveis,
elevados desvios padrão e conseqüentemente altos
coeficientes de variação.

Gilmer et alIO em seu trabalho, obtiveram
coeficiente de variação de até 6% para os leucócitos.

--- - - --- -- -- ----------------

Não encontramos diferenças significativas entre os
valores das médias aritméticas e medianas para cada
determinação, sugerindo assim, que as distribuições
de todas as determinações estudadas seguiram curvas
gaussianas, no decorrer dos três anos.

TABELA 2

Determinações anuais e do conjunto ~os ~ês anos, dfs
valores de Hb (gldL), Ht (%), Hem }x10 ~mm ), VCM (f.L ),
HCM (pg), CHCM (%) e Leuc (x10 /mm ).

1988
x
SD
CV(%)
Mediana
X max
-x min

1989
X

SD
CV(%)
Mediana
-x max
xmin

1990
X
SD
CV(%)
Mediana
xmax
xmin

1988-1990
X
SD
CV(%)
Mediana
-x max
xmin

Hb Ht Hem VCM HCM CHCM Leuc

13,1 39,3 4,54
0,44 0,89 0,08
3,3 2,2 1,8
13,0 39,2 4,53
14,2 41,5 4,96
11,7 36,6 4,32

13,5 40,5 4,64
0,66 1,53 0,17
4,8 3,7 3,8
13,5 40,5 4,63
15,3 46,0 5,31
11,4 36,0 4,00

13,6 40,5 4,69
0,48 1,23 0,15
3,5 3,0 3,3
13,6 40,5 4,70
15,2 44,1 5,16
12.3 37,1 4,19

13,4 40,1 4,63
0,58 1,3 0,15
4,3 3,4 3.4
13,4 40,1 4,61
15,3 46,0 5,31
11,4 36,0 4,00

86,5
1,39
1,6
86,5
89,0
80,4

87,3
3,53
4,0
87,4
96,0
81,8

86,4
2,59
3,0
86,3
94,9
81,3

86,7
2,6
3.1
87,0
96,0
80,4

28,9
0,78
2,6
28,8
30,6
25,7

29,2
1,46
4,9
29,3
33,0
24,0

29,1
0,94
3,2
29,1
32,7
26,7

29,1
1,1
3,8
29,2
33,0
24,0

33,4
0,67
2,0
33,4
36,5
31,6

8,16
0,60
7,44
8,05
10,3
6,49

33,5
0,87
2,6
33,5
36,3
29,4

7,65
0,56
7,37
7,65
9,17
6,18

33,7
0,64
1,8
33,7
35,7
31,9

7,93
0,65
8,29
7,87
11,2
6,55

33,5
0,7
2,2
33,6
36,5
29,4

7,91
0,64
8,1
7,88
11,2
6,18

Dos índices hematimétricos estudados nesse
período, o CHCM apresentou coeficientes de
variação inferiores aos demais; o HCM, único índice
proveniente de nossos analisadores hematológicos,
apresentou coeficientes de variação superiores aos
outros dois índices estudados.

As médias artiméticas diárias das determinações de
Hb, Ht, Hem, VCM, HCM, CHCM e Leuc dos três
anos estudados são apresentadas respectivamente nos
gráficos de 1 a 7.

Nos gráficos observamos que a maioria das médias
diárias de todas as determinações, situam-se dentro
do intervalo de dois desvios padrão.

As médias artirnéticas máximas e mínimas,
que ficaram deslocadas dos intervalos de
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referência (x ± l.SD e 2.SD), foram observadas
principalmente em dias com rotinas pequenas ( n
< 30 amostras).

São apresentados na tabela 3, os intervalos de
referência (i< sinal de mais e menos l.SD e 2.SD)
para cada valor-alvo.

TABElA 3

Intervalos de Referências obtidos para cada valor-alvo.

x ± l.SD x ±2.SD
Hb(gldL) 13,4 ± 0,58 13,4 ± 1,16
Ht(%) 40,1 ± 1,36 40,1 ± 2,72
Hem (x106/mm~ 4,63± 0,15 4,63 ± 0,30
VCM(/1~ 86,7 ± 2,69 86,7 ± 5,38
HCM(pg) 29,1 ± 1,11 29,1 ± 2,22
CHCM(o/~ 33,5 ± 0,74 33,5 ± 1,48
Leuc (x10 /mm~ 7,91 ± 0,64 7,91 ± 1,28

England et at, demonstraram que no
mícro-hematócrito, cerca de 3% de plasma fica retido
entre as hemácias.

Isso produz um falso aumento nos valores do
hernatócrito e do VCM, e uma falsa diminuição do
CHCM. O valor do mícro-hematócrito é cerca de
1,5% maior do que os valores dos hemat6critos
fornecidos por contadores automáticos de células,
tipo Coulter S, que fornecem o valor do hemat6crito,
sem plasma retido. Buli & Hay6,na determinação de
seus valores-alvo, usaram os valores dos
micro-hematócrítos sem a correção para o plasma
retido, pois pretendiam uma padronização
internacional do uso desses índices.

As médias aritméticas e os coeficientes de variação
dos valores diários dos micro-hemat6critos, não
mostraram variações significativas no decorrer dos
três anos estudados. Por esse motivo, usaremos o
valor-alvo dos micro-hemat6critos no monitoramento
da exatidão de nossa microcentrífuga.

Na tabela 4, encontramos os valores-alvo dos
micro-hematócritos corrigidos (x 0,97) e não
corrigidos; e dos índices hernatimétricos VCM e
CHCM resultantes dessa correção.
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TABElA 4

Valores-alvo dos micro-hematõcritos (%), VeM (/1\ e
CHCM (%), sem e com correção (x 0,97) para o plasma
retido entre as hemácias.

Não corrigido Corrigido

Micro-hemat6crito (%)
Volume corpo médio (/13)
Cone. hemogl. corpo média (%)

40,1
86,7
33,5

38,9
84,0
32,5

Apesar de o VCM e CHCM serem resultantes de
valores de aparelhos distintos (analisadores
hematológicos e microcentrífuga), esses índices
hematimétricos se situaram muito próximos aos
valores encontrados por autores nacionais e
internacionais que trabalharam com equipamentos
hematológicos demúltiplos canais.

Na Tabela 5, apresentamos nossos valores-alvo de
índices hematimétricos correlacionando-os com os
valores de outros autores.

TABElAS

Valores-alvo de índices hematimétricosobtidos por diversos
autores.

Buli & Hay
Rosenfeld et al.
Levy et al.
Borges
Simmons & Chin
Munhoz et al.

HCM CHCM
(pg) (%)

30,5 33,8
ND 33,9
30,0 33,5
28,0 33,5
29,3 33,1
29,1 33,5

89,5
83,8
89,5
84,5
88,0
86,7

ND: Não determinado

Os valores das Hemoglobinas, Hematôcritos e
Hemácias do intervalo de tempo estudado,
relacionados entre si, proporcionaram fórmulas
empíricas (tabela 6) muito próximas às fórmulas
rotineiramente utilizadas no Controle de Qualidade
de analisadores hematolõgícos'",

Estas fórmulas serão aplicadas quando usarmos
padrões com valores dentro da faixa da normalidade,
ou com amostra controle, para monitoramento dos
resultados.
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TABElA 6

F6rmulas empíricas resultantes, no intervalo de três anos,
das relações entre os valores das Hemoglobinas (gldL),
Hematõcrítos (%) e Hemácias (x 106/mm\

FÓRMUlAS EMPíRICAS
ENCONTRADAS

FÓRMUlAS DE USO
CORRENTE

Hb x 2,98 =Ht
Ht x 11,54 = Hem
Hem x 2,91 = Hb
Hem x 8,67 = Ht

Hb x 3 =HI
Ht x 11 =Hem
Hemx 3 =Hb
Hemx 9=Ht

Allison', em sua revisão histórica sobre Controle
de Qualidade em hematologia, mostra através do
tempo a evolução das diversas técnicas e métodos, na
tentativa de diminuir ou eliminar erros laboratoriais.
Bauer', relata que o uso de médias aritméticas diárias
dos valores da Hb, Hem e Ht no Controle de
Qualidade, apresenta grandes variações, sendo mais
indicado o uso de médias diárias de índices
hematimétricos. Em nosso estudo de valores-alvo
(tabela 2), não observamos variações significativas
entre os coeficientes de variação dos valores e
índices hernatimétricos diários e anuais.
Em nosso Controle de Qualidade interno

utilizamos padrões primários e amostra controle, para
calibração e avaliação da reprodutibilidade dos

analisadores hematológicos. A partir dos resultados
obtidos neste trabalho, acrescentaremos a nossa
rotina os valores-alvo de índices hematimétricos, de
valores hematimétricos e de leucócitos, para
aprimoramento do controle de nossos aparelhos.

.CONCLUSÁO

A inclusão de valores-alvo no monitorarnento da
exatidão de analisadores hematológicos, praticamente
não acarreta nenhum custo adicional ao Programa de
Controlede Qualidade.
É fundamental para a obtenção desses valores que

haja urna busca constante da exatidão, com
padronização prévia da coleta do material, da
metodologia de calibração diária dos analisadores
hematológicos, das soluções diluidora e hemolisante
e das contagens e dosagens hematimétricas.
Esta metodologia de Controle de Qualidade

apresenta melhores resultados com rotinas nas quais
o número de amostras é numeroso, preferencialmente
acima de 30.
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ABSTRACT: The authors report a retrospeclive study realized with hematimetrics values
(hemogIobin, hematocrit and erythrocyte), Red blood ceIl indexes (mean corpuscularvolume, mean
corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin concentration) and leukocyte, obtained
from 3 years (1988-1990), presented by 2 semi-automatic hematology analyzers, priorly calibrated
with primary standards and control sample, in order to obtain target values (average on the daily
means), tha t will be used in monitoring the accuracy of these equipmen ts.

Firstly the means, the medians, the modes and the frequencies from first 1000 determinations
of 1988, were caJculated, in order to assess lhe distributions of lhe studied population.

Secondly, a retrospective statistícal study made by a microcomputer, was performed, to
analyse 613 routines with 392,000 determinations from 56,000 patients registered at the Health
Centers of the ERSA 2, São Paulo Cíty; the arithmetical means, the standard deviations, and the
varíation coefficienls were calculated, and the medians and the maximun and minimun arithmetical
means of each year and of lhe 3 years in question were determined.

From the relationship among lhe hematimetric values, empirical formulas were obtained, to
be used in the control of lhe hematologícal analyzers.

The obtained target values were: Hemoglobin 13.4 gldL, Hematocrit 40.1%, Erythrocyte
4.63xl06/mm3, mean corpuscular volume 86,7 fi3, mean corpuscular hem~lobin 29.1 pg, mean
mean corpuscular hemoglobin concenlration 33,5% and Leukocyte 7.91 x 10 /mm3•

The reference intervals of the target values are presented with 1 and 2 Standard deviations.

DESCRIPTORS: Quality control, Hematology, Target values hematology analyzers,
Hematimetrics values, Red blood cell indexes, Leukocytes.

------ --------
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FIGURA 1
Representação gráfica das médias aritméticas diárias das
dosagens de Hemoglobinas, de 613 rotinas, do período de
1988 a 1990.
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~~----------------------------~FIGURA 2
Representação gráfica das médias aritméticas diárias das
medidas dos Hemat6critos, de 613 rotinas, do período de
1988 a 1990.

FIGURA 3
Representação gráfica das médias aritiméticas diárias das
contagens de Hemácias, de 613 rotinas, do período de
1988 a 1990,

FIGURA 4
Representação gráfica das médias aritiméticas diárias dos
VCM, de 613 rotinas, do período de 1988 a 1990.
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FIGURAS
Representação gráfica das médias aritiméticas diárias dos
lICM, de 613 rotinas, do perfodo de 1988 a 1990.
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" ~~----------------------------~FIGURA 6
Representação gráfica das médias artiiméticas diárias dos
ClIeM, de 613 rotinas, do período de 1988 a 1990.

FIGURA 7
Representação gráfica das médias aritiméticas diárias dos
das contagens de Leuc6citos, de 613 rotinas, do período
de 1988 a 1990.



MUNHOZ, M.A.G.; YOKOMIZO, R.M.; GUSHIKEN, E.Y.; SAMFIROV, V. M.C.; ARRUDA, r.c., CANG~RANA,
F.A.j NIERO, L.I. & AZEVEDO NETO, R.S. - Determinação de valores-alvo para uso no controle de qualidade de
analisadores hematolõgicos. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2):41-47, 1993.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1. AlLISON, F.S. - An historical review of quality control
in hematology. Am. J. Med. Technol.
49(9):625-32, 1983.

2. BAVER, J.D. - Clinicallaboratory methods. 9th. ed, St.
Louis, C.V. Mosby, 1982. p.14.

3. BORGFS, D.R.; FILGVElRAS, T.E.; BERUNGERI,
J.C.; BORGFS, D.S.R. - Avaliação, após 5 anos
de uso, de programa de controle de qualidade de
contadores hematolõgícos de múltiplos canais.
Rev. Bras. Pato Clin. 17(4):143-46, 1981.

4. BORGFS, D.R. - "Valores-alvo"de índices eritrocitãrios
no controle de qualidade em hematimetria. Rev.
Bras. Pato cu« 23(5):135-37,1987.

5. BULL, B.S.; ElASHOFF, R.M.; HEILBRON, D.C.;
COUPERUS, J. - A study of various estimators
for the derivation of quality control procedures
from patient erythroeyte indices. Am. J. Clin.
Pathol. 61:473-481, 1974.

