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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar pelo método fluorimétrico a perda de tiamina devida ao aquecimento no proces-
so de pasteurizagdo comercial (72 a 75°C por 15 a 20 segundos) do Leite tipo B, através de método fluorimétrico da Asso-
ciation of Official Analytical Chemists — AOAC com modificacdes quanto a determinacdo da massa de amostra e 0 emprego,
para leite in natura, da resina trocadora de cdtions normalmente usada para leite em p6 e em produtos ldcteos enriquecidos.
Foram feitas determinacdes em leite tipo B, cru e pasteurizado e os resultados obtidos com o leite cru sdo compativeis com 0s
da literatura. Para o leite tipo B pasteurizado, verificou-se uma perda de 18,5 a 50,0% de tiamina como consequéncia do pro-

cesso térmico.

PALAVRAS-CHAVE: tiamina, perda de vitamina B, leite, pasteurizacdo.

1 —INTRODUGAO

Segundo HADDAD & LOEWENSTEIN (1983) a
Associacdo Americana de Ciéncia dos Laticinios publicou,
em 1965, uma revisdo por HARTMAN e DRYDEN intitu-
lada “’Vitaminas no leite e em seus derivados’’, onde relatam
que a tiamina e o acido ascorbico sdao termosensiveis.

Sob o aspecto nutricional do leite, a vitamina B
é considerada um fator antineurftico, e sua auséncia na
dieta alimentar é responsavel pelo beribéri humano, grave
enfermidade nervosa. Chamada também de aneurina ou tia-
mina, a vitamina B¢ toma parte na constituicdo da cocar-
boxilase, uma enzima que regula em parte o metabolismo
dos acgucares no organismo (VEISSEYRE, 1972).

O conteudo natural de vitamina B¢ no leite estd es-
tritamente relacionado com o processo térmico ao qual o
produto foi submetido. A importancia desta vitamina para
a saude humana leva a necessidade de sua determinacao
quantitativa no" leite e em outros produtos alimenticios
tanto antes quanto depois do processamento.

Métodos quimicos e microbiologicos tem sido larga-
mente utilizados para estas andlises. Os métodos microbio-
l6gicos sdo altamente especificos mas sdo demorados consu-
mindo tempo e ndo apresentam precisdo. Os métodos quf-
micos sdo mais simples, rapidos, especificos e na maioria
dos casos sensfveis.

O método quimico mais amplamente utilizado
para a andlise da vitamina B1 é a “reacdo do tiocromo”.
Em determinadas condicOes, este método fluorimétrico é

1.

altamente especifico exigindo cuidadosa padronizacao,
bem como um conhecimento aprofundado dos interferen-
tes.

HADDAD & LOEWENSTEIN (1983) adaptaram e
aplicaram o método fluorimétrico descrito pela Associa-
tion of Official Analytical Chemists (AOAC 1980) para
determinar tiamina em leite, com modificacOes necessa-
rias, particularmente na preparacido da amostra para torna-
lo um método mais simples, rdpido e sensfvel,

O principal objetivo do trabalho foi avaliar pelo
método fluorimétrico da AOAC (1990); NESTLE, a perda
de tiamina devido ao aquecimento no processo de pas-
teurizacdo comercial (72 a 75°C por 15 a 20 segundos)
do leite tipo B, utilizando para purificacdo da vitamina o
uso de uma resina trocadora de cations normalmente uti-
lizada para analise de tiamina em leite em p6 e em produtos
lacteos enriquecidos (BRASIL, 1962).

2 — MATERIAL E METODO

Matéria-prima: leite tipo B, cru e pasteurizado, forne-
cidos por uma indastria no perfodo de fevereiro a abril de
1992, na quantidade de 2 litros cada para os ensaios.

Reagentes:

(1) Solugdo padrdo de vitamina B¢ (cloridrato de
tiamina:

1.1 — preparo da solugdo estoque — 100 ug B1/ml
HCL: foram pesados exatamente 10,0 mg de vit. B1 (Ref.:
MERCK 8181), previamente seca até peso constante em
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dessecador com CaCls e foi compietado o volume a 100 m,
em baldo volumétrico, com HCI 0,1 N. Esta solucdo foi
conservada em geladeira pelo prazo maximo de 1 més
(NESTLE).

