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DIAGNOSTICO RAPIDO DE VIRUS POR MICROSCOPIA ELETRONICA **
Rapid virus diagnosis by electron microscopy

Marii UEDA,
Hatune TANAKA®*
Jonas §, KISIELIUS
Paulo B JOAZEIRC
Daiten R, WEIGTL

RIALAGSTES j
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UEDA, M., TANAKA. H.; KISIELIUS. | §; JOAZEIRQ, P, P; WEIGL., D.R. - Diagnéstico
Rapido de viens por Microscopia Eletrdnica. Rev Inst. Adolfo Luiz, 55(2):57-63, 1993,

RESUMO: A Secgio de Microscopia Eletronica (ME) do lostituro Adoo Luz {IAL) realiza ding-
adsticos rdpidos de: Herpesvirus, Poxvirus, Papilomavires, Rotavirns, Adenoviras, Astrovirus,
Calicivirus, “Small Rounrd Virus Particles-SRVP”, agente de Norwalk, Parvovitus e bacteriéfagos em
diversas amostras bioldgicas. Contribui também no conprole de qualidade de antigenos virais come
Sarampo, nfluenza, Rocio, Dengue, Hepatite A ¢ B, HIV e outros. A coloracio negativa ¢ uma das
técaieas utilizadas no diagndstico rdpido de vérioes virus associados &s doengas humanas, A morfologia,
a subestrutura ¢ o didmelro sdo caracteristicas importantes para difcrenclar esses virus. Apesar da im-
possibilidade de se realizar exames em larga escala, do alto custo ¢ da necessidade de téenicos
especializados, € uma téenica de fcil execugdo, com obtengio rapida do resultado. ¥ ttil para detectar
virus de dificit cultivo e € o dnico método gue permite observar mais de um agente pUHa MESMA AMOS-
tra. Embora existam vrios laboratdrios de ME em Universidades e em InstituicSes de Pesquisa, cada
iaboratério esté empenhado em sta hnha de pesquisa ¢ sio poucos os gue se dedicam & drea de diag-

ndstice rdpido de virus.

DESCRITORES: Microscopiz Eletronica, Coloracio Negativa, Virus, Diagndstco.

INTRODUCAO

O uso da microscopia eletrinica para detecgdo de
particulas virais. pela coloragio negativa, € mm dos
métodos utilizados como diagndstico auxiliar nas di-
ferentes infecedes virals humanagh 12 1% 16 35864
morfologia, a subestrutura e o difimetro sfio caracte-
risticas importantes para diferenciar esses virus™.

A técnica de coloragio negativa desenvelvida em
1959 por Brenner & Homne® proporciona um grande
aumento no contraste da imagem ¢ rapidez na prepa-
ragiio da amostra. BEm consegiiéncia disso difundiu-
se rapidamente, tendo o uso crescente na drea de di-
agnéstico viral ¢ ampla aplicaciio nas pesquisas em
Virologia.

A colorag@io negativa foi utilizada, pela primeira
vez, no diagndstico de infecgBes virais de importdn-
cta em Salde Pdblica, em 1962, por Peters ¢ col.”,
na epidermia de Variola major, ocorrida na Alemanha.
Na Inglaterra, em 1966, durante uma epidemia de

Variola minor, Croickshank e col.” introduziram essa
técnica no diagndstico de Smail pex.

Outros autores como Poane e col', em 1967, ¢
Joncas e col.?, em 1969, descreveram o uso da colo-
racdo negativa no diagnostico de Paramixovirus e vi-
THS respiratdrio sincicial, respectivamente, em anos-
tras de secregbes pasofaringeas.

Desde o trabalho inicial de Kapikian e col.™ em
1972, gue pela imunomicroscopia eletrénica, descre-
veram o agente de Norwalk, o primeiro virus associ-
ado i gastroenterites; inlimeros outros virus foram
sendo descritos progressivamente. Em 1973, Flewett
¢ vol.’' |, examinando amostras fecais diareéicas por
coloragio negativa, detectaram pela primeira vez 0s
Rotavirus, de grande importincia nas gastroenterites
infantis. Também por esta téenica, ontros virus asso-
ciados a gastroenterites como Astrovirus® e Cali-
civirus'®?' foram pela primeira vez detectados em
1975 ¢ 1976, respectivamente. Devido & dificuldade
de cultivo in virro, de alguns desses grupos de viras

* Correspondéncia para Marli Ueda, Seclio de Microscopia Eletrnica, Institutc Adolfo Lutz, Av. De Arnalde, 353, 850 Panlo,

CEP n® $1246-902, Brasik.

*% Parte deste rabalho foi apresentado no XIV Celoquio da Sociedade Brasileira de Microscopia Eletrbnica, realizado
em Caxambu, Minas Gerais, no perfodo de 31/08 a 03/00/93.

&
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associados a gastroenterites, a microscopia eletrd-
nica continua sendo um dos meios disponivels de

deteceio, mesmo nos grandes centros de pesqui-
ao b 1503003729, 30033
LY-1 U,

A Seglio de Microscopia Eletrbaica do Instituto
Adolo Lutz vem realizando diagndstico rdpide de
virus, desde 1967. Na ccasidio, a Seciio colaborou m-
tensamente na “Campanha de Ervadicacio da Varfo-
la” detectando Poxvirus em crostas ou conteddos
vesiculares provenientes de pacientes com Varfola™.
A partir de entfio, diferentes tipos de virus i€m sido
analisados em nosso laboratdrio, em diversas amos-
tras bioldgicas, ampliande o nosso leque de
d@tCCgaO A5, 26, B AR A3 8, a3, —1(5‘

O objetivo deste rabalho € divulgar os resultados
obtidos pela Segfio de Microscopis Eletrémica do
1AL, no diagndstico de virns de importdncia em
Satde Piblica e difundir a aplicacdo da coloragdo
negativa para fins de detecgfo viral, no nosso meto,

MATERIAL ¥ METODOS

A Secho de Microscopia Eletrdnica do LA L, rece-
be da rede hospitalar piiblica, diversos dpos de amos-
tras bioldgicas de pacientes com suspeita de infecgles
virais, para diagndstico ripido de virus, Os tipos de
amostras 50 - Hguidos vesiculares, crostas, raspados de
lesiio, urina e saliva para detecclio de vitus do grupo
Herpes; lesdes cutineass para detecgiio de Papovavirus,
Moluscusn contagiosum e eventualmente Pox-virus.
Em fezes diarréicas so detectados os virus associa-
dos & gastroenterites {Rotavirus, Adenovirus, Astro-
virus, Calicivirus, “"Small Round Virns Particles -
SRVP”, agente de Norwalk, Parvovirus ¢ Corona-
virus). Sdo realizadas pesquisas de “Parvovirus-iike”
em urina e soro de pacientes com suspeifa de eritema
infeccioso™,

Atua no controle de qualidade morfoldgico de
antfgenos virais, analisando purificados de amostras
com virus Sarampo, Influenza, Hepatites (A,B),
Rocio, Dengue, HIV ¢ oatros. Também, realiza
detecedo de bacteridtagos para o conirole de qualida-
de microbioldgica da dgusa e de alimentos™.

Na Microscopia Eletrdnica Direta (MED), grades
de cobre de 300 “mesh”, recobertas com formvar ¢
carvdo sdo otilizadas para a adesfo das amostras.
Quando a amostra bioidgica € Hguida, como por exem-
plo Hquido vesicular, utiliza-se o préprio material para
& adesfo. Sendo sélida, como por exemplo as fezes, é
preparada uma suspensdio a 10% em PBS 0,01M pH
7.0 ou ainda quando a amostra é bidpsia de uma le-
sfo, como por exemplo verruga, é feito um macerado
da amosira. Para a adesio, a grade € colocada sobre
uma gota de 30 ul da amostra. Apds a adesdo por 30
minutos, o excesso ¢ retirado com papel de fittio e
aptes de secar, a grade ¢ corada com FPTK
{fosfoungstato de potdssioy a 2%. pH 64 a 6.8 por 5
minutos. Apds a secagem é examinada num micros-
cdpio eletrdnico Philips EM-400T, operando a 80 &V,

58

A Imunomicroscopia Eletronica (IME) tem sido
empregada quando se dispde de aunti-soros espe-
cificos, Sie utilizados 2 métodos de IME: a
Imunomicroscopia EletrOnica Cldssica, segundo
Almeida® ¢ o “Solid Phase Immurne Electron
Microscopy - SPIEM™; dependendo da guanti-
dade de antigeno e de anticorpo disponiveis. En-
quanto no “SPIEM”, a reagdo € realizada sobre a
grade de ME, na IME-Cldssica, a reaglo antigeno-
anticorpo é realizada em tubo de ensaio e posteri-
ormente transferida para a grade de MY, Tante na
IME-Classica guanto no “SPTEM”, a concentraglo
de anticorpo deve ser titulads para que ocorra uma
boa reagdio imunolégica.

RESULTADOS

Foram analisadas pela téenica de coloragdo negati-
va 7558 amostras de diversos materiais bioldgicos, no
perfodo de 1967-93, dos gunais 2284 (30,22%) apre-
sentaram particulas de virus.

Os resultados positives de algumas dessas amosiras
sio apresentados nas fguras,

DISCUSSAQ E CONCLUSAO

A morfologia e o tamanho da particula viral observa-
da na coloracio negativa, sfo caracterfsticas que auxili-
am na identificagio dos virus, permitindo classificd-los
em famflias ou grupos, fornecendo, portanto, um diag-
nostico presuntiva’e,

Existem diversos sais elétron-densos que podem ser
utilizados comoe corantes eletrGnicos: acetato de uranila,
silicotungstato de sédic e molibdato de ambdnio. Barth?
, em 1984, realizou um estudo uitlizando virios sais
eletron-densos; entretanto, 0 mais utilizado em nosso
laboratorio, com bons resultados, tem sido o fosfo-
tungstate de potdssio (PTK) 2%, pH64 a2 6.8,

Nossa experiéacia mostra que sdo virios os fatores
que interferem na obiengo de resuitados satisfatdrios
para deteccio de virus em amostras bioldgicas. En-
tre eles ressalta-se a quantidade de virus presentes
na amostra, goe também & referido por outros au-
tores!- V10220 A g amostras devem ser cothidas na
época apropriada, ou sefa, no inicio dos sintomas,
quando a presenca do virus € maior. O diimeuo da
partictla viral € outre fator importante. Quanto me-
nor a partfcula viral, major serd a quantidade de vi-
rus necessdria para gue seja detectado’. Outro fa-
tor essencial € g preservagioe da particula viral, pois
o diagnéstico por MLE. depende da morfologia. As-
sim, a colheita, transporte ¢ estocagem das amos-
trag sdo {tens importantes que influenciam na pre-
servagiio dos virus. As amostras nfio devem ser con-
geladas, devem ser mantidas em banho de gélo
£4°Cy, pois o congelamento e descongelamento
podem levar & destruico das caracteristicas morfo-
16gicas de alguns virug?h ¥
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O virus do grupo Herpes (fig. 1-A) € um dos mais
facilmente diagnosticados, pois além do seu didme-
tro (cerne de aproximadamente 75 nm com envoltério
pleomorfico de 180 a 200nm), apresenta morfologia
bastante caracteristica'?, sendo detectado geralmente
em grande quantidade nas amostras bioldgicas colhi-
das adequadamente'. Apesar da morfologia néo dife-
renciar os tipos dos virus do grupo Herpes, a detecciio
de virus por MED tem papel importante principalmen-
te em infecgdes herpéticas propriamente dita em ber-
cdrios e em centros cirdrgicos, e também como infec-
¢Oes oportunistas em pacientes aidéticos. Morfologias
atipicas foram detectadas nos virus desses pacientes,
até entdo ndo observadas*. Este diagnéstico tem sido
utilizado também para a monitoracdo na terapéutica
de administragdo de drogas antivirais, ndo s6 em pa-
cientes aidéticos, mas também em outros pacientes
imonodeprimidos.