6. BUIl.., B.S. & HAY, M.S. - Are red blood ceII indexes
international? Arch: Pathol. Lab. Med. 109:604.{l6,
1985.

7. CEMBROWSKI, G.S.; WFSTGARD, J.O. - Quality
control of muItichannel hematology analyzers:
evaluation of BuIl's AIgorithm. Am. J. Clin.
Pathol. 83(3):337-45, 1985.

8. DORSEY, D.B. - Quality control in hematology. Am. J.
cu« Pathol. 40:457-64, 1963.

9. ENGLAND, J.M.; WALFORD, D.M.; WATERS,
D.A.W. - Re-assessment of the reliability of the
haematoerit. Brit. J. Haematol. 23:247-56, 1972.

10. GILMER Jr, P.R.; WILLIAMS, L.J.; KOEPKE, IA.;
BULL, B.S. - Calibration methods for automated
hematology instruments. Am. J. Clin. Pathol.
68:185-190,1977.

11. GILMER Jr. P.R. & WILLIAMS, LJ. - The status of
methods of calibratíon in hematology. Am. J. Clin.
Patho!. 74(4):600-05,1980.

12. GULATI, G. & HYUN, B.H. - Quality control in
hematology. Clin. Lab. Med. 6(4):675-88.1986.

13. GUSHIKEN, E.Y.; MUNHOZ, M.A.G.; KITAMURA,
C.; ZAMFIROV, V.M.C.; NIERO, L.I. -
Padronização do preparo de lisados
hemoglobínícos estáveis para uso em laboratório
de saúde pública. Rev. Inst. Adolfo Lutz.
51(1/2)83-86,1991.

14. KOEPKE, JA & PROTEXTOR, TJ. - Quality
assurance for multichannel hematology
instruments. Four years experience with patient
mean erythroeyte indices Am. J. Clin. Pathol.
75:28-33,1981.

15. LEVY, W.C.; BULL, B.S.; KOEPKE, JA - The
incorporation of red blood cell index mean data
into quality control programs. Am. J. Clin Pathol.
86:193-99,1986.

16. LOTSPEICH-STEININGER. C.A.; STIENE-MARTIN,
E.A.; KOPKE, J.A. - Clinical hematology:
principies, procedures, correlations. Philadelphia,
J. B. Lippincott, 1992, p. 552-3.

17. MUNHOZ, MAG.; 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(1/2):41-45, 1991.

18. ROSENFELD, L.G.M.: ANDRADE. M.; BORGFS,
D.R. Controle de qualidade em exames
hematolõgicos, An. Paul. Med. Clr. 104:92-6,
1977.

19. SIMMONS, A. - Hematology: a combined theoretical
& technical approach. Philadelphia, W.B.
Saunders, 1989, p. 190-1.

Recebido para publicação em 04 de dezembro de 1992.

47



Rev. Inst. Adolfo Lutz,
53 (112):49-54, 1993.

RESÍDUOS DE ENDOSULFAN EM TUBÉRCULOS E FRUTOS*

Vera R.R. LEMES**
Odete N.K. INOMATA**

Heloisa I I.C. BARRE'ITO**

RIALA6!746

LEMPS, V.R.R.j INOMATA, O.N.K.; BARRE1TO, 11.I!.C. - Resíduos de Endosulfan em
tubérculos e frutos. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(112):49-54, 1993.

RESUMO: Endosulfan é um inseticida do grupo éster do ácido sulfuroso de um diol cíclíco
cJorado. Com a finalidade de registro no Brasil para extensão de uso foi realizado um estudo de
seus isômeros Endosulfan I (alfa), Endosulfan II (beta) e metabolito sulfato de Endosulfan,
remanescentes das culturas de batata, tomate, laranja, mamão, maçã, maracujá, morango, tratadas
com o produto formulado Thiodan, concentrado emulsionável com teor de 350g/l do ingrediente
ativo, seguindo-se as boas práticas agrícolas. O método utilizado foi o descrito por Mítchell, com
modificações que permitiram obter melhores recuperações (82,1% de Endosulfan I, 84,4% de
Endosulfan II e 91,0% de sulfato de Endosulfan, média obtida nas amostras testemunhas
fortifica das). O limite de quantificação pela técnica de cromatografia em fase gasosa com detector
de captura de elétrons foi de 0,01 mg!kg (ppm). Das 60 amostras analisadas, 20 testemunhas e 40
provenientes de culturas tratadas, foram encontrados Endosulfan I em 19 (47,5%), Endosulfan II
em 21 (52,5%) e sulfato de Endosulfan em 17 (42,5%). Nas amostras de polpa de laranja e
maracujá e na batata não foram encontrados resíduos, enquanto que na polpa de mamão foi
detectado apenas o metabolito sulfato de Endosulfan. Resíduos de Endosulfan I, Endosulfan II e
sulfato de Endosulfan foram os mais elevados na casca da laranja, apresentando níveis de 0,48 e
0,69 mg!kg de Endosulfan total. As amostras de maçã, tomate e morango apresentaram valores
dentro dos limites máximos de resíduos (LMR) estabelecidos pelo Codex Alimentarius.

DESCRITORES: alimentos, resíduos de Endosulfan, pesticidas organoclorados, detecção por
cromatografia a gás; resíduos de pesticidas, determinação.

INTRODUÇÃO de segurança, tendo em vista os limites máximos
residuais apresentados nos diferentes tipos de cultura.

Como se sabe, os resíduos que permanecem nas
culturas dependem de muitos fatores de variada
importância, tais como grau de adsorção nas camadas
superficiais, degradação química ou metabolismo,
desaparecimento aparente devido a diluição pelo
crescimento da planta e volatilidade do depósito. Para
se obter subsídios para estimar um limite máximo de
resíduos, produtos que receberam tratamentos
conhecidos de pesticidas, realizados sob condições
agrícolas e climáticas representativas, seguindo urna
boa prática agrícola, devem ser analisados.

Uma formulação de pesticida somente poderá ser
comercializada no Brasil após ter sido previamente
registrada nos órgãos competentes. Para isso deverá
atender às exigências dos órgãos federais
responsáveis pelos setores da agricultura, saúde e
meio ambiente?
Na obtenção do registro, os requerentes terão de

fornecer dados e documentos sendo um deles dirigido
ao Ministério da Saúde que depois, juntamente com o
Ministério da Agricultura, estabelecerá os intervalos

* Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

* * Do Instituto Adolfo Lutz,
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Com esta finalidade c para conhecer os níveis de
resíduos remanescentes, diversas culturas tratadas
com o produto técnico Thiodan, nas dosagens de 2 e
4 Ilha nas culturas de batata, laranja, mamão, maçã,
tomate e 1,5 e 3,0 Ilha em morango, foram analisadas
em diferentes tempos de carência,
Endosulfan, princípio ativo da formulação, é um

inseticida do grupo éster do ácido sulfuroso de um
diol cíclico clorado, O nome químico segundo
IUPAC é C,C'- (1,4,5,6,7, 7-hexachoro-8, 9, 10-
trinorbon-5-en-2, 3, -ylene) (dimethylsulphite) 6, 7,
8,9, 10, 10-hexacloro- 1, 5, 5a, 6, 9,9a- hcxahydro-6}
9-metano-2, 4, 3-benzodioxathiepin 3-oxide. E
constituído por estes dois esteroisômeros alfa (I) e
beta (II).10
O fato de o Ensofulfan ser um éster, favorece a

hidrólise do composto, transformando seus isômeros
nos dióis e sulfatos correspondentes,
Os principais produtos de biotransforrnaçâo do

Endosulfan são o Endosulfan diol e o sulfato de
Endosulfan, sendo que o primeiro não é tóxico
enquanto que o segundo apresenta uma toxicidade
similar ao composto precursor e por isso considera-se
resíduo de Endosulfan a soma dos níveis encontrados
dos isômeros I e II mais sulfato de Endosulfan.9

O problema ambienta! dos pesticidas
organoclorados não se restringe a compostos
orgânicos com cloro na molécula, mas àqueles que
apresentem cadeia cíclica de carbonos (inclusive
cadeias aromáticas), compostos apoIares e Iipofílicos,
pouco reativos quimicamente e conseqüentemente
muito estáveis no meio ambiente,
Com uma meia vida de aproximadamente seis

meses no solo e a possibilidade de hidrólise na água,
Endosulfan não é persistente e acumulativo corno
outros compostos organoclorados do grupo dos
ciclodienos.
O Endosulfan pode ser absorvido através do trato

gastrointestinal, inalação ou contato com a pele, A
DL50 oral e dérmica para ratos é 18 e 74 mg/kg,
respectivamente, e a LC 50 via pulmonar é 80
mg!k:gl4h? Em caso de intoxicação aguda no
homem, podem ocorrer manifestações neurológicas,
corno irritabilidade e convulsões."
Deve-se tomar cuidados especiais com o seu uso

em locais muito próximos a mananciais, rios ou lagos
ou com declives que facilitem o seu arraste. Isto se
deve ao fato de o Endosulfan ser altamente tóxico
para algumas espécies aquáticas, particularmente
peixes", Pesquisas realizadas em amostras de água e
sedimento no sul da Austrália detectaram a presença
de Endosulfan em concentração suficiente para
causar efeitos adversos no ambiente aquático."
No Brasil é autorizado o uso em partes aéreas de

diversas culturas. O produto, formulado como
concentrado emulsionável (CE), tem classificação
toxicológica I até 360 gll.l
O maior risco para o homem associado ao

Endosulfan é a intoxicação aguda através de
exposição acidental ou ocupacional, devendo-se
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seguir as normas de segurança para manipulação e
aplicação do produto.
A principal fonte de exposição da população em

geral é o alimento, sendo importante o controle dos
resíduos remanescentes nas culturas tratadas para se
estabelecer o limite máximo permitido, o tempo de
carência necessário e correlacioná-Ios com as normas
do país ou do Codex Alimentarius. Segundo dados
WH09 têm sido encontrado resíduos de Endosulfan
bem abaixo do limite máximo permitido",

MATERIAL EMÉTODO

Amostras

Foram analisadas 60 amostras, assim distribuídas:
batata(15), laranja casca(6), laranja polpa(6),
maçã(3), mamão(3), maracujá(3), morango(12) e
tomate(12), sendo que 40 amostras foram
provenientes de culturas tratadas com o produto
Thiodan, concentrado emulsionável com 350 g!1de
Endosulfan, nas seguintes dosagens: 2 e 4 Ilha nas
culturas de batata, laranja, mamão, maçã, tomate; 1,5
e 3 Ilha em morango, designadas como tratamento 1
e 2, respectivamente, e 20 amostras testemunhas para
controle, plantadas nas mesmas condições das
demais, porém sem aplicação do inseticida.
As amostras foram coletadas de acordo com as

seguintes carências: batata com 1, 3, 7, tomate com 1,
3, laranja, maçã com 21, mamão com 22, morango
com 6, 7, 14, 15 dias. Foram acondicionadas em
papel laminado, devidamente identifícadas,
armazenadas e enviadas ao laboratório congeladas.

Reagentes

FIorisil ativado a 135°C durante uma noite
armazenadoem dessecadorpor dois dias.Pesar 20 g em
erlenmeyer com tampa, adicionar 1 mI de água
dcsmineralizadae agitaraté completahomogeinização.
Sulfato de sódio anidro granulado.
Acetonitrila, hexano, diclorometano grau resíduo.
Eluente: Em balão volurnétrico de 1000 mI

adicionar 3,5 mI de acetonitrila, 496,5 mI de
diclorometano; completar o volume com hexano.

Método

O método utilizado foi o descrito por Mitchell,
19766 com modificação na extração para uma
mistura de diclorometano: hexano na proporção de
1:4 em volume e na purificação com florisil
desativada a 5%, onde foi realizado um estudo
comparativo de recuperação do método nas etapas
testadas.
Os estudos de recuperações foram feitos nos

diferentes tipos de amostras testemunhas fortificadas
com 5 ml de urna mistura de padrões nas seguintes
concentrações: 100 ng/ml de Endosulfan I e II e 200
ng/rnl de sulfato de Endosulfan.
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Procedimento

Pesar 25 g da amostra em erlenmeyer com tampa e
adicionar 100ml de acetonitrila deixando em contato
por 60 minutos. Em seguida agitar por 30 minutos e
filtrar em Buchner. Transferir o filtrado para funil de
separação e adicionar 500 ml de água
desmineralizada e 10 ml de solução saturada de
cloreto de sódio. Agitar e adicionar 100 mI de uma
mistura de diclorometano:hexano (1:4). Passar a
camada superior através de um funil contendo sulfato
de sódio anidro, para balão de 300 ml, Lavar o funil
com 30 ml da mistura diclorometano: hexano (1:4)
recebendo no balão. Concentrar em rotavapor a
aproximadamente 5 mI. Transferir o concentrado
para o topo de uma coluna cromatográfica contendo
20 g de florisil desativado com 1 mI de água tendo na
parte superior 1 g de sulfato de sódio anidro. EIuir os
pcsticidas com 200 ml do eluente.
Receber em balão de 300 ml e concentrar em

rotavapor a cerca de 3 mI. Adicionar 5 ml de hexano
e concentrar novamente. Transferir o concentrado
para tubo graduado de 5 mI, completar o volume com
hexano e injetar no cromatógrafo.
Fazer a identificação e quantificação por

cromatografia gasosa nas seguintes condições:
cromatógrafo CG 90 com detector de captura de
elétrons, fonte de níquel, equipado com coluna
espiralada de vidro de 6 pés de comprimento por 1/8
de polegada de diâmetro interno, com fase
estacionária, 1,5% OV17 + 1,95% OV21O em
Chromosorb Q 11 100/120 mesh, nas seguintes
condições: temperatura da coluna, 208'C temperatura
de injetar, 220'C, temperatura do detector, 26O'C,
fluxo de nitrogênio, 40 ml/min. A sensibilidade do
aparelho foi ajustada de forma a conseguir urna
deflexão de aproximadamente 60% da escala do
papel do registrador com 200 pg de Endosulfan I.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As porcentagens das recuperações dos diferentes
tipos de amostras estudadas encontram-se na tabela
1. Todas as recuperações foram feitas pelo método
descrito por Mitchell modificado que apresentou um
melhor resultado. O estudo da etapa de extração do
método modificado demonstrou um acréscimo da
ordem de 5-10% para Endosulfan I e II e de 2-5%
para sulfato de Endosulfan. Florisíl desativada a 5%
foi a que apresentou melhor resultado (87,6% para
Endosulfan I, 102,1% para Endosulfan 11e 100,0%
para sulfato de Endosulfan) contra (73,8%, 95,6%,
95,6%, respectivamente sem desativação e 69,2%,
89,1%, 86,9%, respectivamente desativada com 2%
de água.
A média de porcentagem de recuperação para os

diferentes tipos de amostras fortificadas com
Endosulfan foi de 82,1% para Endosulfan I, 84,4%
para Endosulfan II e 91,0% para sulfato de

Endosulfan e os valores individuais encontram-se na
tabela 1.