1.2 — preparo da solugdo intermedidria — 5 i g
Bq/mi H50: Foram pipetados 5,0 ml da solucéo estoque
e foi completado o volume a 100 ml, em baldo volumétrico,
com agua destilada.

1.3 — preparo da solucdo padrdo — 0,25 jg Bq/ml:
Foram pipetados 50 ml da solugdo intermedidria para
um baldo volumétrico de 100 ml, foram adicionados 75,0
mi de HCI 0,1 N ¢ 5,0 ml de acetato de sodio (NaH4C-
C00) 2,5 M e o volume foi completado com &gua desti-
lada.

As soluctes 1.2 e 13 foram preparadas para cada
ensaio.

{2) Acido cloridrico 1 N

{3) Acido cloridrico 0,1 N

(4) Acetato de s6dio 2,5 M

{5) Solucio dcida de cloreto de potéssio.

Foram dissolvidos 250 g de KCI p.a. em agua desti-
lada e o volume foi completado a 1 litro em baldo volumé-
trico. Foram adicionados, entdo, 8,5 ml de acido clor(dri-
co a 37% e a solugdo final foi bem misturada.

{6) Resina trocadora de ions: Ref: Ambertite CG-
50. Tipo | (ROHM & HAAS) - Tratase de uma resina
catidnica levemente dcida, tendo uma estrutura funcional
carbox(lica na forma hidrogenionica.

6.1 Foram hidratados em um erlenmeyer aproxima-
damente 50 g da resina em dgua durante 24 horas. Em
seguida, as particulas finas foram eliminadas por decanta-
¢Oes sucessivas.

6.2 A resina foi entao ativada, tratando-a duas vezes
com 100 mi- de HCI 1 N, sob agitacdo vigorosa, cada
tratamento ¢om duracdo de 1 hora,

6.3 Apds a ativacio, a resina foi lavada sobre uma pla-
ca de vidro sinterizado com dgua destilada até pH neutro.
A resina foi conservada entdo imersa em dgua destilada.

{7) Solugdo de oxidacdo

7.1 Solucdo de ferricianento de potédssio 1% — Foi
dissolvido 1,0 de K4F, (CN)g p.a. em dgua destilada ¢ o
volume foi completado a 100 ml em baldo volumétrico.

7.2 Solucdo de hidroxido de sodio 15% — Foram
dissolvidos 15,0 g de NaOH p.a. em pastilhas em dgua
destilada € o volume foi completado a 100 ml em baldo
volumétrico.

7.3 Alcool isobutilico p.a.

{8} Colunas cromatograficas

Foram utilizados tubos de vidro de 8 mm de didmetro
externo e 150 mm de comprimento, com um reservatério
superior de capacidade aproximada de 50 m! e capilar no fi-
nal preenchido com algoddo de tal forma a permitir, quan-
do o tubo estd cheio com a resina, um fluxo de aproximada-
mente 30 gotas/minuto.

Procedimento:
A extracdo da vitamina B deve ser feita em meio aci-
do devido a sua instabilidade em solugdo neutra ou alcalina.

A tiamina € estdvel em meio dcido mesmo quando submeti-
da a aguecimento prolongade (STROHECKER & HEN-
NING, 1967).

Em um erlenmeyer de 250 ml, foram pesados 120 g
de leite e lentamente, sob agitagdo, foram adicionados 10
mi de HCL 1N, para evitar a forma¢do de grumos. O erlen-
mevyer tampado com papel alum(nio foi aquecido a 100°C
por 30 minutos em autoclave. Apos seu resfriamento 4 tem-
peratura ambiente, a amostra teve o pH ajustado para 4,6
com solucdo de acetato de s6dio 2,5 M. A seguir, a amostra
foi transferida quantitativamente para um baldo volumétri-
co de 200 ml e o volume completado com &gua destilada.
O material foi entdo filtrado em papel de filtro plissado.

O filtrado clor{drico, no qual vai ser determinada a vi-
tamina B4 por fluorimetria, contém normalmente substan-
cias que interferem na andlise, quer pela fluorescéncia que
produzem ou por compostos redutores que consomem ©
ferricianeto de potdssio levando a um excesso de agente oxi-
dante para a conversdo guantitativa da tiamina em tiocromo
(STROHECKER & HENNING, 1967).