Os Papilomavirus também podem ser demonstra-
dos na coloracdo negativa, pois possuem morfologia
bem definida®". Sdo virus icosaédricos com didme-
tro em torno de 55 nm, sem envoltério'?, apresentan-
do nitidos capsémeros (fig. 1-B). A detec¢io destes
virus por MED tem contribuido para a conclusio do
diagnoéstico, em casos de pacientes com lesdes
verruciformes néo caracteristicas.

As amostras de verrugas devem ser homo-
geneizadas para que as particulas virais sejam libera-
das, antes de serem submetidas a coloragio negativa.

Qutro virus que ndo apresenta dificuldade de
detec¢do é o Poxvirus (fig. 1-C). Possui a maior di-
mensio entre os virus animais conhecidos (115 x

o

350nm)'*!% e morfologia tipica em forma de tijolo™.
O diagnéstico de virus do grupo Pox por MED, em
liquido vesicular e crosta de lesdes de pacientes com
suspeita de Variola, teve papel relevante na década
de 60, durante a “Campanha de Erradicacéo da Va-
riola”s. Nessa ocasido, por apresentarem morfo-
logias distintas, o diagnéstico diferencial de virus do
grupo Pox do virus do grupo Herpes, foi importante
nos casos clinicos atipicos. Atualmente, os eventu-
ais casos de pacientes com lesdes cutdneas suspei-
tos de Moluscum contagiosum, clinicamente dificeis
de serem diagnosticados, podem ser detectados por
microscopia eletrdnica.

Dos virus associados as gastroenterites, os
Rotavirus ¢ os Adenovirus (figs. 2-A e 2-B), possu-
em caracteristicas morfolégicas bem definidas, fa-
cilitando suas detec¢des. Quanto aos Adenovirus,
apesar de ndo ser possivel se diferenciar pela
morfologia os Adenovirus entéricos dos Adenovirus
respiratérios a sua deteccdio em amostras fecais
diarréicas é importante. Em relagdo aos Rotavirus,
existe o teste imunoenzimdtico comercial disponi-
vel, que detecta apenas Rotavirus do grupo A. Nos
casos de Rotavirus atipicos, a MED desempenha
junto com a EGPA (eletroforese em gel de
poliacrilamida), importante diagnéstico diferencial,
uma vez que os testes imunoenzimdticos resultam
negativos.

A MED se destaca nos diagnoésticos de Astrovirus
e Calicivirus, virus associados a gastroenterites, pou-
co conhecidos, mas jd detectados em nosso meio™ *
28.35.3144 Por serem estes agentes de crescimento difi-
cil in vitro, ainda a detecc@o por coloragdo negativa é

Fig.1 - Fotomicrografias eletronicas de virus causadores de lesdo de pele. Microscopia Eletrdnica Direta.
1-A: Virus do grupo Herpes em liquido vesicular de paciente portador de HIV. Barra 100 nm.

1-B: Papilomavirus detectado em verruga de paciente portador de HIV. Barra 50 nm.

1-C: Virus do grupo Pox em lesdo de tbere de vaca (variola bovina). Barra 200 nm.
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Fig. 2 - Fotomicrografias eletrdnicas de virus associados as gastroenterites.

2-A: Rotavirus. Aglomerado de particulas virais tipicas. Particula vazia com cdpside externa (

). Particulas

completas (). Microscopia Eletronica Direta. Barra 100 nm.
2-B: Adenovirus. Particulas virais com morfologia icosaédrica apresentando nitidos capsémeros. Microscopia

Eletronica Direta. Barra 100 nm.

2-C: Aglomerado de Astrovirus. A seta () aponta particula com morfologia tipica de formato de estrela com
5 ou seis pontas. Microscopia Eletronica Direta. Barra 50 nm.
2-D: Calcivirus, apresentando morfologia tipica de "estrela de Davi” (). Imunomicroscopia Eletrénica Cldssica.

Barra 50 nm.

2-E: Particulas de "Small Round Virus Particles - SRVP" de aproximadamente 22 nm. Microscopia Eletronica

Direta. Barra 50 nm.

um dos poucos meios de diagndéstico. Os Astrovirus
apesar de serem liberados em grande quantidade no
intestino, apresentam-se por vezes com aspecto de
aglutinado viral (fig. 2-C) e morfologia caracteris-
tica em apenas 10 a 20%*%°, portanto, nem sempre
€ detectado na forma caracteristica de estrela de 5
ou 6 pontas, dificultando o diagnéstico. Quanto aos
Calicivirus (fig. 2-D), apesar da morfologia viral
peculiar de “estrela de David™', sua detecgéo tor-
na-se dificil pelo seu tamanho e pequena quantida-
de presente na amostra.

S@o considerados “Small Round Virus Particles -
SRVP”® 22 ag particulas virais de dimensio entre 20

60

e 35 nm (fig. 2-E) encontradas em amostras fecais
diarréicas e que ndo sdo possiveis de serem identifi-
cados morfologicamente. Na tentativa de se identifi-
car os “SRVP”, submete-se as amostras positivas a
IME, utilizando-se anti-soros especificos (Anti-
Astrovirus, Anticalicivirus e Antinorwalk), com isto
aumentando-se a sensbilidade diagnéstica®,

O virus da Hepatite A (fig. 3), que eventualmente
pode ser detectado pela microscopia eletrdnica em
amostras fecais, ¢ identificado através da IME utili-
zando anticorpo especifico'’. A dificuldade neste caso
particular reside na obtencdo de amostras positivas,
pois quando hd descarga viral nas fezes o paciente
ainda estd assintomadtico.
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Apesar de nio ser o método de escolha, a M.E. ser-
ve de apoio diagndstico nos casos em que existam falta
de insumos bdsicos, como € o caso de detecgdo de
“Parvovirus-like” em soro ou urina concentrada de
pacientes com suspeita de eritema infeccioso®.

No IAL a microscopia eletronica direta (MED) ndo
tem sido utilizada para fins de diagndstico dos

Fig. 3 - Fotomicrografia eletrdnica de virus da
Hepatite-A. Imunomicroscopia Eletrénica Cldssica.
Barra 50 nm.

a8

Fig. 4 - Fotomicrografias eletrénicas de:

Ortomixovirus e Paramixovirus, embora alguns au-
tores citem o emprego desta técnica''??, A existén-
cia de testes de escolha mais priticos e menos one-
rosos como imunofluorescéncia e ELISA, somada a
excessiva presenca de muco no material de origem,
torna a MED menos indicada’; apesar destes virus
serem freqiientemente analisados por coloragio ne-
gativa para controle morfoldgico da producido e puri-
ficacdo de antigenos virais (figs. 4-A e 4-B).

A experiéncia nos mostra que os virus com
envoltério devem ser manipulados com extremo cui-
dado, para evitar rompimentos dos respectivos
envoltorios e liberagdo do dcido nucléico (fig. 5-A e
5-B1). Por vezes, as espiculas também podem ser
perdidas, pela sua labilidade, alterando a sua
morfologia (Figs. 5-A e 5-B2) e dificultando e iden-
tificagdo'. Em alguns virus com nucleocapsideos he-
licoidais, como o virus do sarampo (fig. 4-B), é
interessante que algumas particulas estejam rompidas
para permitir a saida dos nucleocapsideos e facilitar
a identificagao®. Entretanto, na andlise do purificado
de antigenos de superficie do virus da hepatite-B
(AgHBs) essa dificuldade em questdo nao ocorre,
pois gativo enquanto a MED detectard a presenca de

4-A: Virus Influenza (Ortomixovirus), apresentado nas formas pleomdrficas, com suas espiculas caracteristicas no
seu envoltdrio (). Microscopia Eletrdnica Direta. Barra 100 nm.

4-B: Virus do Sarampo (Paramixovirus). Particula com envoltério parcialmente rompido com liberacdo dos
nucleocapsideos (). Microscopia Eletrénica Direta. Barra 50 nm.
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Fig. 5 - Fotomicrografias eletrénicas de:

5-A: Virus Rocio (SPH-34675) causador de encefalite humana. Purificado viral a partir de encéfalo de
camundongo experimentalmente inoculado. Algumas particulas apresentam-se rompidas e sem espiculas
do envoltério (). Microscopia Eletronica Direta. Barra 100 nm.
5-B: Virus HIV (co-cultivo em linfécitos). Microscopia Eletronica Direta:
5B1 - Particula viral apresentando espiculas tipicas em seu envoltério (). Barra 100 nm.
5B2 - Particula com envoltério viral sem suas espiculas. Barra 100 nm.

Fig. 6 - Fotomicrografia eletrénica de um purifica-
do de antigeno HBs (virus da Hepatite-B), apresen-
tando formas esféricas e algumas alongadas ().
Microscopia Eletrénica Direta. Barra 50 nm.
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as particulas séio esféricas (em torno de 22nm) ou
tubulares (fig. 6) bem caracteristicos®.

Em 1983, ocorreu na cidade de Sdo Paulo um surto
de meningite asséptica, que atingiu pessoas de virias
faixas etdrias, sendo isolado do liquor desses pacien-
tes um provével novo virus. Foram detectadas parti-
culas semelhantes a virus com didmetro em torno de
40 nm no sobrenadante de cultura celular infectado,
ressaltando-se aqui a importincia dos resultados obti-
dos pela ME*.

Os nossos resultados com 30,22% de positividade,
apresenta uma baixa sensibilidade. A M.E. é geral-
mente citada como a 32 na lista de sensibilidade, abai-
xo dos testes de radioimunoensaio e ensaios imuno-
enzimdticos'. Porém, essa baixa sensibilidade é rela-
tiva, pois na realidade a ME e os testes imuno-
enzimdticos deveriam ser considerados como comple-
mentares. Por exemplo, uma amostra fecal diarréica
contendo Adenovirus, sendo analisada por ensaio
imunoenzimadtico dirigido para Rotavirus do Grupo A
e por MED, o resultado do ensaio enzimadtico serd ne-
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gativo enquanto a MED detectard a presenca de parti-
culas com morfologia de Adenovirus. A MED é ain-
da a tdnica que permite detectar mais de um agente
numa mesma amostra (fig.7).