TABEIA1

Porcentagens das recuperações segundo método de
Mitchell, 1976, modificado.

Amostra Endosulfan I Endosulfan II Sulfato de
Endosulfan

(%) (%) (%)

Batata 80 87 91

Laranja 71 62 97
(casca)

Laranja 71 83 91
(polpa)

Maçã 91 91 93

Mamão 79 83 92

Maracujá 86 82 79

Morango 75 83 92

Tomate 104 104 93

As amostras testemunhasnão apresentaramresíduos
de EndosulfanI, EndosulfanII ou sulfatode Endosulfan
no limite de quantificação do método que é de 0,01
mglkg!(ppm). Uma amostra testemunha de morango
que apresentou 0,01mglkg de sulfato de Endosulfan
indicaproblemasna aplicação(Tabela2).
Das 40 amostras de culturas tratadas, foram

detectados Endosulfan I em 19 (47,5%), Endosulfan
II em 21 (52.5%) e sulfato de Endosulfan em 17
(42,5%), conforme Tabela 2.
Como era de se esperar, as amostras de batata

(aplicação por pulverização nas ramagens), polpa de
laranja e de maracujá (aplicação nas laranjeiras e
maracujazeiros), não apresentaram resíduos
detectáveis. Na batata, um dos fatores prováveis é o
de se encontrar embaixo da terra e nas polpas de
laranja e de maracujá pelo fato de a casca ser muito
espessa e de difícil penetração.
As análises das cascas de laranja mostraramque os

resíduos foram detectados em todas as amostras dos
tratamentos1 e 2 com valores médios de 0,48 mglkg e
de 0,69 mglkg de Endosulfan total, respectivamente.
Valoressempremaisaltos na cascado que na polpa são
relatados por alguns autores' sendo esta distribuição
bastanteconhecidaem frutascítricas.
Já na amostra de mamão, tanto no tratamento 1

(21/ha) como no tratamento 2 (41/ha) foi encontrado
sulfato de Endosulfan apesar de ter sido retirada a
casca antes do início da análise. Isto indica que a
casca é permeável ao princípio ativo e que na
carência estabelecida de 22 dias ele já foi
metabolizado.
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TABELA 2

Concentração média de resíduos de Endosulfan I e II e sulfato de Endosulfan em mg!kg (ppm)

AMOSTRA nOtotal CARÊNCIA NÃO TRATADA TRATAMENTO 1 (2 Ilha): TRATAMENTO 2 (4 Ilha)
amostras dias N° END.I END.II S. END. N' END.I END.II S. END. N' END.I END.II S. END.

Batata 6 1 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 <0.01 <0.01 <0.01
3 3 <0.01 <0.01 <0.01 1 <0.01 <0.01 <0.01 1 <0.01 <0.01 <0.01
6 7 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 <0.01 <0.01 <0.01

Tomate 6 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 0.05 0.07 <0.01 2 0.24 0.2~ <0.01
6 3 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 0.04 0.04 <0.01 2 0.26 0.24 <0.01

Laranja 6 21 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 0.06 0.19 0.23 2 0.12 0.33 0.24
(casca)
Laranja 6 21 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 <0.01 <0.01 <0.01 2 <0.01 <0.01 <0.01
(polpa)

Mamão 3 22 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.02 <0.01 <0.01 0.02

Maçã 3 21 <0.01 <0.01 <0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.03 0.01

Maracujá 3 21 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

TRAT. 1(1,51/ha) TRAT.2(31/ha)

Morango 3 6 <0.01 <0.01 0.01 0.03 0.06 0.03 0.12 0.21 0.06
3 7 <0.01 <0.01 <0.01 0.01 0.07 0.04 0.07 0.17 0.03
3 14 <0.01 <0.01 <0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
3 15 <0.01 <0.01 <0.01 0.02 0.04 0.02 0.03 0.05 0.03

Analisando os valores obtidos e as diferenças
encontradas nas amostras de tomate e morango se
observa que houve um decréscimo significativo
durante o período de carência, indicando uma
decomposição do pesticida. (Fig. 1).

Nas amostras de maçãs provenientes das plantas
que receberam os tratamentos 1 e 2 os valores
médios foram de 0,04 mg!kg e 0,06 mg!kg para
Endosulfan total após 21 dias da aplicação. Estes
valores encontram-se abaixo dos níveis de tolerância
de resíduos de Endosulfan estabelecidos para frutas
em geral que é de 2 mg/kgrppm)". No Canadá, um
monitoramento de Endosulfanrealizado no período
de 1978 a 1986 com 305 amostras de maçãs"
apresentou resíduos sempre abaixo dos limites
máximos estabelecidos.
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CONCLUSÃO

Pelos resultados encontrados foi observado que os
níveis de resíduos apresentam valores considerados
baixos frente àqueles estabelecidos para outras
culturas. Isto se deve provavelmente ao rápido
metabolismo ou decomposição do Endosulfan no
período de carência estudado. Também é uma
indicação de que as boas práticas agrícolas devem ser
sempre seguidas para que cada vez mais os resíduos
de pesticidas em alimentos se situem dentro dos
parãmetros que não causem problema de saúde ao
consumidor. O estudo propiciou também a
implantação do método modificado para as diversas
matrizes estudadas.
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FIGURA 1
Níveis de Endosulfan total em mglkg(ppm) em amostras de batata, tomate, laranja, mamão, maçã, maracujá, morango, não
tratadas (NT) e tratadas com Thiodan, de acordo com as respectivas dosagens em (Ilha) e carências em (dias).

RIALA6!746

LEMES, V.R.R.; INOMATA, O.N.K.; BARRETTO, R.R.C. - Residues from Endosulfan on fruit
and tubers. Rev. Inst. Ado/fo Lutz, 53(1/2):49-54, 1993.

ABSTRACT: Endosulfan is a pesticide by ester group with sulphurous acid of the chlorinated
cyclic dia!. For registering purposes with the aim of extending its range of uses for other
applications in Brazil, a study of íts residues, as well as of its metabolite, endosulfan sulfate, was
performed on potato, tomato, orange, papaya, apple, maracuja and strawberry crops, on which it
was applied according to good agricultural practices. The methodology employed was the
described for Mitchell with modification. It was satisfatory recovery (82,1% to Endosulfan I,
84,4% to Endosulfan II and 91,0% to Endosulfan sulfate, medians of the fortifyed samples). The
lower quantification threshold 0,01 mglkg(ppm) by gas chromatography with electron capture
detector. Among the 60 samples analysed, 20 untreated samples (control) and 40 samples for crops
treated with Thiodan, emulsionable concentra te with 350 g!l of active iugredient, Endosulfan I was
detected in 19 samples (47,5%), Endosulfan II in 21 (52,5%), and Endosulfan sulfate in 17
(42,5%). No residues were detected in the samples of orange and maracujá pulp, as well as in those
of potato, whereas in the papaya pulp samples only the metabolite, endosulfan sulfate, was
detected. The highest levels of Endosulfan I, Endosulfan II and Endosulfan sulfate were those
detected in orange peel samples, with a total amount reaching the 0.48 and 0.69 mg/kg levels. In
the apple, toma to and strawberry samples, the detected values were comparatively low, ali of them
remaining inside the range for maximum residue Iimits (MRL) according to Codex Alimentarius.

DESCRIPTORS: food, Endosulfan residues, organochlorine pesticide, gas chromatography
detection, pesticide residues, determination.
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SATO, D.N.; SILVA, E.A.M. da; FERRAZOU, L.; PALACI, M. -Ação "in vitro" de diferentes
drogas, sobre oMycobacterlum kansasii. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2):55-58, 1993.

RESUMO: A infecção causada pelo M. kansasli pode ser tão facilmente tratada como a
tuberculose. Desde que a rifampicina foi introduzida nos esquemas terapêuticos a conversão do
escarro verifica-se em 100% dos casos. O objetivo deste estudo foi contribuir no tratamento da
micobacteriose causada pelo M. kansasli. Através da determinação da CIM, CBM e testes de
sensibilidade pelo método das proporções, os autores comparam os resultados obtidos com os
relatos da literatura internacional. Foram estudadas 30 cepas de M. kansasii isoladas de pacientes
com problemas pulmonares. Um perfil de sensibilidade das cepas frente à isoniazida, rifampicina,
estreptomicina, etambutol, etionamida, kanamicina e ciprofloxacin foi realizado. A metodologia
foi utilizada de acordo com as normas preconizadas para a bacteriologia das micobactérias. Os
resultados obtidos mostraram sensibilidade do M. kansasil à rifampicina, etionamida, kanamicina e
ciprofloxacin, enquanto que para as demais drogas houve algumas variações. Nossos dados
mostram a importância da rifampicina nos esquemas terapêuticos, no tratamento inicial, e a
utilidade dos testes de sensibilidade no retratamento.

DESCRITORES: Micobacterium kansasii; testes de sensibilidade às drogas; resistência às
drogas.

INTRODUÇÃO

As micobactérias estão amplamente distribuídas na
natureza, podendo ser encontradas no solo e na água,
fazendo parte da flora normal humana. Porém, sob
certas condições, algumas espécies micobacterianas
podem se tornar pato~ênicas causando processos
infecciosos ao homem4, 4,15._

Algumas espécies, tais como o M. kansasii, têm
sido freqüentemente documentadas como sendo o
agente etiológico de doenças, e o seu isolamento a
partir de amostras de origem pulmonar tem
aumentado em nosso meiol8,19.
Pacientes com infecções pulmonares causadas pelo

M. kansasii em geral respondem bem às drogas
utilizadas no tratamento da tuberculose, embora

existam casos de falência de tratamento, associados à
resistência à rifampicina''.
Com o objetivo de conhecer as drogas

antituberculosas os autores determinaram a
concentração inibitória mínima e a concentração
bactericida mínima de cada droga para cepas de
pacientes com comprometimento pulmonar.

MATERIAL EMÉillDOS

Foram estudadas 30 cepas deM. kansasii isoladas
de pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar,
com bacteriologia positiva para M. kansasii,
provenientes de diversas unidades de saúde do
Estado de São Paulo.

* Trabalho realizado no Intituto Adolfo Lutz =Laboratõrío de Sorocaba e Laboratório Central.

* * Pesquisadores Científicos dos Instituto Adolfo Lutz.
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As cepas de M. kansasü foram isoladas a partir de
amostras de escarro, descontaminadas pelo método
de Petroff, semeadas em meio de Lowenstein-Jensen,
incubadas a 37°C por 28 dias e identificadas segundo
suas propriedades culturais e bioquímicas't 13.

o padrão de susceptibilidade das cepas à
isoniazida (INH), rifampicina (RFP), estreptomicina
(SM), etambutol (EMB), etionamida (E1H) e
kanamicina (KN) foi determinado através do método
das proporções'. No caso da ciprofloxacin (CPF),
apesar da ausência de padronização da concentração
para este método, incorporou-se ao meio de cultura a
quantidade de 0,2 ug/ml, previamente determinada
em estudos anteriores, para oM. tuberculosis16•

Determinação da Concentração Inibitória Mínima
~CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM)l1·
0: As cepas de M. kansasii foram semeadas em meio
de Middlebrook 7H9 e mantidas em estufa a 37°C
por 10 dias ou até obter uma turvação correspondente
ao tubo número 1 da escala de McFarland. Para a
determinação da CIM através do método de diluição
em meio líquido, foram semeados 0,1 mI de cada
inóculo no meio de Middlebrook 7H9 contendo as
seguintes concentraçãoes da droga:

INH e RFP (0,5;1,0;2,0 e 4,0 Ilg/ml)

SM, E1H, KN e CPF (2,0;4,0;8,0 e 16,0 ug/ml)

EMB (1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 J.tg/mI)

Os tubos foram mantidos a 37°C e a leitura da CIM
realizada após 10 dias de incubação. A CIM foi
definida como a menor concentração da droga capaz
de inibir macroscopicamente o crescimento das
micobactérias. A CBM foi determinada pelo
subcultivo dos tubos que não apresentaram
crescimento visível, semeando-se a 0,1 ml em meio
de Lowenstein-Jensen. Após a incubação a 37°C por
28 dias, foi realizada a leitura. A CBM foi definida
como a menor concentração da droga capaz de inibir
mais do que 99,9% da população bacteriana no meio
de cultura.