Entre os varios processos de purificacio do filtrado
podemos citar: resina trocadora de cations, cromatografia
em camada delgada e sobre papel. A passagem do filtrado
por um leito de resina catidnica € um processo de purifica-
cdo que leva a resultados satisfatorios. A vitamina By, se
une aresina junto com outros cdtions, enguanto os anions e
as substincias ndo idnicas passam € s3o eliminadas na lava-
gern da coluna. A tiamina retida ¢ subsliiuida por fons de
potassio da solucdo dcida de cloreto de potédssio (EWING,
1972; KING, 1980; STROHECKER & HENNING, 1967).

As colunas foram preparadas enchendo-se os tubos de
vidro {ftem B} com uma suspensdo aquosa de resina {item
6). Para cada ensaio foram preparadas duas colunas para tra-
tamento de 25 ml de amostras do leite cru e do leite pasteu-
rizado, respectivamente e duas para tratamento de 20 ml da
solucdo padrao com b gg de tiamina {item 1.3) cada uma.
Cada coluna foi submetida a adsorgdo com o volume especi-
ficado acima; a solucdo fluia lentamente {fluxo de aproxi-
madamente 30 gotas/min) através da coluna, seguida de la-
vagem com trés porcoes sucessivas de 10 ml de 4gua destila-
da e posterior eluigdo com duas porcdes sucessivasde 10 m)
de solucdo 4cida de cloreto de potdssio,

Os efluentes correspondentes a cada eluicdo foram re-
colhidos em balGes volumétricos de 25 ml e os volumes fo-
ram completédos com solucdo acida de cloreto de potassio.
A resina trocadora de cdtions deve ser utilizada somente
uma vez (NESTLE).

Em cada um de dois tubos de centrifuga de 50 ml
procedeu-se a oxidagdo de 5,0 m! do eluido pela adicio de
0,3 ml de solugdo de ferricianeto de potdssio e 2,0 ml de so-
lucdo de hidréxido de so6dio. No outro tubo ndo foi adicio-
nado a solucdo de ferricianeto de potassio para ndo se ter a
oxidacdo.

A sequir, os tubos foram agitados durante 1 minuto e
logo apés foram adicionados em cada tubo 15 ml de dlcool
isobutflico. Os tubos tampados foram entdo agitados vigo-
rosamente durante 1,5 minuto. {O tempo e o modo de agi-
tag3o deve ser 0 mesmo para todos os tubos, para que o tio-
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cromo seja extraido nas mesmas condicBes). Apos centrifu-
éacé’o (700 X G) por 5 minutos cerca de 10 ml do sobrena-
dante de cada tubo foi transferido para o seu respectivo tu-
bo do fluorfmetro.

Por ser o tiocromo sensivel a luz, as solucGes foram
protegidas por um pano preto.

No fluorimetro Coleman com filtro primario {excita-
cdo) com comprimento de onda de 365 nm e com filtro se-
cunddrio (emissdo) com comprimento de onda de 436 nm,
o zero do aparelho foi ajustado com dlcool isobutilico. A
leitura da solucio padrio oxidada foi fixada em 50. Em se-
guida, foi feita a leitura da sua solucdo paralela (repeticdo) e
de todas as outras solucgdes.

A quantidade de tiamina foi calculada pela expressao
1, abaixo {NESTLE; KING, 1980):

onde:

T : quantidade de vitamina B em ug/| de produto

Pox : leitura da solucdo oxidada do produto

PNOX : leitura da solucdo ndo-oxidada do produto
NOX : leitura média das solucGes padrdes nao-oxidadas

Mp > massa inicial do produtoem g

Para cada ensaio, o pH era medido no leite cru e no
leite pasteurizado, conforme a metodologia descrita na
A.P.H.A. (1985).

3 -- RESULTADOS E DISCUSSAO
As leituras obtidas no Fluorimetro Coleman referen-

tes aos produtos e as solucdes padroes encontram-se na Ta-
bela 1.

Os teores de tiamina calculados, utilizando a expres-
sdo 1, a partir das leituras no Fluorimetro Coleman, encon-

tram-se na Tabela 2.