Apesar da MED depender da interpretagéio indivi-
dual do técnico especializado, tornando-a subjetiva,
dificultando a avaliagdo de sua sensibilidade e aliada
a impossibilidade de se realizar exames em larga es-
cala, é uma técnica de ficil execucdo, com a vanta-
gem de se obter resultados rdpidos usando pouca
amostra biolégica. Nao devemos esquecer também o
alto custo operacional.

Embora os grandes centros de pesquisas e hospi-
tais em paises desenvolvidos mantenham laboraté-
rios de microscopia eletronica realizando diagnds-

tico rdpido de virus voltados as doencas de
etiologias virais, no nosso pais esta atividade ain-
da ¢ restrita.

Tendo-se em mente a existéncia de varios labora-
térios de ME voltados a atendimento da satide huma-
na, porém mais voltados para a pesquisa, este traba-
lho foi escrito com o intuito de divulgar a nossa ex-
periéncia e incentivar a formagfo de técnicos espe-
cializados nesta drea.
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Fig. 7 - Fotomicrografias eletronicas apresentando detecg¢des de mais de um virus numa mesma amostra de

fezes diarréicas. Microscopia Eletrénica Direta.
7-A: Rotavirus () e Astrovirus (). Barra 50 nm.

7-B: Rotavirus (), Adenovirus ( ) e Astrovirus (). Barra 50 nm.
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UEDA, M., TANAKA, H.;: KISIELUS, 1, §,; JOAZEIRO, P, P, WEIGL, DR, - Rapid viras
diagnoses by electron microscopy. Rev Inst. Adelfo Lutz, 35(2%:57-635, 1995,

ABSTRACT: The Electron Microscopy Section of Adolfo Luwz Institute performs rapid viras
diagnosis in clinical specimens such as: vesicle fluid, scrapies lesions, saliva and arine (Herpessvirns
group), skin lesions (Papilloma virns, Poxvirus group), darthoest samples {Rotavires, Adenovirs,
Astrovirus, Caliciviras, Smal! Round Virus Particles-SRVP, Norwalk agent. Parvoviras and Coronavirus)
and water’s analysis {bacteriophages). It contributes too, in the morphologic quality control of viras
antigens anlysing samples of Measle. Influenzae. Roecio, Dengue, Hepatte A and B, HEV, and
others.Negative staining is one of the technigues for viruses diagnosis in human diseases. Morpholegy,
sub-structare and shape are important features for differentiation of the virases.In spite of high cost,
need of specialized technicians and impossibility to carry oot analysis of great scale, the negative staining
is an casy and rapid method, and {tuses e guantity of biclogical specimens. B is vseful to detect
virises that are difficult to cultivate i1 vitre sach as several viruses assoclated with gastroenteritis in
bumang, and its advantage is only one that allows o observe two oF more agents in the same specimen.
Although, there are some Electron Microscopy Laboratories at Universities and Rescarch {astitations,
each laboratory have its own researchs and a few laboratories accomplish the rapid virus diagnosis.

DESCRIPTORS: Electron microscopy, Negative stalming, Virns,Diagnosis
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GARRIDO, N.S.; PASCUET, N.S., MURATA, L.TF,; ALCANTARA, MR.S.; NUNES,
M.CD. & SAKUMA, AM. - Controle da adequagiio de embalagens metdlicas
revestidas para alimentos deidos. Rev Tnst Adolfo Lutz, 33{23:67-72, 1995,

RESUMO: Os cinco principais tipos de embalagens metdlicas fabricados no Brasil para acondi-
cionamento de alimentos dcidos foram analisados para verificar seu comporiamento frenie a legisla-
¢l brasiletra e testar como solventes alternativos: cloreférmio, metlealcetona ¢ NoN-dimetilformamida,
para determinar a fragfio orgénica do residuo obudo apés prova de cessio. Das amosiras analisadas,
4% apresentaram valores de ves{duo total (fragio orgénica e inergfnica) acuna do parmitido. O cloro-
férmio mostrou-se o methor solvente para a extragdo. Foram determinados, também, os teores de chum-

bo, ferro ¢ estanho migrados das embalagens metdlicas.

DESCRITORES: embalagens metalicas, alimentos deidos. deternynagdes: chumbo, ferro ¢ esta-
nhe, espectrofotometria de absorgdo atdmica. espectrometria de omissio at@mica com plasma de argdnio

acoplado indutivamente,

INTRODULCAO

As embalagens metdlicas, gracas 3 sua resisténcia
mecinica e impermeabilidade, sio utilizadas na con-
servagdo e armazenamento de alimentos, permitindo
o processamento ¢ a esterilizag@o dos mesmos na pré-
pria embalagem, sendo ainda ideais para alimentos
fotossensiveis'™. Sua grande aceitagio no mercado
deve-se, também, ao fato do aco ser o material mals
reciclado no mundo. No Brasil, atzaimente, 18% das
latas sfo recicladas®.

Existem no mercado diferentes tipos de materiais
metdlicos, produzidos com ago de baixe teor de car-
bono, revestidos em sua grande maioria com estanho
quimicamente puro (folha-de-flandres) ou com cro-
mo {folhas cromadas)®'. Estes possuem caracteristi-
cas mecinicas e quimicas gue influem definitivamente
no desempenho da embalagem. Também interferem

no comportamento final da embalagem. os diferen-
tes tpos de vernizes que siio aplicados sobre 0s ma-
teriais metdlicos e cuja escolha & feita em funcio
das caracteristicas do produto alimeniicio que entra-
rd em contato com a embalagem.

Os revestimentos orglnicos utilizados na parte in-
terna das embalagens metdlicas auxiliam na protegio
contra a corrosiio, prevenindo a dissolucio dos me-
tais pela interposiciio de uma barreirs {isica entre o
substrato metdlico e o alimento®. Além disso, uma
grande importincia tem sido dada ao uso desses pro-
dutos por razdes puramente estéticas, O valor de uma
aparéncia Hmpa na lata vazia combinada com a bea
preservacio do alimento, tante no odor guanto na sua
cor nfio podem ser desprezadas'®

O bom desempenho do veriz aplicado vai depen-
der da espessura da camada do revestimento, de sua

*Reatizado na Segdo de Plasticos, Vernizes ¢ Outros Materials de Embalagem ¢ na Seqio de Equipamentos Bspecializados

do Instituto Adolfo Lutz, S3o Paulo, SP,
0o Ingtitute Adolfo Lutz - [aboratério Central.
Do Instinin Adolfo Loty - Laboratdrio 1 de Ribeirdo Preto.
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aderéneia sobre a folba, e do seu gran de cozimento e
porosidade™,

Existent, entretanto, situagdes e que danos mecd-
nicos removen o filme de verniz ¢ expdem a camada
meldlica prejudicando assim a finalidade deste. Por
mais bem aplicado gue seju um verniz, uma certa
porosidade nfo pode ser evitada, devido & aspereza da
folha metdlica e a nac perfeita homogeneidade do ver-
niz. Os microfares formados na aplicacio dio fragi-
lidade & pelicuia™,

Em termos de protegiio & corresio da lata, o fator
mais importante a ser considerado ¢ a agressividade
do alimento’.

Produtos alimenticios sfo sistemas complexos com
diferentes propriedades fisico-guimicas e valores de
pH, constituidos de uma gama de compostos que po-
dem acelerar ou inibir o mecanismo da corrosdo.

Do ponto de vista de Sadde Piblica, dois fatores
devemn ser considerados na aprovagio de uma emba-
lagem metélica envernizada para alimentos: a migra-
¢do de substincias provenientes do revestimento or-
ghnico ¢ a de metals da lata.

Assim, apds o tratamento térmico e durante o
perfodo de estocagem dos alimentos eniatados, as
interagtes verniz-alimento praticamente nao devem
ocorres,

O teor de estanho que se transfere da lata para o
alimento tem um Hmite de migraco estabelecido pelo
CODEX ALIMENTARIUS™ e através da determina-
¢io da quantidade migrada pode-se determinar a vida-
de-prateleira do alimento.

O ferro, gque € um componente natural dos alimen-
fos, pode ter sua conceniragio aumentada como con-
seqiiénciz do enlatamento. Na maioria dos casos, 0s
nivels presentes nde ocasionam probiemas, embora
teores da ordem de 30 mgfkg de alimenio ou meno-
res contiram odor £ sabor ao produto, provecando uma
perda de qualidade®.

A dissofugiio do chumbo proveniente da embalagem
onde se utilizou a solda convencional de chumbo/esia-
nho para os alimentos € importante do ponto-de-vista
de Salide Piblica, devido & sua ioxicidade'™. A elimi-
nagio de chumbeo pelo organismo € lenta, fazendo com
gue seu consumo por periodos profongadoes, mesmo
a baixas concentragfes, origine o actimulo em guan-
tidade suficiente para manifesta¢io de seus efeitos
téxices's % Eniretanto, a maldoria das latas comer-
clalizadas atualinente no Brasit sfio eletrossoldadas ¢
1o utilizam mwais a solda convvncional®.

Na legislag@o brasileira as embalagens metdlicas

revestidas sdo objeto de duas ResohscBes: a Resolu-
cio &/73% referente is folhas metdlicas ¢ a Resolu-
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¢iio 45/77, que dispGe sobre seus revesimentos or-
ginicos, ambas da Comissio Macional de Normas
e Padrbes para Alimentos - CN.N.PA.

Na ResolugZo 45/77, quando se analisa uma emba-
lagem metdlica, deve-se fazer o teste da migraclo
global. Freqientemente, para alimentos aquosos dci-
dos, onde se utiliza o solvente simulante dcido acético
a 3% v/v, o residuo se apresenta acima do Hmite es-
tabelecido. Em 1994, andlises realizadas pelo Insti-
futo Adolo Lutz condenaram intdmeras amostras de
embalagens metdlicas revestidas com verniz, colhi-
das pela fiscalizacfo.

Considerando que a legislagio brasileira se refe-
& a0 revestimento orgnico, e ndo ao conjunte fo-
Tha metédlica/revesiimento, os setores envolvidos
(fabricantes de vernizes, de embalagens metdlicas
¢ de alimentos), alegaram: gue a anglise da migra-
¢io levava em conta o residuo orgénico, referente
ao revestimento e o iporgdnico, referente & parte
metdlica. Fol entdio formada uma comissiio para
discutir e estudar este assunto, objetivando avaliar
metodologias analiticas alternativas e propor nor-
mas mais adequadas para o controle deste tipo de
embalagem.

A legislacfio italiana referente a embalagens metd-
Ticas"? Toi revista e atualizada’®, baseada no trabatho
desenvolvido por Barbieri®, que sugeria, apds a prova
de cessdo com solvente simulante para alimentos dei-
dos, uma extragio com cloroférmio ¢ somente este
segundo residuo seria considerado, além de dosagens
especificas para algans metais.