RESULTADOS

O padrão de susceptibilidade das cepas de M.
kansasii frente às diferentes drogas, através do
método das proporções está demonstrado na figura 1.

Em relação à ciprofloxacin, na falta de uma
padronização da metodologia, os resultados obtidos
foram ausência de crescimento bacteriano em 12
cepas de M. kansasil.
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Os valores das CIMs e CBMs das drogas
antituberculosas utilizadas estão expressos na figura 2.
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FIGURA 1
Freqüência de resistência de 30 cepas de Mycobacterium
kansasii, isoladas de escarro, de pacientes de diversas
unidades de saúde do Estado de São Paulo, através do
método das proporções.
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FIGURA 2
Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e
concentração bactericida mínima (CBM), "in vitro" de
drogas antituberculosas, frente aoMycobacterium kansasii.

DISCUSSÃO

A inexistência de uma metodologia para a
determinação da resistência às drogas e a falta de
esquemas definidos para o tratamento de
micooactérias outras que não o M. tuberculosis,
estabelece a necessidade de se traçar um perfil de
sensibilidade para cada droga, visando o sucesso
terapêutico.

Numerosos estudos'' 17 indicam que nos isolados
de pacientes não tratados o M. kansasii é sensível a
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1,0 ug/ml de rifampicina e 5,0 Ilg/ml de etambutol, é
resistente a 1,0 Ilg/ml e sensível a 5,0 ug/ml de
isoniazida, enquanto que à estreptornicina apresenta
sensibilidade variável a 2,0 ug/ml mas são sempre
sensíveis a 10,0 Ilg/ml. Considerando o perfil de
sensibilidade estabelecido para as cepas selvagens do
M. kansassi e a eficácia dos esquemas terapêuticos
contendo rífampícína'", o teste de sensibilidade
rotineiro tem indicação principalmente em casos de
recaídas e falências de tratamento.

Neste estudo verificamos que entre as drogas
utilizadas nos esquema terapêuticas, o M. kansasii
mostrou resistência à isoniazida e estreptomicina
pelo método das proporções, uma vez que o M.
kansasii é resistente a estas drogas nas concentrações
críticas utilizadas no método, 0,2 Ilg/ml para
isoniazida e 2,0 ug/ml para estreptornicina. Na
determinação da CIM obtivemos para a isoniazida
resultados mais baixos que os encontrados por outros
autores': 3, enquanto que na CBM os valores
encontrados foram mais altos. Essa diferença entre
ação inibidora (CIM) e ação bactericida (CBM) pode,
no caso da isoniazida, ser explicada pela existência
de outros fatores de resistência'", As micobactérias
adquirem a multidroga resistência pelo fenômeno da
mutação e seleção; entretanto, em certos casos, a

resistência pode ser causada pela estrutura lipídica da
camada externa que envolve a bactéria',

Com relação à rifampicina, estreptornicina,
kanarnicina e etionarnida houve concordância entre a
CIM, CBM e o método das proporções.

Para o etambutol os resultados das CIMs e CBMs
foram altos, contrariando dados existentes de sua
ação bacteriostática e mostrando a ausência de ação
bactericida. Há citações indicando a influência do
meio sintético diminuindo a ação do etambutol", e a
interferfência do período de incubação da cultura
atuando na ação da droga12• Também alguns autores
mostraram com seus dados que a aparente resistência
"in vitro" do etambutol pçde ser um artefato e que
pode não ocorrer "in vitro,,21

A ciprofloxacin foi também estudada e os
resultados confirmaram a ação bactericida desta
droga para oM. kansasüoÓ

•
10
• Os resultados dos testes

pelo método das proporções foram registrados como
ausência de crescimento, uma vez que não há
padronização deste método para a ciprofloxacin.

Este estudo preliminar mostrou a importância da
rifampicina no tratamento do M. kansasii. A partir
dos dados obtidos os autores pretendem estudar a
sensibilidade do M. kansasii frente a combinações de
drogas e com isso sugerir esquemas terapêuticos
mais eficazes.
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ABSTRACT: The treatment of M. kansasii infection have been conduced as a tuberculosis.
Since rifampin was introduced in the drug regimens for disease due to M. kansasii the sputum
conversion from positive to nega tive is confirmed in 100%. This study was made to contribute in
the treatment of disease due to M. kansasli. Through of Minimal Inhibitory Concentration and
Minimal Bactericidal Concentration determination and susceptibility tests by proportion method,
the authors compared the results that was obtained with the results of internationaI data. 30 M.
kansasii satrians isolated of patients with pulmonary disease were studied. A susceptibility testing
using the conventional antituberculosis drugs isoniazid, rifampin, streptomycin, ethambutol,
ethionamide, kanamycin and ciprofloxacin was made according to the standardized techniques. The
results showed that M. kansasli was sensible to rifampin, ethionamide, kanamycin and
ciprofloxacin, while to another drugs the results were varied. Our data showed that rifampin is
essentíal in the drug regimen of M. kansasil infection and the usefullness of susceptility tests in lhe
retrealment.

DESCRIPTORS: Mycobacterlum kansasii; drug susceptibility tests; drug resistence.
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RESUMO: °estudo de 354 conjuntivites purulentas, em crianças com menos de 10 anos de
idade, na região de Campinas, teve como objetivo principal verificar a presença do Haemophilus
influenzae biogrupo aegyptius incriminado como o agente etiol6gico da Febre Purpúrica Brasileira
nessa população. Dentre as 264 bactérias identificadas, este microorganismo foi observado em
16,29%, o Haemophilus influenzae em 34,09%, Staphylococcus aureus em 10,61% e
Staphylococcus sp. em 14,39% dos casos. A maior positividade desses casos ocorreu entre a faixa
etária de O (zero) a 2 (dois) anos (60,27%). A distribuição sazonal indicou a prevalência do
Haemophllus influenzae no período de clima frio e do Haemophilus influenzae biogrupo aegyptius
no período de clima quente.

INTRODUÇÃO Haemophilus inf1uenzae biogrupo aegyptius,
anteriormente denominado corno Haemophilus
aegyptius. Desta forma, o rastreamento epidemiol6gico
deste agente etiol6gico em diferentes regiões do país
facilitaria medidas profiláticas visando impedir o
aparecimento dessa doença recentemente reconhecida e
de caráter fulminante.

Nesta oportunidade foram também identificadas
outras bactérias incrirninadas como o agente causal
dessas conjuntivites purulentas e sua freqüência
comparada com a do Haemophilus influenzae
biogrupo aegyptius na região de Campinas, estado de
São Paulo.

Conjuntivites purulentas em crianças, especialmente
aquelas ligadas a climas quentes, têm características
clínicas de etiologia múltipla.

As conjuntivites purulentas em nosso país têm
despertado um grande interesse em seu estudo desde
a caracterização do agente etiol6gico da Febre
Purpúrica Brasileira (FPB), posto que a manifestação
clínica dessa doença é quase sempre precedida por
conjuntivite purulenta. Neste caso o agente etiológico
foi identificado como um clone especial do

* Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, Campinas e São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz, Campinas, SP.

** * Do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
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MATERIAL EMÉroOOS TABElA 1

De 354 crianças, na faixa etária de 0-10 anos, com
conjuntivite purulenta, em um período de 3 anos
(1988-1990) foi estudada a secreção ocular
empregando-se técnicas bacteriológicas.
O material foi colhido empregando-se estilete com

algodão estéril e semeado diretamente em placa
contendo ágar Brain Heart Infusion (BHI)
suplementado com 10% de sangue de cavalo e
achocolatado. As placas semeadas foram incubadas a
35/37'C por 24-48 horas em ambiente de COz
(5-10%) e umidade. As bactérias que apresentaram
morfologia de coco gram-positivo e produtoras de
catalase foram testadas quanto à presença de
coagula-se pelo teste em tubo'', Aquelas que não
demonstraram presença de catalase foram separadas
segundo a hemólise. As cepas que apresentaram
hemólise parcial foram testadas quanto à
sensibilidade à optoquina; para aquelas do tipo beta
hemolítico foi verificada a sensibilidade à
bacitracina. Para caracterizar o Enterococcus foi
utilizado o meio de cultura SF (Bacto SF
Medium-Difcoj'.
As bactérias com morfologia de diplococo

gram-negativo foram identificadas segundo os testes
de oxidase e série bioquímica dos açúcares para
caracterização do gêneroN eisseria!3.
As cepas definidas como bacilos gram-negativos

foram semeadas em ãgar MacConkey (MC) e ágar
BHI chocolate com 10% de sangue de cavalo. As
colônias que se .desenvolveram em MC foram
identificadas a partir do meio .presuntivo para
enterobactérias, meio Pessoa e Silva. Para os bacilos
que se desenvolveram somente no BHI chocolate
foram aplicados o teste de satelitismo, provas
bioquímicas para definição de gênero e espécie e
biotipos de Haemophiius: 5, 6, bem como a
soroaglutinação para a triagem do clone invasor do
agente etiológico da FPB1

.

Foram relacionados os resultados obtidos com os
diferentes períodos sazonais.

RESULTADOS

Dos 354 casos de conjuntivites estudados foram
identificadas 264 amostras bacterianas. Destas, 151
(57,19%) foram identíficadas como sendo do gênero
Haemophilus, sendo que 43 (16,29%) bactérias deste
gênero pertenceramà espécieHaemophilus influenzae
biogrupo aegyptius, porém apenas 3 amostras desta
espécie apresentaram soroagíutínação positiva para o
clone do agente etiológico da FPB. Outras bactérias
mais freqüentementeisoladas foram Staphylococcus sp
38 casos (14,39%), Staphylococcus aureus 28 casos
(10,61%), Streptococcus sp alfa hernolítico 11 casos
(4,17%) e Streptococcus pneumoniae 10 casos (3,79%)
(tabela 1).
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Agentes bacterianos identificados das 354 conjuntivites
purulentas estudadas.

AGENTES TOTAL
BACTERIANOS DE CASOS (%)

POSITIVOS

H aemophilus sp 151 57,19
Staphylococcus sp 38 14,39
Staphylococcus aureus 28 10,61
Streptococcus sp a hemolltico 11 4,17
Streptococcus pneumoniae 10 3,79
Streptococcus sp y hemo/ítico 9 3,41
Neisseria nào patogênica 8 3,03
Enterococcus faecalis 4 1,52
Streptococcus sp ~ hemolitico 2 0,76
Enterobacterlh, coli 2 0,76
Pseudomonas sp 1 0,37

r0tal de positivos 264 74,60
Total de negativos 90 25,40

Total de casos 354 100,00

Observou-se que o isolamento de uma bactéria da
secreção conjuntival dos pacientes, foi maior na faixa
etária de 0-2 anos de idade, sendo que o agente
etiológico mais freqüente foi oHaemophilus sp.
Caracterizadas as bactérias do gênero

Haemophilus observou-se que o biotipo II do
Haemophilus influenzae prevaleceu, sendo seguido
pelo Haemophilus influenzae biogrupo aegyptius e
Haemophilus influenzae biotipo Ill. (tabela 2).

Comparando a incidência destes agentes
etiológicos isolados das secreções conjuntivais e a
sazonalidade, observou-se uma distribuição
homogênea em todos os períodos do ano do
Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp e
Streptococcus. Porém o Streptococcus pneumoniae
apareceu mais vezes nesta região nos meses frios do
ano, sendo que nestes 3 anos de estudo, não foi
identificada nenhuma conjuntivite por este coco
gram-positivo no primeiro trimestre. Da mesma
forma, considerando-se as infecções causadas por
Haemophilus sp no conjunto dos 3 anos estudados,
não se notou alteração significativa quanto aos 4
períodos sazonais. No entanto, nos anos de 1988 e
1990, observou-se maior incidência destas
conjuntivites no 32 período destes anos. Na
observação dos resultados das conjuntivites que
tiveram como agente etiológico H aemophilus
influenzae biogrupo aegyptius notou-se nos anos
1988 e 1990 que estas infecções ocorreram com
maior freqüência no 22 período sazonal, período este
em que ainda predominam temperaturas
relativamente amenas. No ano de 1989, estas
infecções surgiram apenas no 12 período sazonal com
nenhum caso nos outros períodos. (Gráfico 1).
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TABElA 2

Freqüência de conjuntivite por Haemophilus segundo faixas etárias dos pacientes.

FAIXA ETÁRIA
(ANOS)

o
%

1 2

%
2 3

%
3 4

%
4 5

%
5 6

%
6 7

%
7 8

%
8 9

%
9 10

%
IGNORADA

TOTAL

%

BIOTIPO

I
06
54,55

II
23
43,40
10
13,04
04
7,55
03
5,66
01
1,89
01
1,89

H aemophilus influenzae

III IV V
07
30,43
03 01
50,00
04 01
17,39 50,00

02
8,70
02
8,70
01
4,35

02
8,70
02

23 02

VII

BIOGRUPO AEGYPTIUS

VI VIII *FPB+
01
33,33
01
33,33
06
15,00

01
33,33

*FPB
06
15,00
07
17,50
07
38,89
07
17,50
01
2,50
01
2,50
02
5,00
04
10,00
01
2,50
01
2,50
04
10,00

SP TOTAL
01 44
5,60 29,14
03 25
16,66 16,56
22
14,57
01 14
5,60 9,27
02 06
11,11 3,97

04
2,65
03
1,99
05
3,31
03
1,99

06
5,60
03

3,97
19

18,86

03
27,27

02

01
1,89
02
3,77
01
1,89
07

01

01

00 0100 00 03 40

16,67 12,58

18 151

18,18 13,21 8,70

11 53

*FPB = Febre Purpúrica Brasileira
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GRÁFICO 1
Distribuição sazonal de Haemophilus sp das conjuntivites
nos 3 (três) anos estudados.