Com relacdo as leituras obtidas da Tabela 1, verifica-
mos que as solucOes padroes oxidadas, entre dois resultados
individuais da mesma amostra, houve reprodutibilidade dos
mesmos. Para as solucBes padrdes nao oxidadas, a maior di-
ferenca entre os resultados individuais da mesma amostra
foi de 12,5%.

Na Tabela 2, os valores obtidos para o leite tipo B cru
foram compativeis com os encontrados na literatura.
HADDAD & LOEWENSTEIN (1983) encontraram o valor
médio de 202 wg/l para 5 lotes de leite cru no periodo de
7 meses. VEISSEYRE (1972) e CHEFTEL & CHEFTEL
(1976) relatam que o teor de tiamina no leite cru pode va-
riar de 400 a 1000 . g/l devido a variacdo que ocorre na
composicao de leite de vaca em funcédo da alimentacao, pe-
riodo de lactacdo, estacdo do ano, raca, etc. do animal. A
Tabela 3, a seguir, compara cada resultado encontrado para
o leite tipo B cru com o valor médio, e indica que nao hou-
ve uma diferenca superior a 10,4% entre estes valores, con-
firmando para o leite tipo B cru a reprodutibilidade do mé-
todo.

A Tabela 2 mostra também que o pH medido no leite
cru variou de 6,64 a 6,73 e no leite pasteurizado variou de
6,66 a 6,73. Como a tiamina € estdvel em meio d4cido
(STROHECKER & HENNING, 1967), a perda encontrada
nao foi devida ao pH.

As Tabelas 2 e 3 indicam diferencas significativas en-
tre os resultados, oscilando de 3,9% a 30,0% em relacdao ao
valor médio, e da ordem de 18,5% a 50,0% de perda da tia-
mina no leite tipo B pasteurizado devido ao tratamento tér-
mico.

Essas diferencas devem-se sobretudo a prépria coleta
da amostra e ao efeito das variacGes do bindbmio temperatu-
?a/tempo (72 a 75°C por 15 a 20 segundos) que ocorrem
no processo em escala industrial onde ndo se tem as condi-
¢cOes de controle padronizadas a maneira que se obtém em
ensaios de laboratério ou até a nivel de escala de planta-pi-
loto.

TABELA 1 - LEITURAS REALIZADAS NO FLUORIMETRO COLEMAR CORRESPONDENTES AOS TEORES DE TIA-
MINA NO LEITE CRU E NO LEITE PASTEURIZADO TIPO B E RESPECTIVAS SOLUCOES PADROES.

Amostra Solugdo padrao Leite cru Leite pasteurizado
' Sox Snox Pox PNOX Pox Pnox
1 50,0 48,7 50,0 48,2 51,8 50,7
50,0 48,9
2 50,0 48,5 49,2 47 1 49,2 48,5
50,0 49,0
3 50,0 23,0 57,0 21,0 46,0 19,0
50,0 21,0
4 50,0 27,5 64,0 26,0 51,0 20,0
50,0 22,0
5 50,0 17,0 60,0 9,6 53,0 13,0
50,0 15,5
Sox : Leitura com a solucdo. padrao oxidada Pox Leitura com a solucdo oxidada do produto
SnoX Leitura com a solucdo padrdo ndo-oxidada PnOX Leitura com a solucdo ndo-oxidada do produto
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TABELA 2 — PH E TEOR DE TIAMINA NO LEITE TIPO B, CRU E PASTEURIZADO, E PORCENTAGEM DE PERDA
DA TIAMINA DEVIDO A PASTEURIZAGAO.

Amostra pH Tiamina (ug/1 de leite) % Perda de Tiamina
Cru Past. Cru Past.
1 6,64 6,65 500 306 38,8
2 6,73 6,67 467 233 50,0
3 6,63 6,65 430 320 25,6
4 6,73 6,73 503 410 18,5
5 6,73 6,67 500 396 20,8