Em 1992, a Subcomissdic de Embalagens do
MERCOSUL passou a estudar propostas de normas
especificas para ¢ controle de embalagens metdlicas.
Nessa ocasifio foram enviados os primeiros dados so-
bre estes estudos.

Assim sendo, os objetivos deste trabalho sdo: veri-
ficar o comportamento cas embalagens metdlicas fren-
te & legislagdo brasileira, testar solventes alternativos
para determinar a fragio orglnica do residuo obtide
apds prova de cessfo ¢ fornecer subsidios & Comis-
siio do Mercosnl para a elaboragfo de um regulamen-
te téenico especifico.

MATERIAL E METODOS

Cinco dos principals fabricantes de embalagens
metdlicas forneceram amostras de seus produtos mais
comumente usados no acondicionamento de alimen-
tos dcidos. As caracteristicas dessas embalagens es-
tdo descritas na Tabela L

Para cada tipv de embalagen metilica enviada fo-
ram efctoadas cinco provas de cessdic, em duplicata,
utilizando-se como solvente simulante para alimen-
tos dcidos uma solugio de deido acético a 3% v/iv, de
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TABELAT
Especificagdo das amostras enviadas

Caracterizacio da Folha Revestimento Camada seca do
Tipo de solda Tipo de lata Orglnico Verniz*

Corpo_ Tappaffupdo {Verniz) gim?

A Estanhada Cromada Elétrica Sem friso  Epoxi 16,74
Oleo Resinoso

B EHstanhada Cromada Elétrica frisada fipoxi / Fendlico 14,80
Oteo Resinoso

Do Corpo:

Epdéxi/Fendlico

€ Estanhada Cromada Elétrica Frisada Da Tampa/Fundo: 12,23

Oleo Resinose
com deslizanie

I Estanhada Fstanhada Convencional Sem friso Epoxi/Fendlico 16,74
Oleo Resinoso
E BEstanhada Cromada Eléuica Prisada EpoxifFenélice 14,56

Oleo Resinoso
* Determinagio efetuada de acorde com a metedelogia do Livro de Normas Apaliticas do Instituto Adolfo Lutz.

TABELA T
Residups obtidos apds prova de cessdo com deido acético a 3% viv ¢ apos extracdo
com cloroftrmio ¢ metiletilcetona.

Residuo Total Frag@o Orglinica
Amostza Residuo apds prova de vessdo Residuo apds exaacio com Residuo apds extragio com
(mg/ty cloroférmio ** (mg/) MEC ** (mgfl) ~
A 18,7 2.7 2.7
B 224.6 4.5 3.6
C 272 2.7 0.2
> 2579 1,8 1%
E 20,3 3.0 3.3

* o Média de 10 {dez) determinacdes
#k Meédia de 5 {einco) determinacdes

TABELA i1
Niveis de chumbo, ferro e estanho contidos na fracéo inorgdnica obrida pela extragdo
do residvo total com clovoférmio e MEC,

Fracio inorgiinica obtida apos extracio do residyo comy

Amostra Clorofdrmio® Metiletilceiona®

Chumbe Ferro Estanho Chumbo Ferro Estanho
{mg/ke) (mg/kg} {mg/kg) (mg/kg) (mglke) {ing/kg}

A <005 T o0 <005 6.42 <0,04

B <083 <0,04 <0,05 72.69 <0,04

C <0,05 <0,(14 <{),05 10,39 <(,(4

D 2,34 0,17 7,53 91,67 0,37

E ) <0435 <0,04 <0,(5 10,38 <(,(34

* Média de § (cinco) determinagdes.
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acordo com a Resolucio 453/77. QO mesmo procedimen-
10 foi realizado substituindo-se 0 solvente simulante
por salmonra citrica {0.3g de dcido citrice e 2.0g de
cloreto de sodio em 100 ml de dgua).

Para a determinacio do residuo foi usada a
metedologia descrita no Livro de Normas do Ins{iu-
to Adolfo Latz", estabelecendo-se como fempo de
contato 10 dias a temperaiura de 40°C.

As fragbes orghnica e inorginica do residuo foram
determinadas através da téenica deserita abaixo.

Apds a determinacgiio do residuo com solugio de
dcido acético efetuou-se a extragdo da fragiio orglni-
ca utilizando-se o cloroférmio como solvente, seguin-
do a téenica:

Em capela, dissolver o restduc contido na cipsula
com 25 mi de clorofGrmio, a quente. Filtrar em papel
Whatman n® 40, Repetir esta operagiio por duas ve-
zes com novas poredes de clorofdrmio. Lavar o papel
de fiitro com mais 25 mil de clorofdrmio. Recolher os
filrados em cdpsula tarada. BEvaporar e posar até peso
coustante {fragdo orglnica).

Queimar o papel de filro contendo a fragio
inorgénica emn capsuia a 400° C até obtenciic de cin-
zas brancas. Dissolver em aproximadamente | ml de
deido cloridrico concentrado ¢ aguecer em chapa ¢lé-
trica para climinar o excesso. Caso as amostras ndo
se solubilizem, colocar T ml de dcido niirico concen-
trado e aguecer. Transferir para balfio volumétrico de
25 ml e completar o volume com dgua destilada, De-
terminar neste extrato os teores de chumbo, ferro e
estanho.

Paralelamente, fazer o branco correspondente, se-
guindo o mesmo procedimento.

Neste trabalho, o teor de chumbo foi determinado
em espectrofotdmetro de absorgdo atdmica Perkin-
Elmer, mod. 460, com corretor de deutério e jmpa-
da EDL de chumbo nas condiges insirumentais
indicadas pelo fabricante para o elemento em estudo.

Os teores de estanho e ferro foram determinados uti-
lizando-se um espectrmetre de emissdo atbmica com
plasma de argbuio acoplado indutivamente marca Perkin-
Elnzer, mod. P40 com comprimentos de onda de 224,605
am para o estanho e de 238,204 nm para o fero.

O mesmo procedimento fol seguido substimindo-
se o clorofdrmio por metiletilcetona (MEC) e N.N-
dimetilformamida.

RESULTADOS

(s resuliados do estudo comparativo das diferentes
éenicas utitizadas se encontram nas tabelas IT e TH.
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DISCUSSAQ E CONCLUSAD

Nao foram tabelados os resultados obtidos pela téc-
nica de extrago coip o solvents NN-dimetil-
formamida por ndo apresentarem boa repitibilidade.

Como a simulagio dos alimentos dcidos através
da solugdo de 4cide acétice tern sido questionada,
neste estudo fol considerada a salmoura citrica
como solvente alternativo para a simulag3o, por ser
o vefcnle normalmente utilizado em conservas. En-
tretanto, a quantificacio dos residuos encontrados
quando se utilizou a salmoura citrica apresentou
valores discrepantes, nio sendo considerados pes-
te trabalho.

As amostras B ¢ I apresentaram residuo total aci-
ma do permitido pela legislaghio brasileira. Entretan-
to, apds a extragdo da fase orgdnica com cloroférmio
e com MEC as mesmas apresentaram resuitados den-
o do limite estabelecido.

Os dados epcontrados na extragio com cloroféGrmio
apresenlaram uma menor variacio guando compa-
rados com agueles obtides utilizando-se MEC como
solvente,

Considerando que tanto a metodologia analitica
para o controle de embalagens metélicas descritas na
legislacio americana® guanto a legislugBo italiana™
adotam o cloroférmic como solvente de extracio da
fragio orglnica do residuo total e considerando, ain-
da, gue neste trabatho o solvente gue apresentou me-
nor variagio dos resubtados foi o clorofdrmio, o mes-
mo foi sugerido comeo solvente de extragiio na proposta
de norma encaminhada & Subcomissio de Embalagens
do MERCOSUL.

Essa Comissio, apds um estudo, aprovou a proposta
na forma da Res. GMC 27/937 que passard a vigorar
como legislagic brasileira & partir de 1995,

Foranm encontrados teores elevados de ferro mi-
grados da maiotia das embalagens estudadas, fato
que pode ser atribuido a: maijor agressividade do
solvente simulante icido acético empregado quan-
do comparado com os alimentos comumente em-
balados; o nfio fechamento hermético & femperatu-
ra elevada, que nie simula corretamente o pro-
cessamento do alimento, mantendo o oxigénio no
espago livre, fator de corrosdo e consegiiente mi-
gragio do ferro.

Os valores de estanho encontrados estio abaixoe do
Hmite permitido para alimentos'”.

Apenas a amostra D apresentou nivel significativo
de chumbo apos prova de cessiio, o gue se justifica,
pois trata-se da fnica amostra que utilizava solda con-
venctonal. (tabela I
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A discrepfincia entre os valores dos niveis de chum-
bo ohtidos apds extragdo com clorofdrmico e MEC (ta-
bela I} pode estar relacionada com wma nio
homogeneidade na aplicag@o da solda na costura da
lata on com uma interacfio metal/solvente. Possivels
falhas na aplicagdc do verniz ou danos mecinicos na
regifio da selda também podem ser responsdveds pela
variagdo dos resultados.

Os teores de ferre e estanho migrados apresenta-
ram, enfretanto, resultados concerdantes nos dois
solventes de extragfo, pois sio metals que se encon-
tram uniformemente distribuidos na embalagem.

O cloroférmio gpresentou-se como o solvente mais
adequado para determinaciio do residuo orglnico pro-
ventente de embalagens revestiday; entretanto, suge-
re-se esfudos posteriores com outros solventes.

Os dados deste trabalho serviram como subsidios
para o estabelecimento de wmn regulamento téenico
especifico para embalagens metdlicas revestidas, no
drobite do MERCOSUL.

RIALAG /786 1

GARRIDO, N.8.; PASCUET, N.S.: MURATA, L.T.F; ALCANTARA, MR.S,; NUNES,
M.C.D. & SAKUMA, A M. - Quality Control of revested metalic packagings for acid
food. Rev. Inst. Adolfe Lurz, 35(2):67-72, 1995,

ABSTRACT: The five muin kinds of metalic packagings made i Brazil and used for acid food
were analysed according to brazilian legislation. Chioroform, methyl ethyl ketone and NN
dimethylformamide, were tested as alternative solvents to determine the organic residue after cession
tests. 40% of the analised sample showed total residue values above the limits permitted by brazilian
regulation. The results showed that chloroform was the best solvent for the extraction. Levels of lead.
iron and tin migrated from these metetics packagings were also determined.

DESCRIPTORS: metallic packagings, acid food, determinations: iead, iron and tin, Name atomic
absorpiion spectrophotometry, indutively coupled plasma atomic emission spectroscopy.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ANJOS, V.D A FARIA, EV; SOLER, R.M.;
DANTAS, 8. T. - Interacdo de embalagens
metdlicay com produtos alimenticios. Campi-

nas: ITAL/SBCTA, 91p., 1989,

b

BARBIERL G. - Problemi e prospettive detle
peflicole di vernice applicate sulta superfice
interna di contenitori ir banda stagnata
destinati a venire in contatto con alimenti.
Tecniche dell imballaggt, anno V11, 1976.