DISCUSSÃO

Os resultados demonstraram que o Haemophilus
sp foi o o agente bacteriano mais associado com as
conjuntivites purulentas na faixa etária estudada,
corroborando desta forma observações de outros
autores" 11, 12, sendo seguido pelo Staphylococcus sp
e pelo Staphylococcus aureus.
Embora Haemophilus influenzae biogrupo

aegyptius, o bacilo de Koch-Weeks, denominado
anteriormente Haemophilus aegyptius10, tenha sido
citado como agente bacteriano mais freqüentemente
isolado das conjuntivites purulentas agudas em certas
partes da Europa, Norte da África e América do
Norte', este fato não foi observado na amostragem
deste trabalho, no qual houve maior ocorrência do
Haemophilus influenzae, correspondendo a 34,09%.
O Haemophilus influenzae biogrupo aegyptius
ocorreu em 16,29% dos quais apenas 3 cepas
apresentaram soroaglutinação positiva para Febre
Purpúrica Brasileira.
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Embora não tenha sido descrito nenhum caso de
Febre Purpúrica Brasileira na região de Campinas até o
último período deste estudo, uma contínua vigilância
das conjuntivites purulentas, especialmente em algum
surto, deveria ser processada pois a faixa etária de maior
prevalência da doença! coincide com a faixa etária de
maior número de Haemophilus por nós identificados.
Destes, os 3 casos em que foi encontrado o clone
epidêmico do Haemophilus influenzae biogrupo
aegyptius, dois deles estavam na faixa etária entre 9 e 10
anos de idade. Desta forma um estudo cuidadoso de

surtos de conjuntivite purulenta viria em muito
auxiliar no rastreamento desse clone epidêmico,
facilitando assim a prevenção e controle dessa cepa
invasora do Haemophilus influenzae biogrupo
aegyptius, até há pouco tempo desconhecida na área de
Saúde Pública.
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SUMMARY: The study of 354 purulent conjunctivitis in children under 10 years old in the
region of Campinas, SP, had the aim of finding lhe presence of Haemophilus influcnzae biogroup
aegyptius, lhe etiologic agent of lhe Brazilian Purpuric Fever in this populatiou.

Among lhe 264 bacteria identified, this organism was shown in 16,29%, Haemophilus
influenzae in 34,09%, Staphylococcus aureus in 10,61%, and Staphylococcus sp in 14,39. Most of
these cases occurred between lhe age groups from O (zero) to 2 years (60,27%). The seasonal
distribution showed a prevalence of Haemophilus influenzae in cold season and of Haemophilus
influenzae biogroup aegyptius in warm season.
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SUMMARY: The sensitivity of Aedes albopicts celI line, cIone C6/36, to arbovirus isolation
and growth has been being shown by several authors. The present work has verified which, among
several media under the same conditions, would be the most efficient one for C6/36 cultivation and
viral isolation. The L-15 medium has proved to be the best among others (MEM, DMEM and 199)
with the quickest viral isolation (DEN-1). A1so, in this medium, the samples could be observed
until the 14th day, without significa tive cellular death. The results reccommend L-15 medium as
the mos! efficíent and economic one for the purposes.

INTRODUCTlON

Among the arboviruses that infect man, dengue
flavivirus is one of the most important. Paul, et aI.
(1969) shoud, for the first time, thatAedes albopictus
mosquito cells were susceptible for the dengue virus
isolation. Since then, different mosquito cell tines
have been tested with the same purpose (Tesh, 1979j
White, 1987; Kuno et aI., 1971; Kuno et aI., 1985).
Based on the advantages offered by this methodology
such as: they are more sensitive than the vertebrate
cell eulture system, are easier to manipulate, to
maintain and to grow at ambient temperature
(Chappell et aI., 1971) and remain as stable cultures

for 14 days without medium change (Race et aI.,
1979).
Despite the existence of other mosquito cellular

eultures for dengue isolation, the Aedes albopictus
cell line, clone C6/36, has proved to be one of the
most sensitive (lgarashi, 1978). In these celIs the
dengue virus infection can be easily observed by the
eharacteristie eytopathie effect (CPE) (Kuno, 1983;
Kuno et aI., 1985; Gubler et aI., 1984).
In this work, studies with the dengue-I virus

(DEN-1) in C6/36 cells were made, in different
media, to verify the suitability between cells and
medium that provides advantages in the isolation and
propagation of dengue virus.

* Key Words: C6/36 cells. Cellular culture medium. Viral isolation. Cytopathic effect. Dengue vírus,
* * Instituto Adolfo Lutz, Av. Dr. Arnaldo, 355 - São Paulo - SP - CEP: 01246-900 - Brazil.

63



BARBOSA, M.L.; ROCCO, I.M.; FEUPPE, J.M.M.S.; Cellline, clone C6/36, in Diferrent Media. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
53(1/2):63-70,1993.

MA1ERIALS AND MElHODS

a) Growth and Maintenance Media

The following media were tested:
-. Leibowitz n2• 15 (L-15 - Sigma) modified with

TPB (Tryptose Phosphate Broth), 2.95% of non
essential aminoacids solution and 2% of L-glutamin.
'-199 medi um (Gibco).
- Minimum Eagle Medium (MEM - Adolfo Lutz

Institute, Cellular Culture Laboratory) according to
Rechcigl (1977) supplemented with 0.2mM of
non-essential aminoacids solution.

- Dulbecco Minimum Eagle Essential Medium
(DMEM - Sigma).

Ali media were supplemented with 10%
heat-inactivated at 56°C for 30 minutes of foetal
bovine serum and contained 10 I.U/rn1 of penicillin
and 100 uL/mL of streptomycin; for cell
maintenance, 2% of FBS was added.

b) Cellular Adaptation to Media

Aedes albopictus cell line (clone C6/36) cultures,
with 5x105 cells/rnI, kindly supplied by Dr. Igarashi,
Department of Preventive Medicine, Research
Institute of Microbial Diseases, Osaka University
(Osaka, Japan), were used. The C6/36 cells were
adapted to L-15, 199, MEM and DMEM media,
through ten serial passages. For each passage, the
cells were propagated in four 250 mL g1ass flasks
(500,000 cells/ml.) with different medium each and
observed to verifl their integrity.

After the 10 passage, the culture tubes were
prepared as follows: one million cells with 2 mL of
growth media (L-15, MEM, DMEM or 199) were
propagated and incubated at 28°C for 24 hours. The
grouth media was then substituted by their respective
maintenance media and then the cells were infected
with 30 JAL. of different inocules. The tubes were
incubated at 28°C for at least ten days.

C6/36 cells' Adaptation to lhe Different Media

c) Viral Growth Test in Different Media

For' the viral growth test in cells cultivated in
different media, one sample of a DEN-1 patient
isolation from serum, identified and typified by
immunofluorescence (Gubler et ai., 1984) using
monoclonal antibodies supplied by the Division of
Vector Bome Virus, Center for Infectious Diseases,
Centers for Disease Control, Fort Collins, CO, was
used.

The ;td and 14th passages of this sample were
made and inoculated in the C6/36 cells grown in
different media. The inoculum consisted of 30 JAL of
viral suspension which titre was 107.37/100 mL or
diluted from 10-1 to 10-6• Three tubes of each media
per sample dilution and three control tubes were used
for each media. AlI tubes were observed daily and
immunofluorescence tests were performed.

d) Human Sera

To verify the sera toxicity on the clone C6/36 in
the different media tested, 40 patients sera were
picked up at random, from a universe of 2,117
dengue suspected sera to viral isolation. Later, other
40 samples of 142 DEN-1 positive sera (isolation and
immunofluorescence) were used for the re-isolation
in the clone C6/36 kept in L-15 medium. AlI samples
tested came from sera harvested during the
1990/1991 epidemy in the State of São Paulo. The
inoculation volume of the sera was defined to be 30
uL after tests with volumes ranging from 10 to 50
uL. The toxic effect was intense with volumes above
to 40 uL.

e) Isolation inL-15 Media and Immunofluorescence

After 24 hours of the cells' growth, tubes
containing L-15 media modified were innoculated
with 30 uL of each serum sample. Ten test tubes
were used for each one of the 40 tested sera. They
were observed with inverted microscope (Zeiss) from
the first to the tenth day, accompanied by
immunofluorescence daily tests (Gubler et ai., 1984).

TABLEl

Passage 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Media
L-15 + + + + + + + + + +

MEM + + + + + + + + (*) (*)
DMEM + + + + + + + (>to) (*, (*)

199 + + + + (*) * # @ @ @

+ - Interger cellular monolayer, few cells on the supematant.
(*) - Cellular monolayer showingfirst degeneration signs.
* - Cellular monolayer with 50% of fallen cells.
# - Cellular monolayer completely degenerated, 100% of fallen cells.
@ - Not possible.
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TABLE2

Cytopathie effect observed in infeeted C6j36 cells, maíntened in different media. Second passage vírus.

Day Medium C 100 10) 10_2 10_3 10_4 10_5 10_6

1 L-15
DMEM
MEM
199

2 L-15
DMEM
MEM
199

3 L-15 (+)
DMEM
MEM
199

4 L-15 + (+)
DMEM
MEM
199

5 L-15 + + (+)
DMEM (+)
MEM (+)
199

6 L-15 + + + (+)
DMEM + (+)
MEM + c»
199 (*) (+) (-) (*)

7 L-15 + + + + (+)
DMEM (*) (*) + (+)
MEM (*) (*) (+) (+)
199 * (*) * * (*) (*)

8 L-15 + + + + (+)
DMEM (*) * • + (+)
MEM (*) * * *
199 • * • * * * (*)

: NoCPE

(+): Less than 25% of cells with CPE

+ : Plus than 75% of eells with CPE

(*) : 25% or less of dead eells

* : 75% or more of dead eells

C -: Not inoeulated control cells.
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TABLE3

Cytopathic effect observed in infected C6/36 cells, maintened in different media. Fourteenth passage virus.

Day Medium C 10° 10) 10_2 10_3 10_4 10) 10_6

L-15 (+)
DMEM
MEM
199

2 L-15 + (+)
DMEM
MEM
199

3 L-15 + + (+) (+)
DMEM
MEM
199

4 L-15 + + + (+) (+)
DMEM (+)
MEM (+)
199 (+)

5 L-15 + + + + (+)
DMEM (+) (+)
MEM (+) (+)
199 (*) (+) (+) (+) (*)

6 L-15 + + + + +
DMEM * + (+) (*)
MEM * (*) (*) (*) (*)
199 * (*) (*) (*) *

7 L-15 + + + + + r»
DMEM * * * (*) (*)
MEM (*) * * (*)
199 * * * * (*)

8 L-15 + + + + + (+)
DMEM * (*)
MEM * * * *
199 * * * * *

: NoCPE

(+): Less than 25% of cells with CPE

+ : Plus than 75% of cells with CPE

(*) : 25 % pr less of dead cells

: 75% or more of dead cells

c- : Not inoculated control cells.
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TABLE4

Toxicity Evaluation of Inoculated Sera on the Different Media Over C6/36 Cells.

DAY 1 2 3 4 5 6 7 8

MEDIA
C O O O O O O O O

L-15 C+ (+) (+) + + + + + +
S 2.5* 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

C O O * O O O O 25
DMEM C+- (+) + + 50 100

S 12.5 12.5 12.5 25 25 32.5 32.5 32.5

C- O O O O O O O 25
MEM C+ (+) + 50 50 100

S 37.5 37.5 37.5 50 50 55 55 55

C- ; Not inoculated control cells.
C+; Control cells inoculated with DEN- 1 in the 14th passage.
S ; Inoculated sera samples.

; Interger cells.
(+); Less than 25% of cells with CPE.
+ ; More than 75% of cells with CPE.
* ; Percentage of tubes with fallen cells,

Ali tests were made in glass containers incubated in
common bacteriologic incubator. No C02 incubator
was used in any step of this work.

RESULTS

1 -Adaptation of C6/36 Cells to Different Media

The C6/36 cell the showed best adaptation to L-15
media (table 1), not showing any significative signs
of degenation until the io" day.

ln the MEM and DMEM media, dead cells were
observed in the supernatant, after the 8th day and the
monolayer showed signs of loss of confluency.

The 199 medium was the less adequate, once in
the 5th passage more than 50% of the cells were dead,
the cellular monolayer was not confluent in several
points and the monolayer was unfastened.

The cells were observed until the 50th day only in
the

th
L-15 media and they had good aspect until the

14 day. After the 15'" day, the tubes showed a
progressive rise in the number of unfastened cells on
the supernatant. Nevertheless, transfers made with
bottles maintained for 50 days without medium
change showed recuperation of the monolayer and
sensitive cells for the dengue isolation.

2 - Test of viral Growth and Demonstration of CPE
in Different Media

The cell cultures were maintained in different
media and inoculated with DEN-l virus at different
passages (2nd and 14th

) and at the dilutions previously
cited, showed CPE from the 3,d day on with virus
from the 2nd passage and from the 1st day with virus
from the 14th passage in cells with L-15 media. This
CPE was observed only in cells with MEM and
DMEM from the 5th and 4th days on, with the
passages 2 and 14 respectively, and this CPE was
significantly less intense. With 199 medi um this
effect was sei dom observed. Figure 1 shows the
DEN-l effect 48 hours after inoculation in C6/36 cell
line with the different media used and their controls.