TABELA 3 — RELAGAO ENTRE O TEOR DE TIAMINA NO LEITE TIPO B E O SEU VALOR MEDIO, PARA O CRU E

O PASTEURIZADO
Amostra Leite cru Leite pasteurizado
tiamina (Tc) Te/ Te tiamina (Tp) Tp/Tp
(ug/1 leite) {ug/l leite)
1 500 1,042 306 0,919
2 467 0,973 233 0,700
3 430 0,896 320 0,961
4 503 1,048 410 1,231
5 500 1,042 396 1,189
Média Te = 480 1,000 Tp = 333 1,000
4 — CONCLUSOES O método apresentou uma sensibilidade da ordem de
Através dos resultados obtidos podemos concluir que 200 ug/litro de leite para determinar tiamina em leite in na-
o método utilizado empregando a resina trocadora de ca- tura submetido a tratamento térmico.
tions normalmente usada para leite em po e para produtos O método apresentou reprodutibilidade dos resulta-
lacteos enriquecidos, é vidvel para a determinacdo do con- dos ndo havendo diferenca superior a 12,5% para a solucdo
teGdo de tiamina em leite in natura. padréo e 10,0% para o leite tipo B cru.

GRANDI, J.G.; TADINI, C.C. Determination by modified fluorometric method, of Thiamine Loss in commercial pasteurization
of whole milk. Semina: Ci. Agr., Londrina, v.15, n.1, p.48-52, march 1994.

ABSTRACT: This research was undertaken, to check by fluorometric method, the loss of thiamine (Vitamin B) of whole
milk by commercial pasteurization. Analytical technique was the fluorometric assay method of the Association of Official
Analytical Chemists — AOAC, with some modification, particularly in sample preparation and its purification with cation
exchange resin normally used for dried milk or enriched dairy products. Samples'of whole, raw and pasteurized milk were
analysed and the obtained results for raw milk were comparable to those of literature. For pasteurized milk, there was a loss
from 18,5 up 50,0% of thiamine as a result of heat treatment.
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humano na regido rural de Londrina-Parand - Relato de caso. Semina: Ci. Agr., Londrina, v.15, n.1, p.52-54, marco 1994,

RESUMO: Foram colhidas 20 amostras de fezes de habitantes de uma propriedade leiteira situada na regido rural da cidade de
Londrina, Parand, com faixa etdria variando de 02 a 71 anos, no periodo de Fevereiro a Marco de 1993, para pesquisa de
oocistos de Cryptosporidium sp. € ovos e cistos de outros parasitas. Através de técnicas de coloragcdo de Ziehl-Neelsen modifi-
cada e de Concentracdo e Flutuacdo em Sacarose, verificou-se 01 amostra (5%) positiva para Cryptosporidium sp., e pelos Mé-
todos de Faust e cols., e de Hoffman, observou-se a presenca dos seguintes parasitas: Schistosoma mansoni (5%, Ascaris
lumbricoides (20%), Hymenolepis nana (10%), Entamoeba coli (/5%), Endolimax nana(15%), Trichocephalus trichiuris (5%,

Ancylostomatidae (5%).

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium sp., Criptosporidiose, Criptosporidiose humana.

1 — INTRODUCAO

Cryptosporidum sp. é um protozodrio atualmente re-
conhecido como causa de gastroenterites em pessoas imuno-
competentes, principalmente criangas, e imunocomprometi-
dos especialmente pacientes aidéticos, nos quais a infeccao
pode ser cronica e fatal. Uma clara associacdo entre criptos-
poridiose animal e infeccdo criptosporidial em humanos,
tem sido estabelecida por vdrios autores (ANDERSON &
BULGIN, 1982; REESE et al.,, 1982; RAHAMAN et al.,
1984; LEVINE et al, 1988; CASEMORE, 1989; NAGY et
al., 1989; REIF et al., 1989; EL-AHRAF et al., 1991; MI-
RON et al., 1991; NOURI et al., 1991), que reconhecem
nos animais infectados especialmente bovinos, uma fonte de

infeccdo em potencial para humanos.

Assim sendo, o presente trabalho objetivou observar a
ocorréncia do Cryptosporidium sp. em amostras fecais de
habitantes de uma propriedade leiteira da cidade de Londri-
na, através das técnicas de Coloracdo de Ziehi-Neelsen mo-
dificada (HENRIKSEN & POHLENZ, 1981) e de Concen-
tracdo e Flutuacdo em Sacarose (SHEATHER, 1923), tendo
em vista a ocorréncia de diarréia em bezerros causada pelo
protozodrio na mesma propriedade (FREIRE, 1993 - Co-
municacdo Pessoal).

As amostras foram ainda submetidas a exames copro-
I6gicos de rotina para pesquisa de ovos e cistos de outros
parasitas.
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