LS}

BOLETIM DE INTEGRACAQ LATING-AME-
RICANA. Rio de Janeiro, Ministério das Re-
JagGes Exteriores. N2 12, jan/mar. 1994,

4. BRASIL. Leis, decretos, etc. - Resolucio 8/75 da
Comissio Nactonal de Normas e Padedes para
Alimentos do Ministério da Sadde. Didrio
Oficial, Brastlia, 26 jun. 1975 Segio 1, pt. 1.
p. 7547, Dispde quanto as substdncias ¢ ma-
teriais que poderfio ser empregados po fabri-
co de recipienles oy utensilios destinados a
enrar em contate com alimentos...

5. BRASIL. Leis, decretos, ete. - Resolucdo 435/77
da Comissio Nacional de Normas e Padries
para Alimentos do Ministério da Satde. Did-

rio Oficicl. Brasflia, 1 fev. 1978, Secio |, pt
L p. 1781 - 93 Aprova as listas de polimeros,
resinas e respectivos aditivos e regulamenta
seu emprego na elaboraciio ou revestimento de
embalagens,

6. CODE OF FEDERAL REGULATIONS - Food
and Drigs. Washington, CFR, itle 21, part
175.300, p. 157-163. ¢1993,

7. CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION. List
of maximum levels recommended for
contaminants by the FAO/WHO Codex
Alimentarius Commission. 3th series. Rome,
FAO/WHO, 1978,

;. COMPROMISSO  EMPRESARIAL PARA
RECICLAGEM - CEMPRE. Jornal Informa-
tivo. v. 1, N® 19, nov., 1094,

4. DANTAS, ST & FARIA. EV. - Laras
eletrossoldadas: aspectos teeneldgicos e ava-
liagdo da gualidade. Campinas: ITAL, 81 p.
1991.

fo'e)

0. FARIA, BV et alli. - Controle de qualidade de
embalagens merdlicas. Campinas: ITAL, p.
152. 1996,

11. FRIBERG, L. et alli - Handbook on the toxicology
of metals. Amsterdan, Elsevier, 1979,



GARRIDG, N8 PASCUET, NS MURATA, L. T.F ALCANTARA, MRS, NUNES, M.C.D. & SAKUMA, A M. - Controle
da adequacio de embalagens metdlicas revestidas para alimentos dcidos, Rev fnst. Adolfo Lz, 55{2y:67-72, 1995,

12, INSTITUTO ADOLEQ LUTZ (53¢ Paulo) - Nor-
mas Analiticas do Instituto Adolfo Lurz, 3 ed,
540 Paulo, IMESP, 1985, v.1: Méledos guimi-
cos e fisicos para andlise de alimentos., p. 443-
464,

13. ITALTA. Leis, decretos, ete. - Decreto Ministeriale
21 marzo 1973, Gazzeta Ufficiale dello
Republica ltaliana, Roma, 20 aprile 1973, Pt
i {Supl. 104} p. 132 - 68. Disciplina igienica
degli imbailagi, recipient, utensili, destinati a
venire in contato con le sostanze alimentari o
con sostanze d'uso personale.

14, ITALIA. Leis, decretos, etc. - Decreto Ministeriale
18 febbraio 1984. Gazreta Ulfficiale della
Republica Italiana, Roma, 16 marzo 1984. Pr.
i (Supl. 76) p. 2294 - 97. Disciplina del
contenttosi in banda stagnata saldati con lega
stagno-piombo od altri mezazi,

15. PANOSSIAN, Z. & DI GIORGL F. - Embalagens
¢ materiais de embalagem metadlicos: fathas
em servigos. I WORLD CONFERENCE ON
PACKAGING, 8 th, Sio Paulo, 1993 - Campi-
nas, IAPRI CETEA, p. 413-434, 1993,

i6. PIOTROWSKI, 1.K. & COLEMAN, JK. -
Fonvironmental hazards of heavy metals:
summary evaluation of lead, cadmiom and

mercary. Loadon, MARC/GEMS, p. 1-18
(MARC Report n°20). 1980,

17. SAQ PAULO. Leis, Decretos, etc. Decreto N2,
12.486, de 20 de outubro de 1978, Didrio Ofi-
cial, S&o Pavlo, 21 de out. 1978, p. 211 (NTA
3lyep. 217 (NTA 32). Aprova normas de téc-
nicas especials relativas a alimentos e bebi-
das.

18. SAX. N.I. - Dangerous properties of industrial
materials. 5 th ed. New York, Van Nostrand/
Reinhold, p. 388-90, 455-9, 765-71. 1979.

19, SOLER, RM. - Estudo da vida uti! de prateleira
de predutes alimenticios enlatados. In: CON-
GRESSO BRASILEIRO DE EMBALAGEM, 1,
Sdo Paulo, Anais. p, 36-39. 1977,

20. SOLER, R.M. & FARIA, E.V. - Tendéncias sobre
revestimentos orgdnicos destinados & protecio
de embalagens metdlicas. Boletim SBCTA,
Campinas, v.17, n. 4, p. 357-63, 1983.

21. SOLER, R.M. et alli - Manual de comrole de qua-
lidade de embalagens metdlicas para alimen-
tos. Campinas, FTTAL/SBCTA, 131p. 1985,

Recebido para publicagdo em 21/12/94



Rev. Inst. Adolfo Lz,
33 (23:73-77, 1995

METODOLOGIA DE ANALISE MICROSCOPICA
PARA A AVALIACAO DAS CONDICOES HIGIENICAS EM MISTURAS
PARA O PREPARO DE SOPAS E DE RISOTOS.*
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CORREIA, M. & ATUI, M. B - Metodologia de andlise microscdpica para a avaliago
das condigOes higifnicas em misturas para o preparo de sopas € de risotos. Rev. [nst
Adolfo Luiz, 55(2)773-77, 1995,

RESUMO: Neste trabalho, a metodologia da A.O.A.C, para pesguisa de sujidades feves em pics
brancos e produtos com alto teor de gordura, com modificages, € propoesta coma método para andlise
microscopica de misturas para o preparo de sopas ¢ de risotos, Este método mostrou-se eficiente para
a extracio das matérias estranhas presentes nas amostras-ieste. Foram analisadas, pelo método propos-
t0, 50 amostras de misturas para o preparo de sopas ¢ 30 para o preparo de risotos, adguiridas em su-
permercados e com finalidade institucional {amostras destinadas i merenda escolar). Das amostras
analisadas, 929 de misturas para sopas ¢ 88% dos risotos estavam em condigdes higiénicas insatisfatdrias.

As amostras de natreza institucional apresentaram maior nimero de matérias estranhas.

DESCRITORES: analise microscopica; misturas para o preparo de sopas; misturas para o prepa-

ro de risotos; matérias estranhas,; sujidades leves,

INTRODUGCAO

Com as mudancas que viio ccorrendo no hdbito ali-
mentar da pepalagdo, em fungiio da vida atribulada
das grandes cidades como Sde Paulo, cada vez mais
$80 comercializados em supermercados, produtos ali-
menticios prontos ou semi-prontos que permitem uma
diminuicio no tempo necessdrio para a preparacio das
refeigdes.

A producio de alimentos de preparo instantineo
comegou a crescer nos dltimos cinco anes, com o
desenvolvimento de novas férmulas para sopas,
sopdes ¢ misturas de arroz, enire outros’,

As misturas em po para o preparo de alimenfos,
aiém do menor tempo para 0 seu preparoc, ##m uma
vida de prateleira relativamente longa, podendo ser
estocadas sem necessidade de refrigeragcio. Outra
importante utilizacio desses produtos € na alimenta-
¢lio de escolares através do Programa da Merenda
Escolar, pelo qual s&o distribuidos alimentos adgui-

130 Institute Adolo Luz,

ridas pelo Governo as escolas piblicas estaduais e
municipais.

As misturas para o prepare de sopas ¢ de risotos
disposigdo da populagdo em supermercados ¢ as ofe-
recidas na alimentag¢fo escolar devemn suprir parte
das necessidades nutricionais do individuo ¢ estar
em boas condigdes higiénicas para evitar danos 2
satde.

Tanto as misturas para © preparc de sopas como
risotos sfo constituidas basicamente de alimentos
vegetais como farinhas, arroz, legumes e macarrio.

Os principais contaminantes encontrados nas far-
nhas ¢ massas alimenticias, sdo fragmentos de inse-
tos origindrics do trigo contaminado por pragas do
campo ou dos armazéns ¢ pela manipulacdo ou esto-
cagem da farinha em condicBes higifnicas insa-
tisfatdrias.!®

Em frabalho anierior, analisando amostras de arroz,
foram encontrados fragmentos de insetos, dcaros, lar-
vas, insefos, pélos de roedor ¢ excrementos’.

* Realizado na Seglio de Microscopia Alimentar da Divigiio de Bromatologia ¢ Quimica do JTAL.
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A maioria dos insetos que atacam esses tipos de pro-
dutos pertencem as ordens Coleoptera e Lepidoptera
e principalmente aos géneros Sttophilus, Grvzaephilus,
Tribolivm, Rizopertha ¢ Ephestia® s

Ao lade dos numerosos insetos que se adaptaram
ao habitat de produtos armazenados, hd muitas for-
mas de vida como dcaros, os quais so transportados
por roedores, aves e insetos e que sdo atrafdos para
esses depdsiios em busca de alimentos®.

Hm trabatho anterior, foi desenvolvido um método
de analise microscépica para misturas e pds para ©
preparo de sopas, gue detectava as matérias estranhas
presentes en: cada tipo de ingrediente do produto for-
necendo, desta forma, subsidios 4s inddstrias quanio
ao ingrediente que se apresentava em condigOes higi-
&nicas insatisfatdriash,

Como o métedo proposto anteriormente € bastante
trabalhoso, dificuitando sea fmplantagio como roti-
na no laboratdrio, pretendeun-se com essa pesquisa su-
gerir uma metodologia mais barata ¢ que demandas-
se menos lempo para se chegar a resultados
satisfatdrios quanto & extracfo das matérias estranhas
presentes, além de verificar as condigGes higiénicas
das misturas para ¢ preparo de sopas e de risotos
comercializados emn supermercados da Cidade de Sio
Pauio e destinadas & merenda escolar (institucionais).

MATERIAIS £ METODOS
Amosiras tesie

(s festes para escolha da metodologia de andlise
mais adequada foram realizados com amosiras de
misturas para o preparo de sopas ¢ de risotos envia-
dos ao Institute Adolfo Lutz para andlise.