3- Test ofToxic Effect of Sera Used for Isolation in
Clone C6/36 Cells, in Different Media

Obtained results showed the effectiveness of L-15
media in relation to the toxic effect of the sera over
the cells (table 4).

From 40 tubes inoculated with different sera, only
2.5% of cellular unfasting after 24 hours occurred in
cells with L-15 media and 12.5% and 37.5% in cells
with DMEM and MEM media, respectívely. These
proportions increased in subsequent days. The
observation of the tubes was impossible from the 9th

day on because the tubes of the negative controls
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FIGURE 1

Morphology of C6!36Aedes albopictus cellline grown in differenl media. Carl Zeiss optic microscope JE Naval, X125.

A, C, E and G: control cells in L-15, MEM, DMEM and 199 media respectively; B, D, F, and H: same media but inoculated
with 30 ul of a 10-7• 37/100 ul dilntion of DEN-l.
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showed a large number of unfastened cells in media
other than L-15, were cells presented no alteration
until the last day of observation. 199 medium was
not used in this test as it was already verified the
cells did not maintain their integrity after the 5th

passage.

4 - Isolation andlmmunofluorescence

It was verified that C6/36 cells, maintained in L-15
medium and inoculated with patients sera showed
CPE in 25% of them after 72 hours. The
immunofluorescence revealed that 20% of the
samples tested resulted positive after 24 hours of
inoculation (table 5).

TABLE5

TABLE 5 - Chronological Order of Positivity by CPE
Occurrence and Immunofluorescences in 40 Sera Samples
Inoculated in C6/36 CeIls in L-15 Medium.

Days after
Inoculation CPE Immunofluorescence

1 0(0.0%) 80 (20.0%)
2 0(0.0%) 100 (25.8%)
3 100 (25.0%) 90 (22.5%)
4 150 (37.5%) 10 (2.5%)
5 110 (27.5%) 10 (2.5%)
6 30 (7.5%) 10 (2.5%)
7 10 (2.5%) O (0.0%)

Total 400 (100%) 300 (80%)

For each serum sample 10 tubes were made and
observed for both CPE and immunofluorescence.

DISCUSSION

TheAedes albopictus cellline cJone C6/36's high
grade of susceptibility has been shown in the dengue
virus isolation (Igarashi et al., 1978). The
identification of the isolated virus was at first made
by the hemmaglutination inhibition test (Clarke et
al., 1958) and afterwards by complement fixation
(Kuberski et al., 1977). However, the sensibility was
higher when the immunofluorescence technique with
anti-Dengue monoclonal antibodies specific type
sera, was used (Gubler et al., 1984).
Kuno et ai. (1985), showed that the detection of

dengue virus in C6/36 cells is directly linked to the
viral titre and incubation period, as well as the fusion
of infected cells with formation of syncitia is
influenced by the infecting viral strains, the pH and
composition of media, the culture age and also by the
kind of container surface were the cells are being
cultivated (plastic or glass). (Randolph et ai, 1990).
Several authors (White, 1987; Gubler et ai., 1984;

Tesh, 1979; Igarashi, 1978; Kuno et al., 1985) tested
the growth and better culture conditions for C6/36

cell line and its utilization in viral isolation, using
different growth media and cell line maintenance.
However, no one tested the several media under the
same conditions, what makes impossible to
determine which is the most adequated medium for
cellular growth and viral isolation. To know which is
the best medium is of extreme importance during the
dengue epidernics once it is when an efficient virus
isolation method is essential.
This work's universe is 142 patient sera, with

positive isolation of DEN-1, proceeding from the
epidernic area in São Paulo state.
In the first isolated samples, when C6/36 cells in

L-15 were used, a decrease on the time of CPE
occurrence was observed. Afterwards, 40 samples
were taken randomly from the previous 142 so that a
more accurate analysis of the results to verify the
initial observation (tables 2, 3 and 5) could be made.
A real decrease of 72 hours between the inoculation
and the CPE occurrence was found (figure 5). Data
showed that the L-15 media is the most efficient in
the present conditions, being a more rapid method of
viral isolation.
Another advantage of L-15 media is that the

samples can be observed until the 14th day without
significative cellular death. This is not the case with
MEM, DMEM and 199 media, particular1ywith the
last one which had a hilh number of dead cells in the
supernatant from the 5 day on (tables 2 and 3).
The results are intriguing, due to the composition

of the several media. It is known that the 199
medium ís extremely rich of vitarnins, which is not
the case with L-15 medium, as well as in the
non-essential aminoacids composition. As far as
MEM is concerned, it is the poorer in aminoacids
and salts. Ali the tested media have bicarbonate as
buffer agent except the L-15 which buffering are
base-free arninoacids. The acid metabolites
percentage is reduced by the substitution of glicosis
for galactosis and sodium piruvirate.
Therefore it can be inferred that one or more L-15

factors or components may interfere positively in the
production of the cytopathic effect in the cell-virus
interation. Since these results were obtained with
incubation in common bacteriologic incubators, they
may be different if CÜ2 incubator is used.
Data presented are extremely important due to the

necessity of this laboratory of producing viral
antigens, as well as viral isolation and using for them
the mostefficient and econornicmedia.
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RESUMO: A sensibilidade da linhagem de células Aedes alboplctus, clone C6/36, para
isolamento e crescimento de arbovírus, tem sido demonstrada por vários autores. O prese~te
trabalho verificou, qual entre vários meios, nas mesmas condições, seria mais eficiente para cultivo
de C6/36 e isolamento viral. O meio L-15 mostrou ser o melhor entre outros (MEM, DMEM e
199), com mais rapidez no isolamento viral (DEN-l). Também, nesse meio, as amostras pudera~
ser observadas até o 14° dia, sem morte celular significativa. Os resultados recomendam o meio
L-15 como o mais eficiente e econômico para os propósitos apresentados.
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RESUMO: Realizou-se um estudo retrospectivo de três anos no qual foram estudados os
valores de hemoglobinas de pessoas com idade igualou superior a 60 anos, de ambos os sexos, que
foram atendidas no Instituto Adolfo Lutz - Central no período compreendido entre os anos de 1990
e 1992.

Foram obtidas 2497 determinações: 1665 de mulheres e 832 de homens. Os valores de
hemoglobina foram estudados em conjunto com o sexo e a idade dos indivíduos com o objetivo de
estabelecer um perfil dos anêmicos. Os indivíduos do sexo masculino apresentaram anemia mais
freqüentemente que os do sexo feminino, 19,83% e 10,09%, respectivamente. Quando levado em
conta o fator idade, os indivíduos com mais de 80 anos apresentaram a maior freqüência da
doença, 18,74%.

A freqüência de anemia encontrada foi de 13,34% em relação a todos os casos estudados.

DESCRITORES: idosos, anemia, hemoglobina, hematologia.

INTRODUÇÃO contribuir para que ocorra fadiga, fraqueza, edema e
dispnêia'.

Zauber et ai. estudaram indivíduos em perfeito
estado de saúde com idade acima de 84 anos e
encontraram médias de hemoglobina de 14,8 g/dL e
13,6 g/dl, para homens e mulheres, respectivamente9.
Tais valores estão acima do considerado como
mínimo pela OMS6.10; que determina que o limite de
hemoglobina para que uma pessoa seja considerada
anêmica é de 12,0 g/dL para mulheres não grávidas e
13,0 g/dl, para homens. Esses valores são referentes ao
nível do mar, e a OMS sugere, ainda, uma correção de

A anemia é uma condição patológica que atinge
grande quantidade de pessoas no mundo todo. Nos
países subdesenvolvidos este é um sério problema de
Saúde Pública. Em pessoas idosas é a alteração
hematológica mais freqüente, afetando cerca de 12%
da população com idade acima de 60 anos, segundo
estimativa de Salive et alto

A anemia em idosos comumente é assíntomática
ou muito discreta, e raramente requer internação. Nas
pessoas com idade mais avançada, a anemia pode

* Realizado na Seção de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central.

* * Da Seção de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz.

* * * Da Disciplina de Informática Médica da FMUSP.
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0,2 g/dL para cada 300 metros de altitude. Portanto, o
declínio da hemoglobina não é necessariamente um
resultado do envelhecimento.

Frente à pequena quantidade de trabalhos sobre
anemia em idosos na América Latina, tendo-se em
vista que no ano 2025 o Brasil terá mais de 30
milhões de pessoas idosas segundo a projeção de
Litvak & Maggi'', e, considerando-se ainda o
aumento da esperança de vida', resolvemos verificar
a freqüência de anemia e definir um perfil desse
agravo na população atendida por nossa instituição,
além de relacionarmos estes dados com o sexo e a
idade dos indivíduos estudados, buscando estabelecer
quem são as pessoas anêmicas.

MATERIAIS E MÉTODOS

Este estudo foi realizado a partir dos hemogramas
de rotina efetuados em nosso laboratório no período
compreendido entre os anos de 1990 e 1992. Tais
exames são provenientes, em sua maioria, de pe§S08S
que procuraram centros de saúde do ERSA"2. Os
hemogramas foram realizados de maneira tradicional
e corados pelo método de Leishman.

Foram analisadas 2497 determinações . de
hemoglobina: 1665 mulheres e 832 homens, com
idade superior ou igual a 60 anos. Dividimos o grupo
segundo a idade: com idade entre 60 e 69 anos, 70 a
79 anos e pessoas com idade igualou superior a 80
anos.

Procedemos o estudo estatístico dos dados através
do teste de c2 para estatística enumerável'", segundo
a fórmula:

i =1

onde Di é o número observado de anêmicos, fi é o
número esperado (supõe ser da população) e 11 é o
número de categorias.

Realizamos também um Teste de Hipóteses com o
objetivo de verificar o significado estatístico das
freqüências encontradas e adotamos pcül como
região de rejeição pois a amostra decaiu ao longo dos
anos.

RESULTADOS

Dos 2497 indivíduos estudados 333 apresentaram
anemia, resultando numa freqüência de 13,34%. Essa
freqüência foi considerada como sendo igual à da
população, ou seja, a freqüência esperada.

Na tabela 1 apresentamos o número observado de
anemias e a sua freqüência discriminados em relação
aos anos em estudo. O valor de -/, com 2 graus de
liberdade, calculado pela expressão acima é
x2(2)=1,737895, resultando em p>O,lO. Portanto, não
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existe diferença estatística das freqüências
encontradas ao longo dos três anos em relação à da
população.

TABELA 1

Freqüência de anemia discriminada pelos anos estudados.

ano anêmicos normais freq. (%)

1990 182 1131 13,86
1991 101 645 13,54
1992 50 388 11,42

total 333 2164 13,34

O número observado de anemias e suas
freqüências discriminados em relação ao sexo dos
indivíduos encontram-se na tabela 2. O valor
calculado de x2(1)=45,55319 resulta em p<O,OOl.
Portanto, rejeita-se a hipótese de igualdade da
freqüência de anêmicos entre os sexos.

TABELA 2

Freqüência de anemia discriminada pelo sexo.

sexo anêmicos freq. (%)normais

masculino 165
feminino 168

667
1497

19,83
10,09

total 333 2164 13,34

A discriminação em relação aos três grupos
etários, com os respectivos números observados e
suas freqüências, podem ser visualizadas na tabela 3.
O valor calculado de x2(2)=27,4S81 resulta em
p<O,OOl e rejeitamos a igualdade da freqüência de
anêmicos entre os três grupos etários.

Estudando esses três grupos etários dois a dois
encontramos o seguinte:

(a) Entre os indivíduos com idade entre 60 e 69
anos e as pessoas com idade de 70 a 79 anos obtemos
x2(1)=22,18465, resultando em p<O,OOl. Rejeitamos
a igualdade de freqüência entre esses dois grupos.

(b) Comparando-se os dados dos indivíduos com
idade de 60 a 69 anos e os dados dos indivíduos com
idade de 80 e mais anos encontramos
x2(1)=16,62301, resultando em p<O,OOl. Rejeitamos
a igualdade de freqüência entre esses dois grupos.

(c) Entre pessoas com idade compreendida entre
70 e 79 anos e pessoas com idade de 80 anos e mais
temos x2(1)=16,11195, resultando em p<O,OOl.
Rejeitamos a igualdade de freqüência entre esses dois
grupos.

Percebemos que a idade crítica está em torno de 70
anos, pois, estatisticamente, a freqüência de anêmicos
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difere mais entre os grupos de 60 a 69 anos e de 70 a
79 anos.

TABELA 6

Freqüência de anemia discriminada pelo ano e pela faixa
etária.

faixa etária 1990 (%) 1991 (%) 1992 (%)
TABELA 3

Freqüência de anemia discriminada pela faixa etária. 60 a 69 anos 9,83 12,25 8,26
70 a 79 anos 19,21 15,22 14,29
80 e mais 19,63 16,95 19,05

Faixa etária anêmicos normais freq. (%)

total 13,86 13,54 11,42
60 a69 anos 150 1302 10,33
70 a 79 anos 144 693 17,20 Nas tabelas 7.a e 7b encontram-se as freqüências80 e mais 39 169 18,75

de anemia dos indivíduos levando-se em conta sexo,

total 333 2164 13,34 idade e o ano em estudo.

TABELA 7.a

Na tabela 4 podemos observar as freqüências de
anemia dos indivíduos pelo sexo e pela idade.

Freqüência de anemia discriminada pelo ano, pela faixa
etária e pelo sexo: masculino.

faixa etária 1990 (%) 1991 (%) 1992 (%)

TABELA 4 60 a 69 anos 17,81 15,34 11,96
70 a 79 anos 29,03 17,81 18,75

Freqüência de anemias discriminada pelo sexo e pela faixa 80 e mais 28,57 28,00 38,46
etária.

total 22,89 17,24 16,57
faixa etária masculino (%) feminino (%)

60 a 69 anos 15,82 7,67
70 a 79 anos 23,97 13,58 TABELA 7.b
80 e mais 30,30 13,38

Freqüência de anemia discriminada pelo ano, pela faixa
total 19,83 10,09 etária e pelo sexo: feminino.

Faixa etária 1990 (%) 1991 (%) 1992 (%)

Podemos verificar as freqüências de anemia
considerando-se os grupos pelo sexo no decorrer dos 60 e 69 anos 6,55 10,54 6,00
anos estudados na tabela 5. 70 e 79 anos 14,09 14,01 11,11

80 e mais 16,46 8,82 10,34

total 9.88 11.55 8.18

TABELAS

Freqüência de anemia pelo ano e pelo sexo. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

ano masculino (%) feminino (%)

1990 22,89 9,88
1991 17,24 11,55
1992 16,57 8,18

total 19,83 10,09

Neste estudo, verificamos que a freqüência de
anemia em idosos, correspondente a todos os
indivíduos estudados no período de 1990 a 1992, foi
de 13,34% o que mostra uma freqüência ~róxima às
encontradas na literatura internacional 1.4.5.•

Joosten et al.1 encontraram 24% de anemia em
pacientes hospitalizados. Como nosso estudo foi
realizado com indivíduos não internados nossa
freqüência realmente deveria ser menor.

Não existiu diferença significativa do ponto de
vista estatístico na freqüência de anemia estudada de
um ano em relação aos outros, o que sugere uma

Na tabela 6 apresentamos as freqüências dos
grupos etários nos três anos em estudo.
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tendência a estabilidade da freqüência dessas
anemias.

Em relação ao sexo, há significativa diferença na
incidência de anemias: os homens apresentaram uma
freqüência de 19,83% enquanto entre as mulheres
encontramos 10,09%, dado semelhante aos
encontrados na literatura" 5. Diversos estudos têm
encontrado prevalência de anemias que vão de 6% a
30% em homens e de 10% a 22% em mulheres",

Parasuramalu et ·al.12 em um estudo na Índia
encontraram freqüência de anemia maior nas
mulheres. Tal fato pode ser devido a uma dieta muito
pobre em ferro que faz com que a mulher mantenha
níveis baixos deste nutriente mesmo na menopausa.

O fato de os homens apresentarem mais anemia
que as mulheres na terceira idade pode estar
relacionado com fatores hormonais anteriormente
estudados por Alexanían" e outros. Segundo estes
autores é possível estimular a eritropoiese por uma
terapia de hormônios andrógenos. Entretanto,
Lipschitz et aZY não encontraram redução da
testosterona circulante em homens idosos anêmicos o
que os leva a crer que a teoria de que níveis baixos de
andrógenos seriam uma causa de anemia não seja
correta.

Analisando-se em conjunto as tabelas 4 e 5
podemos observar que as mulheres passam a ter uma
freqüência de anemia estável em torno dos 70 anos o
que indica que, provavelmente, atinjam um patamar
no valor de hemoglobina nesta idade. Entretanto, o
comportamento das freqüências dos homens difere
apresentando uma ascensão. É possível supor-se que
o aumento da freqüência de anemia encontrado na
tabela 4 é conseqüência do aumento da anemia dos
homens mais idosos, visualizado na tabela 5. Autores
internacionais já haviam demonstrado que as
mulheres, conforme vão envelhecendo, atingem um
valor de hemoglobina que passa a ser constante,
enquanto as pessoas do sexo masculino, apresentam
um valor de hemo§lobina que tende a diminuir com o
aumento da idade! .13.14.

Os indivíduos mais velhos apresentam mais
freqüentemente anemia, como era esperado segundo
a literaturas. 14. Talvez o fato de que as pessoas mais
idosas freqüentemente apresentam uma doença de
base possa ser o responsável pela maior freqüência
de anemia encontrada nas pessoas com mais de 80
anos. Lipschtz1S demonstrou que a anemia associada
a uma doença crônica é a forma mais comum em
pacientes idosos hospitalizados e que, inversamente,
a anemia persistente pode ser uma manifestação de
um processo de doença crônica.

A eritropoietina circulante de pessoas idosas
(74-95 anos) com anemia foi estudada e comparada
com a eritropoietina de pessoas adultas (25-60 anos)
também anêmicas, por Nafziger et az16. Tal estudo
demonstrou que a concentração de eritropoietina
sérica era menor nos mais idosos.

Desta forma podemos concluir que, embora a
anemia não seja um fato natural ligado ao
envelhecimento, a idade é um fator significante
ligado à anemia, por estar relacionado a outros
fatores que a desencadeiam, tais como doenças de
base, má absorção, resposta menos sensível da
medula e da produção de eritropoietina.

A população de pessoas idosas tende a ter um
aumento nas próximas décadas. Tal fato é
significativo e, portanto, existe uma necessidade
crescente de que os profissionais de saúde estejam
preparados para esta nova realidade. Uma vez que a
anemia na pessoa idosa não é um fato natural e
provavelmente está relacionada a outras alterações
fisiológicas, o diagnóstico precoce da anemia é
fundamental para que os idosos possam ter uma
atenção clínica apropriada.
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ABSTRACT. A three-year-old retrospective study was perfonned based upon the hemoglobin
values of sixty-year-old and over males and females. These pacientes were a hended at the Adolfo
Lutz, Central lnstitute, during the period of 1990 to 1992.

From 2,497 detenninations obtained, 1,665 were females and 832 males. The hemoglobin
values were studied in order to determine the profile of anemics. The males showed more
frequently anaemia than the females, 19,83% and 10,09%, respectively. In relation to the age facto r,
the ones over eighty years old showed a larger frequence of the disease, 18,74%.

The frequence of anaemia found was 13,34% in relation to ali cases studied.

DESCRIPTORS: elderly, anaemia, hemoglobin, hematology.
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RESUMO: Foram analisadas para a determinação do aspartame 72 amostras de mistura em
pó para o preparo de sobremesas dietéticas, gelatinas, pndins e flans, de vários sabores e marcas,
comercializadas pelas indústrias nacionais, utilizando-se o método da cromatografia líquida de alta
resolução (CLAR), com grau de recuperação do aspartame entre 96-97%. Todas as amostras
analisadas apresentaram teores de aspartame dentro do limite estabelecido pela legislação em
vigor, isto é, 75 mg por 100 g do produto a ser consumido.

DESCRITORES: alimentos dietéticos, determinação de aspartame; aspartame; cromatografia
líquida de alta resolução.

IN1RODUÇÃO

o aspartame, éster metílico do dipeptídio
L-aspartil-L-fenilalanina, é um edulcorante permitido
pela legislação brasileira utilizado em vários tipos de
alimentos dietéticos, por apresentar poder adoçante
de 180 a 200 vezes maior que o da sacarose e por não
ocasionar sabor residual amargo':". Estudos
metabólicos têm mostrado que o aspartame é digerido
e transformado pelas mesmas vias bioquímicas das
proteínas, produzindo valor calórico de 4 kcal/g e
funcionando efetivamente como dietético, para
adoçar alimentos e bebidas.
A utilização do aspartame em alimentos exige

cuidados tecnológicos, pois sob certas condições de
umidade, temperatura e pH, a ligação éster é
hidrolisada, formando o dicetopiperazina, a
aspartilfenilalanina, o aspartato e a fenilalanina, que
não têm o sabor doce.

Recentemente, o mercado nacional foi invadido
por inúmeros produtos à base de pós para o preparo
de sobremesas de gelatina, flans e pudins contendo
aspartame, como alternativa para a população de
diabéticos e obesos. Com isto, o laboratório de Saúde
Pública teve de enfrentar o desafio de estabelecer
técnicas analíticas para controlar estes produtos,
frente à legislação em vigor'.
A determinação do aspartame em alimentos é

complexa, tanto pela grande diversificação das
formulações como pela dificuldade analítica, devida
aos interferentes constituintes do produto. Na
literatura, há vários métodos coíorímérrícos" 7. O
método que utiliza ninidrina como reagente para
desenvolver cor, sofre interferência de aminoácidos
contendo o grupo 1 oc - amino Iivre6• Os únicos
métodos considerados mais seletivos para a
determinação de aspartame em alimentos,
fundamentam-se na cromatografia líquida de alta
resolução (CLAR/' 5.

* Realizado na Seção de Doces e Amilãceos da Divisão de Bromatologia e Química do I.A.L

* * Do Instituto Adolfo Lutz
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Os objetivos deste trabalho foram avaliar os teores
de aspartame em várias misturas em pó para o
preparo de sobremesas dietéticas de gelatina, de
pudins e flans, de vários sabores, por cromatografia
líquida de ai ta reso! ução; verificar, através da
detecção do composto químico dicetopiperazina, se a
tecnologia de fabricação dos produtos que utilizam o
aspartame foi adequada.

MATERWS E MÉTODO

Foram analisadas 72 amostras de produtos
dietéticos referentes a pós para o preparo de
sobremesas, que tinham em sua composição o
edulcorante aspartame, comercializadas por várias
indústrias nacionais, assim distribuídas: 40 amostras
para o preparo de gelatina, de doze diferentes
sabores; 28 para o preparo de pudim, com sete
diferentes sabores e quatro para o preparo de flan,
com dois sabores distintos.

O aspartame foi quantificado por cromatografia
líquida de alta resolução, com cromatógrafo Waters,
modo 510 e 484, equipado com detector ultravioleta e
coluna Waters - 10 um Bondapak C-18, 4,6 mm x 25
em, utilizando as seguintes condições experimentais:

Detecção - /AY, 200 nm
Fluxo -2!Al'/min.
Volume - 20 /AI'

Fase móvel- Preparar solução de fosfato de sódio
monobásico 0,0125M. Ajustar o pH da solução a 3,5
com ácido fosfórico p.a. Transferir 900 ml desta
solução para um balão volumétrico de 1000 mI e
adicionar 100 ml de acetonitrilo grau HPLC. Filtrar a
solução através de membrana 0,4 nm.

Solução-padrão de aspartame - Pesar 140 mg de
aspartarne p.a. e transferir quantitativa mente para um
balão volumétrico de 100 ml com 70 ml de metanol
grau HPLC. Dissolver com ultra-som por 15 minutos
e completar o volume com o mesmo solvente.
Transferir 10 ml desta solução para outro balão
volumétrico de 100 ml com 70 ml de rnetanol grau
HPLC. Dissolver com ultrassom por 15 minutos e
completar o volume com o mesmo solvente.
Transferir 10 ml desta solução para outro balão
volumétrico de 100 mI e completar o volume com
metanol.
Preparação da amostra - Pesar uma quantidade

da amostra que contenha cerca 14 mg de aspartame
em um erlenmeyer de 125 m!. Adicionar 40 ml de
metanol grau HPLC. Agitar por 15 minutos e
dissolver com ultra-som pelo mesmo período de
tempo. Decantar e transferir o sobrenadante para
balão volumétrico de 100 rnl, Repetir a operação de
extração com metanol, transferir o sobrenadante e
completar o volume com o mesmo solvente. Filtrar a
solução através de membrana de 0,4 nm.
Preparação da prova em "branco" - Pesar uma

quantidade da amostra em "branco", isto é, a mesma

78

matriz da amostra sem a presença do edulcorante,
equivalente à quantidade da amostra submetida à
análise, em um frasco erlenmeyer de 125 mI.
Realizar o mesmo procedimento efetuado na
preparação da amostra, descrito acima.
Procedimento analítico - Injetar 20 /AI da

solução-padrão de aspartame no cromatógrafo
ajustado às condições experimentais
preestabelecidas. Efetuar esta operação três vezes
consecutivas para verificar a reprodutibilidade do
aparelho. Injetar 20 /AI da amostra previamente
preparada. Fazer duas injeções de cada uma das
amostras e uma do "branco". Injetar a solução-padrão
no meio e no final de cada série de amostras, para
verificar se o aparelho permanece nas mesmas
condições experimentais de trabalho. Através das
áreas dos picos registrados nos cromatogramas,
calcular o teor de aspartame nas amostras analisadas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os cromatogramas das amostras analisadas
mostraram pico no tempo de retenção médio de 13
minutos, correspondente ao aspartame e não
revelaram picos correspondentes ao da
dicetopiperazina, que teria um tempo de retenção
médio de 7 minutos. Os cromatogramas referentes ao
padrão branco e a uma das amostras analisadas, estão
representados na figura abaixo.

Padrão de aspartame BrancoAmostra

O teste de recuperação para o aspartame com o
método analítico utilizado, foi de 96-97%,
demonstrando sua adequação para a determinação do
referido edulcorante em alimentos.