Para testar a eficiéneia do método quanto b recupe-
racAo de matérias estranhas, foram contaminadas arti-
ficialmente no laboratdrio, 1} amostras de misturas para
o prepare de sopas e 10 amostras para o preparo de
risotos, cada uma com 10 &litros ¢ 10 pélos de roedor.

Amostrugem

Foram analisadas, pelo método proposto, 50 amos-
tras de mistaras para o preparo de sopas (25 adquiri-
das em supermercados da Cidade de S0 Paunlo e 25
institucionais gue foram enviadas ac Instituto
Adolfo Lotz para apslise} e 50 amostras de mista-
ras para o preparo de risotos (com a mesma distri-
bui¢do das sopas), no periodo de margo a dezem-
bro de 1994,

METODOS
Sujidades leves

A adaptacio de uma metodologia de andlise micros-
cGpica para misturas para 0 preparo de sopas € risotos,
baseou-ge, inicialmenie, em méiodos oficiais da
AOAC para pesquisa de sujidades leves em fari-
nhas, Macarrdc ou oz gue sAo os principais ingre-
dientes dos produtos em estudo. Como as sopas ¢ 0§
risofos semi-elaborados contém grande quantidade de
gordura, optou-se pelo métode da AOAC, que tem
como principio a digestdo deida, para a pesquisa de
sujidades leves em ples brancos e produtes com alto
teor de gordura.

Procedimento (com moditicacdes)’:

- Pesar 223g de amostra em bequer de 2000 mi e adi-
cionar 1000m! de sol. de HCI a 3% e 20m] de Igepal.

~ Autoclavar por 30min a 121°C.

- Transferir o material para peneira n® 230, lavan-
do com Agua quente.

- Retoraar o material tamisado para o bequer, adi-
cionar 30ml de HCI concentrado e completar o vo-
ume para 1000mi com dgua filtrada.

- Ferver com agitagio por 6min., adicionar 50ml de
vasehina Hguida e agiar sem aquecimendo por 3min.

- Transferir o material para frasco armadilha e com-
pletar o volume com dgua hilirada.

- Dreixar 30min, agitande em 10 e 20min e extrair
para beguer.

- Adicionar 30 ml de vaselina liquida, agitar e com-
pletar o volume do [rasco com dgua filtrada, dei-
xar em repousc 20min e extrair no mesmo bequer.

- Filtrar & vacuo em papel de filtro.

- Examinar ac microscopio estereoscépico.

Andlise Estatistica

Aplicou-se o teste de duas proporcdes com aproxi-
macdo normal® para determinar se haviam diferen-
¢as significativas entre os tipos e a origem dos pro-
dutos ¢ os nivels de matérias estranhas apresentados.
Considerou-se aifa = 0,05 e “z7 de alfs = 1.96 como
nivel de rejeigdo.
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RESULTADOS

As porcentagens de recuperacio e o desvio padrdo
das matérias estranhas nas amostras teste estdo repre-
sentadas na Tabela 1.

Na Tabela 2 observa-se as freqit€ncias de amosiras
em condiches higi€nicas satisfatdrias e insatisfatdrias,
das misturas para ¢ preparo de sopas € de risotos de
supermercados e institucionais.

As freqgiiBncias de amostras contendo os sete tipos de
maiérias estranhas enconfradas em misturas para o pre-
paro de sopas e para o preparo de risotos de supermer-
cados ¢ institucionais s&o apresentadas na Tabela 3.

Na Tabela 4 sfo apresentados os fotais de matérias
estranhas encontradas para cada tipo de produto ana-
lisado, ¢ as médias em relagiio as amostras eni condi-
¢hes higiénicas insatisfatdrias.

DISCUSSAO

Pela Tabela 1 observa-se que houve uma alta por-
centagem de recuperagio nas amostras teste para pé-
ios de roedor e litros de nsetos (85% e 92% respec-
tivamente), & com desvio padrao préximo a um, indi-
cando que o método proposto é adeguado para andli-
se microscapica dos produtos em estudo.

Verifica-se pela Tabela 2, que 90% das amostras
analisadas estavam em condigdes higignicas insa-
tisfatdrias, isto €, continham pelo menos um tipo de
matéria estranha e ndo houve diferenca estatisticamen-
te significante (p>0,05) entre as amostras de super-
mercados e as institucionais para um mesmo fipo de
produto.

Na andlise da Tabela 3, observam-se variacOes nas
fregiiéncias de amosiras contendo os sete tipos de
matérias estranhas encontradas.

TABELA |
DistribuicGo da fregiidneia relativa e desvio padrdo de moiéria estranha, segundo a recuperacdo
e Hpo de mistura, Sdo Poulo, 1994,

Recuperacio

Tipe Elitros Pélos de roedor
_ R DP FR Dp )
Misturas para sopa 92 103 B7 0,95
Misturas para risofo 93 0,82 85 (.97 _
FR = fregiéncia relativa (%)
DP = desvio padrie

TABELA?2

Distribuichio do niimero ¢ porcentagem de amosiras analisadas, segundo condigBes higiénicas,
ipe ¢ procedéncia. S&o Paulo, 1994,

Condigdes higiénicas

Tipo e Satisfntorias Insatisfarcriag Total
procedéneia FA R EA FR FA FR -
Sopa supermercado 2 8.0 73 92.0 25 100.0
Sopa institucional 2 8,0 23 92,0 23 1000
Risote supermercado 3 26,0 20 83,0 25 1000
Risoto institucional H 4,0 24 56,0 25 1000
TOTAL 16 16,0 O3 90,0 100 106,0

FA = fregiiéncia absoluta
IR = freqiiéncia relativa (9}
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As amostras de sopas apresentaram principalmen-
te fragmentos de insetos {de 1 a 86) em 92% das
amosiras analisadas, enquanto que os risotos conti-
nham além de fragmentos, larvas de insetos (média,
entre riscios de supermercado e institucional, de
80,0% ¢ 44,0%, respectivamente).

Apesar de ndo haver diferencas estalisticamente
significantes entre as amostras de sopas ¢ de risotos
em condigdes higifnicas insatisfatérias (Tabela 2),
pode-se observar, pela Tabela 4, uma grande variagiio
no nimere de matérias estranhas totais encontradas
entre as amostras de IMISULas para SOpa € para risoto
e também entre as amostras de misturas para sopas
de supermercado ¢ institucionais.

CONCLUSOES

- O métoado da A.O.AC. de pesguisa de sujidades
leves em ples brancos e produtos com alto teor de
gordura, adaptado para andlise de misturas para o
preparo de sopas ¢ de risotos, mostrou-se eficiente
para a extragio das matérias estranhas presentes.

- Na andlise das misfuras para ¢ preparo de sopas €
de risotos encontrou-se sma alta porcentagem de
amostras em condicdes higiénicas insatisfatdrias, prin-
cipalmente pela prescuga de fragmentos de insetos.

TABELA 3
Distribuigdo do miimere e porcentagem de amosiras de misturas, segundo procedéneia
e tipos de marérias estranhas. Sdo Paulo, 1994,

Matéria estranha Sopas Risoios

Supermercado Institucional Supermercado Institucional
tpo intervalo FAa FR FA PR A R FA FR
Fragmentos de insetos }—86 23 52,0 23 92.05 19 76,8 21 84,0
Larvas de insetos | R— 0 0,0 3 12,0 i 46,4 12 48,0
Acaros morios P 3 G 0.6 i 440 0 6.0 3 12,0
Insetos mortos i 2 H 4.0 ] 0,0 QO 3.0 2 8.0
Palos de roedor 1 H 4.4 4] 0,0 0 4.0 2 5.0
Pélo ndo identificado 1 1 40 0 0.0 1 4.0 1 40
Agoia 0 0.0 ] 0,0 i 4,0 0 4,0
FA = freqiténeia absoluta
FR = fregiiéncia realtival%)

TABELA 4

Total de matérias estranhas presentes nas amostras, segundo tipo € procedéncia. Sdo Faulp, 1994,

Anostras MNimero de amostras Total matérizs estranhas Matérias estranhas/amostrs
Sopa supermescado 23 342 i4,8
Sopa institucional 23 630 274
Risoto supermercado 26 187 9.3
Risote institncional 24 238 9.9
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PRADOQ, Guitherme e col. - Incidénciz de allatoxinas em milho (Zea mays L.) com dife-
rentes niveds de umidade, apds tratamento com tungicida, armazenado em atmosfe-
ra com e sem aeracio. Rev Inst. Adolfo Lutz, 55(2):79-84, 1995,

RESUMCQ: Foi verificada a producio de aflatoxinas em amostras de milho, cuitivar BR 201, plan-
tada e 1994, no Centro Nacional de Milho e Sorgo (EMBRAPA), em Sete Lagoas, Minas Gerais. As
amostras, coletadas em duplicata, apresentando diferentes niveis de unndade, foram tratadas con so-
luglio aguosa ¢ vleosa de Iprodiona (20ppim), seguide de um armazenamento em tambores metélicos,
COMY e sem aeragho, proporcionande uma femperatura de 18-20°C e 33-30°C, respectivamente. Os re-
sultados encontrados wostraram wma reduglio dos nivels de affafoxinas mas amostras tratadas com
Iprodiona e armazenadas em atmoesfera aerada. Quando 0 acondicionasmento fol realizade em atmos-
fere sern. acraglo (temperatura 35-40°C), o deeréscimo dos teores de aflatoxipas nfe fof significative,
principalmente nos nivels de umidade mais elevados, indicando que temperatera ¢ umidade sio fato-

res importantes na biossintese de aflatoxinas,

DESCRITORES: Milho, aflatoxinas. iprodiona, controle,

INTRODUGCAQO

As aflatoxipas sfio metabdlitos secundérios produ-
zidos por fungos do género Aspergillus que contami-
nam as culturas no campo., os grios durante o
armazenamenic e também os produtes alimenticios
destinados ae consumo humano. Devido aos efeitos
carcinogénicos, mutagénicos o feratogénicos, as afla-
toxinas representam um risco a saide piblica, haven-
do pois 2 necessidade de desenvolver medidas de con-
trole durante o processo de produgio de alimentos:
cultivo, colbeita, armazenamento ¢ iransporte’.

Viérios sio os fatores gue influenciam o desenvol-
vimente de fungos e a produgio de aflatoxinas em
alimentos, sendo a temperatura ¢ a umidade {ativida-
de de dgua e teor de umidade) dois pardmetros des-
critos como fundamentals neste processo da bios-

sintese, DIENER & DAVIS?, SCHINDLER et alii'f
verificaram que a temperatura minima de producio
de afiatoxina € 12°C e a mdaxima de 42°C, sendo a
Gtima entre 24 e 30°C. Com relagio & umidade relati-
va observou-se que o limite minimo é de 85%, ou seja, -
o substrato deve apresentar atividade de dgua de no
minimo 0,83 para gie o fungo possa produzir a toxi-
na. Em milhe, foi verificado que a atividade de dgua
que mais favorece a predugio de aflatoxina por
Aspergillus parasiticus € de 090", PRADO et alii’
verificaram a influéneia da atividade de agua no cres-
cimento de fungos e mesdfilos e na produgfo de
aflatoxinas durante o armazenamento de amendoim,
variedade Tatu Vermeto: Apds o armazenamento do
amendoim, a temperatura ambiente, em cimaras equi-
libradas em atividade de agna 0,75, 0,83, 0,86, 0,93 ¢
0,97, os autores verificaram que a producdo mdxima
de aflatoxina ocotren em atividade de dgua de 6,93 ¢

1. Divisgo de Bromatologia e Toxicologia Fundago Ezequiel Dias Belo Horizonte/MLG,
2. EMBRAPA/Centre Nacions! de Mitho e Sorgo Cx. Postal 151, Sete Lagoas/M G.
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que 4 (0,86 nic houve sintese por um periodo de 120
dias.