Os resultados dos teores de aspartame nas
amostras analisadas estão expressos na tabela. De
acordo com estes valores e conforme o modo de
preparar a sobremesa, constante na rotulagem de
produto, a quantidade de aspartame encontrada
estava inferior a 75 mglloo g do produto a ser
consumido, estando, portanto, de acordo com as
disposições legais em vigor'.
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TABELA

Teor de aspartame em pós para o preparo de sobremesas

Amostra Valor
teórico

_~ ~-:- --::-=- médio
Sobremesa Sabor N" (%)

Valor
experi-
mental
médio
(%)

Gelatina

Morango
Limão
Framboesa
Uva
Tangerina
Cereja
Abacaxi
Pêssego
Laranja
Tutti -frutti
Groselha
Salada de
frutas

4
6
5
5
5
5
3
1
1
3
1

2,57
2,54
2,54
2,54
2,54
2,56
2,57
2,55
2,50
2,54
2,50

2,43
2,47
2,43
2,46
2,42
2,49
2,44
2,52
2,36
2,44
2,35

2,59

Pudim

Chocolate
Morango
Baunilha
Coco
Caramelo
Leite con-
densado
Leite

1 2,60

1,11
1,38
1,29
1,38
1,21

0,94
1,40

Flan Baunilha
Chocolate

2,20
2,16

6
4
6
5
5

1,16
1,44
1,38
1,43
1,29

1
1

0,95
1,50

CONCLUSÕES

O método utilizado para determinação de aspartame
mostrou-se adequado para sua determinação em pós
para o preparo de sobremesas de várias composições.

Todos os produtos analisados apresentaram
quantidade de aspartame de acordo com a legislação
em vigor.

Em nenhuma das amostras analisadas foi detectada
a presença de dicetopirazi na, demonstrando que a
tecnologia de fabricação e conservação dos produtos
analisados foi adequada.
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ABREU, R.W.j OLIVEIRA, LR. & ZENEBON, O. - Determination of aspartame in dry mix to
prepare desserts. Rev.Lnst. Adolfo Lutz, 53 (1/2):77-80, 1993.

ABSTRACT: To determinate their aspartame contents were analysed 72 samples of dry mix
products to prepare dietetic desserts, such as, gelatins, puddings and flans, of several flavors and
marks, made by Brazilian industries. The analytical method used was high performance liquid
cromatography (HPLC), which showed an average aspartame extraction of 96-97%.

The contents of aspartame in ali samples analysed were according to the limits of Brazilian
law.

DESCRIPTORS: dietetic foods, aspartame determination: aspartame; high perfomance liquid
cromatography.
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RESUMO: Foi investigada a viabilidade do isolamento de Leishmanla (V.) braziliensis e L.
(L.) amazonensis a partir da críopreservação, a -20T, -70'C e -196'C, de amostras de biõpslas de
lesões cutâneas de hamsters (Mesocricetus auratus) experimentalmente infectados. Bi6psias de
2mm de diâmetro foram obtidas de lesões de patas de hamsters. Metade das bi6psias foi
acondicionada em tubos de poliestireno para congelamento, contendo I,Oml de solução salina
estéril e O,lml de glicerol. As amostras restantes foram, individualmente, maceradas em solução
salina estéril e acondicionadas em alíquotas de 1,Oml em tubos de poliestireno para congelamento,
com O,lml de glicerol. Foram constituídos três grupos de tubos, que foram mantidos, inicialmente,
por uma noite a 4'C, sendo transferidos sucessivamente para -20T, -70Te -196'C, que foram as
temperaturas de manutenção, respectivamente, para os grupos 1, 2 e 3, que assim permaneceram
por um período de 60 dias. Após este período as amostras foram descongeladas e examinadas em
esfregaços, culturas e ínoculações desses materiais. Ambas as espécies de Leishmanla
sobreviveram na condição de manutenção estabelecida para o grupo 1, ou seja -20'C, tanto em
bi6psia como em homogenizado de macerado de bi6psia. L. (L.) amazonensls sobreviveu,
também, na condição de manutenção do grupo 3, a -196'C.

DESCRITORES: Lelshmania, isolamento; L (V.) braziliensis; L. (L.) amazonensls,
Leishmaniose Tegumentar experimental; criopreservação, bi6psias.

INTRODUÇÃO destes casos é autócone do próprio estado, porém, de
diferentes regiões geográfícas'"

Estudos recentes apontam, em todo o mundo, um
total de 350 milhões de pessoas expostas ao risco de
aquisição de Leishmaniose, sendo estimado que 12
milhões estariam infectados por flagelados do gênero
Leishmania12•
No Brasil, são registrados anualmente cerca de

26.000 novos casos de Leishmaniose, consideradas
todas as formas clínicas1o.
No estado de São Paulo, são notificados, a cada

ano, cerca de 400 novos casos de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). A grande maioria

No estudo das leishmanioses grande destaque é
dado à padronização dos procedimentos relacionados
ao isolamento, à proliferação e à preservação de
Leishmania.

O isolamento de Leishmania, de humanos, de
reservatórios naturais ou fontes de infecção e de
vetores, com a finalidade de identificação e
classificação é sempre uma etapa importante para
esclarecimento de aspectos relativos à epidemiologia
da parasitose ou, mesmo, para a avaliação e prognós-

* Do Instituto Adolfo Lutz
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tico clínico ou, ainda, para a definição de medidas de
controle.
Ainda que vários pesquisadores tenham

investigado e relatado diferentes metodologias para o
. I 1'" - d L . h . 1 2, 3 4 7 8ISO amento e pro neraçao e ets mama' "',
algumas etapas relacionadas a estas atividades
permanecem a demandar definição de conduta.
Assim sendo, para a obtenção de crescimento

primário de Lelshmania fazem-se necessários a
coleta, o acondicionamento, o transporte e o
processamento do material biológico obtido de
indivíduo suspeito de estar infectado pelo
protozoário,
No estado de São Paulo, a busca pelo

conhecimento dos f1agelados do gênero Leishmania
exige superação de um primeiro e grande obstáculo
para isolamento desses agentes causais, obstáculo
esse relativo às condições de acondicionamento para
transporte de material biológico proveniente de
pacientes das mais diferentes e distantes regiões,
podendo decorrer, algumas vezes, vários dias desde a
coleta da biópsia, na região endêmica, até o
processamento laboratorial.
No presente trabalho procurou-se investigar, de

maneira simples, uma solução para essa questão,
estudando as condições mais propícias para o
acondicionamento e a temperatura de manutenção,
por longos períodos de tempo, de biópsias de lesões
de patas de harnsters (Mesocricetus auratus)
experimentalmente infectados por Leishmania.

MATERIAL EMÉillOOS

Para avaliação da condição mais adequada para o
acondicionamento e a manutenção, por longo período
de tempo, de material biológico destinado ao
processamento visando o isolamento de Leishmania,
foi definido um protocolo de pesquisa em que

biópsias, colhidas de lesões cutâneas de harnsters
experimentalmente infectados com diferentes
espécies do parasita ficaram mantidas em distintas
temperaturas.
Biópsias de 2mm foram colhidas de lesões

cutâneas de patas de hamsters (M. auratus),
experimentalmente infectados com f1agelados do
gênero Leishmania, sendo L. amazonensis
representante do subgênero Leishmania; e L.
brasiliensis pertencente ao subgênero Viannia.
Metade das biópsias colhidas foi acondicionada,

separadamente, em flaconetes de poliestireno
contendo l,OmI de solução 0,85% NaCL estéril e
O,lml de glicerol. O restante das biópsias foi
macerado, individualmente, em solução 0,85% NaCL
estéril e o homogenizado foi acondicionado em
alíquotas de l,Oml em f1aconentescontendo O,lml de
glicerol.
Foram constituídos, então, três grupos com quatro

flaconetes cada um, de forma que cada grupo conteve
uma amostra de biópsia e uma amostra do
homogeneizado de macerado de lesão cutânea para
cada uma das espécies de Leishmania utilizadas no
estudo.
Todos os grupos de flaconetes foram resfriados a

4'C por urna noite, sendo após transferidos para
-20·C. O grupo 1 permaneceu por 60 dias nesta
temperatura, enquanto que os grupos 2 e 3, após 24
horas, foram transferidos para -70·C.
O grupo 2 permaneceu por 60 dias nesta

temperatura e o grupo 3, após 24 horas foi transferido
para -l96'C onde, também, permaneceu por 60 dias.

Após esse período, todas as amostras foram
degeladas em banho-maría a 37'C e examinadas pela
confecção de esfregaços, por semeadura em meio de
NNN e por inoculações de parte destas amostras em
harnsters.

TABELAl

Viabilidade, cultivabilidade e infectividade de amostras de leishmania mantidas, por 60 dias, em diferentes temperaturas de
congelamento, em bi6psias ou em homogenizados de macerado de lesões cutâneas de hamsters experimentalmente
infectados comL (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis.

Leishmania: L. (L.) amazonensis L. (V.) braziliensis

Grupo experimental Bi6psia Homogeneizado Bi6psia Homogeneizado
de macerado de macerado

1 (-20' C) EIC E/C C/I C
2(-70' C) E E
3 (-196' C) E/C/I E/C

E - Presença de formas amastigotas de Leishmanla em esfregaços realizados de amostras descongeladas.
C - Desenvolvimento e proliferação de formas promastigota de Leishmania em cultivos realizados a partir da semeadura de

amostras descongeladas.
1- Inoculação positiva para Leishmanla em hamsters, a partir de amostras descongeladas.
- - Ausência àe Leishmania para qualquer um dos critérios utilizados.
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RESULTADOS ECOMENTÁRIOS

O crescimento primário de Leishmania, "in vivo"
ou "in vitro", a partir de material biológico colhido
de pacientes com LTA, se constitui em importante
etapa para o conhecimento de aspectos relacionados
à epidemiologia dafarasitose ou mesmo à avaliação
clínica, entre outros s.
No estado de São Paulo, onde anualmente são

notificados cerca de 400 casos de LTA, o perfil
epidemiológico é representado por focos restritos e
casos esporádicos, porém, espalhados por todas as
regiões geográficas"
A tentativa de isolamento de Leishmania dos casos

autóctones pelo Laboratório de Saúde Pública,
situado na capital do Estado, esbarra em dificuldades
relacionadas às distâncias e à pulverização das áreas
endêmicas.
A execução de procedimentos para o isolamento

de Leishmania em condirfJes de campo, em áreas
endêmicas, sofre limirações decisivas que
determinam muitas vezes seu insucesso. No caso de
culturas de material de biópsia de lesão cutânea esta
limitação é devida a altas taxas de contaminação
bacteriana e/ou fúngica; no que se refere às
inoculações em animais de laboratório, o custo e à
necessidade de uma estrutura mínima impossibilitam
a descentralização deste procedimento',
De outra parte, a críopreservaçâo é, hoje, uma

metodologia indispensável no estudo de protozoários
parasitas'. No presente estudo procurou-se aproveitar
as vantagens da criopreservação na tentativa de
otimizar recuperação, o isolamento e a proliferação
de Leishmania de materiais biológicos colhidos de
animais infectados com o flagelado.

Os resultados obtidos indicaram a viabilidade de
Leishmania, pertencentes aos subgênerosLeishmania
e Viannia, em biópsias ou homogeneizados de
macerado de lesão cutânea de hamsters
experimentalmente infectados, mesmo após um
período de 60 dias, mantidos em condições de
congelamento. (tabela).
No estado de São Paulo, assim como no restante

da região sudeste do Brasil, acredita-se que a grande
maioria dos casos de LTA é devida a L. (V.)
brasiliensis.
Neste trabalho, verificou-se, claramente, a

possibilidade de isolamento deste parasita a partir do
congelamento de biópsias de lesões cutâneas, ao
menos à temperatura de -20'C; o que significa dizer,
a utilização de um freezer doméstico para a
manutenção de amostras de material biológico para
posterior encaminhamento ao laboratório que
procederá o isolamento de Leishmania.
Esses resultados remetem, também, à necessidade

de novos estudos, para outras avaliações sobre
condições de acondicionamento prolongado e
transporte de material biológico destinado ao
isolamento de Leishmania. Sobre as condições de
coleta e transporte, Marzochi et alii", desenvolveram
um sistema por punção aspirativa a vácuo para
isolamento e cultivo Leishmania, que parece ser uma
outra alternativa adequada para condições de
trabalho de campo em áreas endêmicas.
Os autores acreditam, finalmente, ser importante a

avaliação dos procedimentos aqui f descritos em
situações de manutenção e transporte de material
biológico colhido de pacientes com LTA, em áreas
endêmicas, para o isolamento de Leishmania.
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ABSTRACT: We investigated the viability of isolation of Lelshmania (V.) braziliensis and L.
(L.) amazonensls from cryopreservated, at _20°C, _70°C and -196°C, samples of biopsies of
hamsters (Mesocricetus auratus) experímentaly infected. Biopsies with 2mm of diameter were
obtained from feet lesions of hamsters. Half of the biopsies was conditioned in plastic freezing
tubes containing 1.0ml of sterile salt solution and O,lml of glycerol. The rest was macerated in
sterile salt solution and conditioned in aliquot of 1,Oml into plastic freezing tubes containing O.lml
of glycerol. 11 was constituted, then, 3 groups, so that each group contained a biopsie or macerated
sample belonging to the different Lelshmania at the temperatures above mentionated. Every group
were cooled at 4T for overnight, then placed at -20'C for 24 hours, where stayed the group 1 for 60
days. The other plastic freezing groups were placed at -70T for 24 hours where stayed the group 2
for 60 days, being the group 3 placed at -196'C where continued for 60 days 100. After this period,
lhe samples were thawed and examined from the smears, cultures and inoculation of these
materiais. The results obtained up to the present indicated the surviving and the cultivability of L.
(L.) amazonensis ai -20'C and -l96T and L. (V.) braziliensis at _20°C, both strains in macerated
and fragment.

DESCRIPTORS: Lelshmania; isolation, L. (V.) braziliensls; L. (L.) amazonensis;
Experimental Cutaneous leishmaniasis; Cryopreservatíon, biopsies.
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