O milho € um importante cereal para a nutrigdo
humana, sendo o Estado de Minas Gerails um dos
maiores produtores do Brasil, Com uma drea plantada
de 14 mithfes de hectares e uma produgdo de 30 mi-
thies de toneladas, o Brasil é o maior produtor de mi-
the da América do Sul, sendo o responsdvel por apro-
ximadamente 75% do total produzido no subcontinente
e 1992%, Trabalhos desenvolvidos nos dltimos anos
S0ITe M relatam ser o milho um bom substrato para o
desenvolvimento de fungos e produciio de aflatoxinas.
Esse fato, juntamente com as condigBes ambientais
favorfivels {temperatura e umidade) encontradas em
pafses tropicais, como o Brasil, mostram a necessida-
de de um monitoramento constante ¢ desenvolvimen-
to de novas téenicas de cultivo, pds-colheita, arma-
zenamento ¢ transporte, capazes de impedir a ocorréa-
cia de fungos e a biossintese de aflatoxinas.

O fungicida Iprodiona € atilizado na protegio de grios
e frutas, antes ¢ pos-colheita, tendo uma aclio efetiva
contra espécies de Alternaria. Bouvils, Didymella,
Rhizochtonia e Sclerotinia™® . O tnico trabalho descri-
1o na literatura que relaciona o efeito de Iprodiona e
a produgdo de aflatoxina foi desenvolvido por ARING
& BULLERMAN'. Foi observado que esporos de
Aspergillus parasiticus NRRL 2999, guando inoculado
em caldo de extrato de levedura e sacarose, contendo
Iprodiona (G a 20 ug/md) e incubado a 25° Cpor 4 a 21
dias, apresentaram menor crescimento vegetativo, sen-
do que nfio houve producic de affatoxinas em nivels de
Iprodiona de 20 ugfz.

O objetivo desse trabatho foi verificar a eficdcia da
Iprodiona em inibir a produgdo de aflatoxinas por
fungos, em grios de milhe com alta umidade, em
condigdes de clima tropical.

MATERIAL E METODOS

Foram cultivados, cim 1994, sob irrigacdo, dois
hectares de mitho da cultivar BR 201, no Centro Na-
cienal de Pesquisa de Milho ¢ Sorgo, Sete Lagoas em
Minas Gerais. A colheita {oi realizada no perfodo de
2R/03/94 a 06/05/94, & medida gue os grifos atingiam
as umidades desejadas.

O tratamento foi efetuado imediatamente apds a
cotheita, utilizando-se solugo de Iprodiona (20ppm), em
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veiculo aquoso e oleoso, Paralelamente, uma amostragem
foi obtida sem a aplicagfio do principio ativo.

Posteriormente, as amosiras foram acondicionadas
em 72 tambores metdlicos de 200 litros de capacida-
de. Trinta ¢ seis {36) foram adaptados com fundo fal-
so perfurado ¢ dios de aeragfio, promovida por dois
ventiladores, Todos os tambores foram dotados de
pontos de retirada de amostras e ponfos para deter-
minagdo da temperatura da massa de grics.

0 pericdo de armazenamento {oi estabelecido em
fungdo do exame visual de fungos nos grics de milho.
As amostras de mitho com malores teores de umidade
{(25.8% e 22,9%), ficaram 14 ¢ 16 dias armazenadas,
respectivamente, em atmosfera aerada e nfo acrada. As
amostras com menores niveis de uamidade (18,8%,
17.7%, 16,1% e 11,7%) ficaram 28 dias armazenadas,
também em atmosfera aerada ¢ nfo aerada.

Apoés o perfodo de armazenamento, amostras em
duplicata, foram retiradas (5kg), mofdas {granuio-
metria de 20 mesh), ¢ acondicionadas & baixa tempe-
ratura até ¢ momento da andlise.

As aflatoxinas foram extrafdas e guantificadas pe-
la téenica descrita por SOARES & RODRIGUEZ-
AMAYAY, sendo a confirmagio efetuada pelo mélo-
do de PRZYBYLSKI®

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados s8o apresentados nas Tabelas 1 e 2.
Observa-se que nas amostras controle (sem fungicida),
gue foram armazenadas sob aeragfo (temperatura 18-
20 °C), os niveis de aflatoxinas foram superiores aos
encontrados nas amostras tratadas com fungicida ¢ ar-
mazenadas em aeragdo, indicande um efeito protetor
do tratamento efetuado, No caso de acondicionamento
das amostras sem aeracio {temperatura 35-40 °C), ve-
rificou-se que algumas amostras que sofreram trata-
mento com fungicida em veiculo aghoso, apresentaram
niveis de aflatoxisas superiores ao do grupo controle,
indicando que a temperatura e/ou a dgna s3o fatores
paralelos que influenciam a producic de afiatoxinas.
A heterogenicidade das amostras, bem como a distri-
bui¢fo das aflatoxinas nos alimentos, pode explicar os
resultados  enconirados.  Os  experimestos  com
iprodicna em veiculo oleoso reduziram os niveis de
affatoxinas em mitho de uma maneirs mais significa-
tiva do gue guando foi utilizado a dgua como diluente,
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TABELA 1

Niveis de aflatoxinas em milho em grdo, com diferentes nfveis de umidade, e armazenado em

atmosfera cerada (Temperatura: 18-20°C)

Amostra [prodiona Umidade a 105°C Affatoxing Total
{20 ppm) AT (ke
. 258
P, Agua 274
B, Agoa 181
B, Cleo 492
P, Oleo 90
P, Controle 863
. T c...L0 S 501
229
8 Agus 500
P, Agua 485
P, Oleo 420
P Oteo 568
B, Controle 1136
P, Controle 1201
18,8
P Agua 33
P, Agua 56
P, Oteo 30
P, Glee 25
P, Controle 64
S o Lontele S B
17,7
P, Agua ND
P, Agna ND
P, Gleo NI
P, Olzo ND
Py Controle ND
P Fomole S S MO
i6.1
P, Agua ND
P, Agua ND
P, Oteo ND
P, Oleo ND
P, Controle ND
P, Controle e R
i1.7
P, Agua ND
P, Agua ND
P, Oleo ND
P, Oleo ND
B, Controle ND
P, Controle ND
1 Média de duplicata P, a P, : 14 diss de armazenamento

ND: Nio detectado

P, a®,:

16 dias de armpazenamento

P, a P 28 dias de wmazenamento
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TABELAZ
Niveis de aflaroxing em miltho e grido, com diferentes niveis de umidade, e armazenado em
armosfera ndo aercda {Temperatura: 35-40°C)

Amosira Iprodions Urnidade a 105°C Aflatoxina Total
— (20 ppmm) . (%) (ugkg)
"""" 25.8
P37 Agua 2609
Pag Agua 2976
P39 Oleo 1421
P40 Oleo 1587
P41 Controle 2875
P42 Contsole 2726
229
P43 Agua 2623
P44 Agua 2292
P45 Oleo 428
P46 Oleo 13608
P47 Controle 2766
P48 Controle 2845
18.8
P49 Agna 1oa2
P50 Agua 1197
P51 Olea 366
P32 Oleo 784
P53 Controle 1258
17.7
P55 Agus 818
P36 Agua 415
P57 Oleo 179
pss Oteo 237
P39 Controle _ 866
_Peg _ Controle 867
i 16.1
P61 Agua 75
ps2 Agua 127
£63 Oleo 29
P64 Olea 19
Pes Controle 47
Pe6 Controle 40
""" T '
Pe7 Agua ND
P68 A gua NI
P& Oleo ND
P70 Oiea ND
P71 Conirole ND
P72 Controle ND

1 Média de duplicata P37 a P42 14 dias de armazenamento
ND: NEo detectado P43 a P48: 16 dias de armazenamento
P49 a P72 28 dias de armazenamento
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Foi observado que mesmo com teores de umidade
relativamente elevados (16,1% e 17,7%), somente o
acondicionamento com aeraco € suficienie para ini-
bir a producio de aflatoxinas, Entretanto, para evitar
a formaciio de aflatoxinas em amaostras acondiciona-
das em ambiente sem aeragfio, ha necessidade de um
menor nivel de umidade das amostras (11,7%). Ob-
servou-se também, em andlises complementares, gue
nesse nivel de umidade, em atmosfera aerada, nio
houve formagio de afiatoxinas apds 60 e 120 dias de
armazenamento.

As amostras que sofreram o processo de aerago (tem-
peratura 18-20 °C), apresentaram em todas as umidades
testadas e nas mesmas condigdes, niveis de aflatoxinas
inferiores &s amosiras ndo geradas (35-40°C), indican-
do ser a temperatura wm fator imporfante para a
biossintese de aflatoxinas pelo Aspergillus flavus ef
ou Aspergillus parasiricus. Observou-se também, nos
dois tratamentos, gue os nivels de aflatoxinas foram
superiores nas amostras com teores de umidade mais
elevados, sugerindo que a dgua influencia o processo
de formaglo de aflatoxinas.

Foi verificado que nas amostras de milho aeradas
e com teor de umidade 22, 9%, os niveis de
aflatoxinas foram superiores aos enconirados nas
amostras aeradas e com umidade de 25,8%. Uma
possivel explicagiio pode ser o tempo de armazena-

mento dessas amostras (14 dias), inferior em rela-
¢80 s amostras com umidade de 22,9%, gue fica-
ram armazenadas duranfe 16 dias. Resultados seme-
thantes ndo foram encontrados no experimento sem
agragdo, Talvez o efeito temperatura tepha uma in-
fluéncia maior na producdo de atiaioxinas gue o tem-
pe de armazenamento,

CONCLUSAO

De uma maneira geral, a aplicagio da Iprodiona,
ante na forma aquoesa guanto oleosa, provocou um
decrdscimo nos niveis de aflatoxinas nas amostras de
mitho, armazenadas em ambiente serado ¢ ndo aerado,
Entretante, nfio houve imibi¢io da biossintese de
aflatoxinas. Nos proximos ensaios, alteraces nas con-
digdes experimentais deverfo ser efetvadas (concen-
tracfo do principio ative na formulagio, temperatura
de armazenamento) com o obietivo de tentar reduzir
a contaminagio de mitho com aflatoxina.
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PRADO, Guitherme et alii Incidence of aflatoxins in corn (Zea mavs L) with different
levels of meisture, after treatment with fungicide, al atmosphere with and without
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ABSTRACT: It was verified the production of aflatoxins in corn sampies, cultivar BR 201, grown
in 1994, at Centro Nactonal de Milho e Sergo, in Sefe Lagoas, Minas Gerais. Duplicate samples. showing
different levels of moisture, were treated with Iprodione agqueous and oily solution (20 ppm), and were
srored in metal containers, with and without ventilation, af tempesatures ranging from 18 to 20 °C and
from 33 to 40 °C, respectively. The found results showed a reduction of the aflatoxins levels in sumples
treated with Iprodione and stored ar a ventilated atmosphere, When the samples were stored withow
ventilation {femperatire between 35 and 40 °C}, the decrease of the aflatoxins levels was not significant,
mainly when the moisture values were high, showing that wemperature and moisture were important

faclors in aflatoxing biogynthesis.

DESCRIPTORS: corn, aflatoxing, iprodione, control.
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CONTAMINACAO DE AMENDCIM E SEUS PRODUTOS COMERCIALIZADOS NA
REGIAO DE CAMPINAS - SP., POR AFLATOXINAS DURANTE O ANO DE 1994,

Berenice Mandel BRIGIDO**
Maria Trene C. BADOLATO™*
Valéria P, Silva FREITAS®#

RIALAG/TEY

BRIGIDO, B.M.: BADOLATO, M.1.C. & FREITAS, VIS, - Contaminagdc de amendo-
im ¢ seus produtos comercializados na regido de Campinas-SP, por aflatoxinas du-
rante o ane de 1994, Rev. fnst. Adolfo Lutz 55(2%.85-90, 1995,

RESUMCQ: Foramn analisadas 66 mnostras de diferentes procedéneias, sendo 36 de amendoim &
30 de produtes de amendoim da regifo de Campinas, Estado de Sfo Paule, no ano de 1994, para
determinagfio de aflatoxinas B, B,, G, G, por cromatografia em camada delgada. Bm 51% das
amostras néo foram detectadas esias atlatoxinas; 2% destas apresentaram teores de aflatoxinas B +G,
menor ou dgual 2 30 ug/Kg e 47% continham teores acima do limite tolerado pela legisiagio brasi-
{esra (30 ug/Kg): numa faixa de contaminagiio de 28 2 997 ug/Kg para aflatoxina Bi ¢ 14 4 149 ug/Kg

para aflatoxina G,

DESCRYTORES: aftatoxinas, amendoim, produfos de amendoim, determmagio de aflatoxinas.

- INTRODUCAD

Aflatoxinas sdo produtos secundérios de metabo-
lisino de cepas de Aspergillus flavis e de Aspergillus
parasiticus que fregiientemente afetam sementes ole-
aginosas duranie a colheita, armazenamento ¢ indus-
trializaciio, contaminando os alimentos™ ™, Fatores
come integridade fisica do cereal, temperatura am-
biental superior a 20°C e umidade relativa do ar entre
80 e 90%, influenciam a producio de afiastoxinas,
sendo gue estes iltimos sdo caracteristicos de clima
fropical, como o BragifHa162227

As aflatoxinas sfio derivados da difurano cumarina.
Quatro tipos de aflatoxinas so mais comumente iso-
{ados: B, Bz. G, (}2 182239 Atlatoxina B{, (AFB,) ¢
carcinogénica, teratogénica ¢ mutagénica®* ¢ por
causa destas propriedades & considerada de grande
imporfancia em satide piablica e animal.

A legislacfo brasileira fixon uma tolerfncia de 30
tg/Kg para as aflatoxinas calculadas pela soma dos
contetidos das aflatoxinas B, e G, 7 ¢ em estudos rea-

lizados tem sido constatado um grande siimero de
amosiras com presenca de altos niveis de contamina-
¢io por aflatoxinas em alimentos destinados ac con-
SHIMO i’lﬂﬂ'}ﬂn(’) 2458 G2 30T, (819,20 “ﬁ

Atenios a todas essas consideragies, lemos como
objetivo avaliar a contaminagdo por aflatoxinas em
arpostras de amendoim e seus produtos comercializados
naregifio de Campinas até 1997, Avaliagfio esta que estd
no programa de parceria com o Centro de Vigiléncia
Sanitdria da Secretaria de Estado da Sadde®?.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de diferentes procedén-
cias, sendo 36 de amendoim e 30 de produtos de amen-
doim. dando um total de 66 amostras, para determi-
nar aflatoxinas Bl, Bz’ GL, GZ.

As amostras foram colhidas pelas equipes de Vigi-
{ncia Sgnitdria de ERSAS e prefeituras da regido de
Campinas, durante o ano de 1994,

* Realizado na Seciio de Bromatologia e Quimica do Instituto Adolio Lutz - Laboratério [ de Campinas.

*#* T30 Ingtituto Adolfo Latz - Laboratérico T de Campinas.
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Amostras pesando aproximadamente 1Kg foram
trituradlas, homogeneizadas e retirada uma sub-amos-
tra de 50g para andlise.

Foi utilizado o Méiodo de Soares & Rodrigucz-
Amaya™ que consiste de extraco, partigio liquide-li-
quido. deteccio e quantificagfio. A separagio fol feita por
Cromatografia em Camada Delgada e 2 guantificagio por
comparagdo visual com o padrie sob luz cltravioleta,

As concentracbes e a pureza do padrio das afla-
toxinas B e G, foram delermuinadas conforme a tée-
nica descrita pela Association of Official Analytical
Chemists {A.O.ACY

A confirmacio da identidade das aflatoxinas foi
feita utilizando derivacio quimica especifica e obser-
vagfio da alteracho nas propriedades cromatogrificas.

RESULTADGS

A tabela abaixo demonstra os niveis de aflatoxinas
(B, e G,) em amendoim ¢ seus produtos na regido de
Campinas no ano de 1994,

O grafico | representa a distribuigio das aflatoxinas
B. B, G, ¢ G, em amendoim ¢ seus produtos no
mesmo periodo, :

J4 o grafico 2, mostra a varlagiio em concentragio
dos niveis de aflatoxinas (B +G,} reiacionada com o
namero de amostras de amendoim e de produtos de
amendoim.

TABELA 1
_Mivels de aflatoxings (B1 + GI} em amendoim ¢ seus produtos ng regidfo de Campinas no ano de 1994,
Tipes Ne Ne Ne Ne Médiada  90°
de de de de de cone, dus  percentil Nivel
amostras  amoslras amostras amosirag amosiras  amostras pg/g e
- de variagio
positivas
He/Ke
ND.* <30usiKg** >30ugKeg cone, cotic.
> Bl Gi
| ueKe  pe/Ke
0 % % ot % |min. miX. min. mix,
Amendoim 36 16 44 - - 2 5% 159 389 128 997 14 149
?
Produtosde 3, 45 gp 1 3 11 3 o 299 130 622 14 149
TOTAL 66 34 51 1 2 3 47 133 389

* N.D. - nfie defenninade {linite de detecgdor 2,5 peg/Kg )

** 30 pg/Kg - lnite méximo tolerado na legislecio brasileira (31 +G1)
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GRAFICO |

Distribuicdo qualitativa das aflatoxinas B, B,, G, G, em amostras de amendoim e seus produfos
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GRAFICO 2

Variacio dos nivels de aflatoxinas B + G, Ug/Kg em amostras de ameadoim e de produtos de amendoiin
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Conaminacio de amendoim e

e seus produtos comercializados na

regidie de Campinas-SP, por aflatoxinas durante o ano de 1994, Rev, Jnsi. Adolfo Luzz 55(2:85-80, 19935,

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Pelos resultados apresentados na tabela verifica-
s¢ que grande porcentagem de amostras de amendo-
im {56%} ¢ seus produtes (37%) comercializados con-
tinuam apresentando contaminagio por aflatoxinas,
com teores acima do limite tolerade, estipulado pela
fegislaglo brasileira’. Freitas ¢ Badolato®, em 1988,
analisaram 316 amostras de pagoca de amendoim
consumidas na cidade de Campinas ¢ encontraram
51,58% com teores acima de 20ug/Kg. Prade et alii'?,
no periodo de 1983 a 1988, analisaram 400 amos-
tras de amendoim cru consumidas em Belo Horizon-
te, encontrando 61,5% de amostras positivas conia-
minadas numa faixa de 4 a 1032 gg/Kg de aflatoxina
B,. Fonseca et alil * duranfe os anos de 1988 ¢ 1989,
analisaram 6235 amostras de amendoim descascado
procedentes de diferentes regides do Fstado de Sioe
Paulo e observaram que 52% das amostras de 1988
e 32% de 1989 estavam contaminadas.

Analisando os nossos resuitados podemos observar
que os teores de AFB. variaram de 28 2 997 ug/Kg e
de AFG de 14 a 149ug/Kg, com 90° de 389 pg/Kg
pard amendoim e 299 ng/Kg para produtos de amen-
doim. Tais resuitados sdo expressivos, pois esses va-
lores esto em discordéneia com a legislagio brasi-
leira em vigor.

Pely grifico I nota-se claramente quantidade sig-
nificativa de amostras também contaminadas pelas

aflatoxinas B, ¢ G,, indicando necessidade de estabele-
cimente de hmltes de tolerfincia para estas aflatoxinas,
sendo inciusive uma preccupagio discutida no Mercosul,
resuitande a inclusfio das aflatoxinas B, e G, no regula-
mento que estabelece os  limites rﬁdxm]os para
aflatoxinas nesse tratado’.

E importante que exista um continuo e sistemitico
monitoramento de affatoxinas em alimentos, envol-
vendo evideniemente as precaucdes necessirias com
0 processo amostral, jd que as aflatoxinas de um lote
de amendoim podem estar concentradas em até 0,5%
dos grios e gue alguns grilos podem estar contamina-
dos com teores de até um milhio de ppb (Lg/Kg)™,
56 assitn, as autoridades governamentais terfo subsi-
dio para adeguar a legislagio ¢ concentrar esforcos na
prevengdo e controle dos produtos sasceptiveis a esse
tipe de contaminacdo.
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ABSTRACT: Peanuts (36 sarnples) and its products (30 samples) copnmercialized in the area of
Campinas, State of So Paule, were analysed for afistoxins B, B,. G, G, utilizing a thin layer
chromatographic method. Aflatoxine were not detected i 31% of the Qampies Levels below or equal
10 the brazilian regelation (G0ug/Kg B +G ) were found in 2% of the samples, however, 47% of the
samples were found to exceed the regulatory limit and ranges of 28 to0 997 pg/Kg for aflatoxin B, and

14 a 149 ng/Kg for aflatoxin G, were found.

DESCRIPTORS: aflatoxins, peannis, peaniis goods, aflatoxin determination.
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