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DIAGNÓSTICO RÁPIDO DE VÍRUS POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA **
Rapid virus diagnosis by electron microscopy

Marli UEDA,
Hatune TANAKA *
lonas r. KISIELIUS
Paulo P. JOAZEIRO
Dalton R. WEIGL

RIALA61785

UEDA, M.; TANAKA, H.; KISIELIUS, r, 1.; JOAZEIRO, P, P.; WEIGL, D.R. - Diagnóstico
Rápido de vírus por Microscopia Eletrônica. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 55(2):57-65, 1995.
RESUMO:A Seção deMicroscopia Eletrônica (ME) do InstitutoAdolfo Lutz (IAL) realiza diag-

nósticos rápidos de: Herpesvírus. Poxvírus, Papilornavírus, Rotavírus, Adenovírus, Astrovírus,
Calicivírus, "Small Round Vírus Particles-SRVP", agente de Norwalk, Parvovírus e bacteriófagos em
diversas amostras biológicas. Contribui também no controle de qualidade de antígenos virais corno
Sarampo, Influenza, Rocio, Dengue, Hepatite A e B, HIV e outros. A coloração negativa é urna das
técnicas utilizadas no diagnóstico rápido de vários vírus associados às doenças humanas.A morfologia,
a subestrutura e o diâmetro são características importantes para diferenciar esses vírus. Apesar da im-
possibilidade de se realizar exames em larga escala, do alto custo e da necessidade de técnicos
cspecializados, é urna técnica de fácil execução, com obtenção rápida do resultado. É útil para detectar
vírus de difícil cultivo e é o únicométodo que permite observar mais de um agente numamesma amos-
tra. Embora existam vários laboratórios de ME em Universidades e em Instituições de Pesquisa, cada
laboratório está empenhado em sua linha de pesquisa e são poucos os que se dedicam à área de diag-
nóstico rápido de vírus.

DESCRITORES: Microscopia Eletrônica, Coloração Negativa,Vírus, Diagnóstico.

INTRODUÇÃO

O uso da microscopia eletrônica para detecção de
partículas virais, pela coloração negativa, é um dos
métodos utilizados como diagnóstico auxiliar nas di-
ferentes infecções virais humanas I. 12. 13. 16. 19.32.46. A
morfologia, a subestrutura e o diâmetro são caracte-
rísticas importantes para diferenciar esses vírus".

A técnica de coloração negativa desenvolvida em
1959 por Brenner & Horne" proporciona um grande
aumento no contraste da imagem e rapidez na prepa-
ração da amostra. Em conseqüência disso difundiu-
se rapidamente, tendo o uso crescente na área de di-
agnóstico viral e ampla aplicação nas pesquisas em
Virologia.

A coloração negativa foi utilizada, pela primeira
vez, no diagnóstico de infecções virais de importân-
cia em Saúde Pública, em 1962, por Peters e col.",
na epidemia de Variola major, ocorrida na Alemanha.
Na Inglaterra, em 1966, durante uma epidemia de

Variola minor, Cruickshank e col.? introduziram essa
técnica no diagnóstico de Small pox.

Outros autores como Doane e col.!', em 1967, e
Joncas e col.", em 1969, descreveram o uso da colo-
ração negativa no diagnóstico de Paramixovírus e ví-
rus respiratório sincicial, respectivamente, em amos-
tras de secreções nasofaríngeas.

Desde o trabalho inicial de Kapikian e COF3 em
1972, que pela imunomicroscopia eletrônica, descre-
veram o agente de Norwalk, o primeiro vírus associ-
ado à gastroenterites; inúmeros outros vírus foram
sendo descritos progressivamente. Em 1973, Flewett
e col." , examinando amostras fecais diarréicas por
coloração negativa, detectaram pela primeira vez os
Rotavírus, de grande importância nas gastroenterites
infantis. Também por esta técnica, outros vírus asso-
ciados a gastroenterites como Astrovírus" e Cali-
cívírus'< " foram pela primeira vez detectados em
1975 e 1976, respectivamente. Devido à dificuldade
de cultivo in vitro, de alguns desses grupos de vírus

* Correspondênciapara Marli Ueda, SeçãodeMicroscopiaEletrõnica, InstitutoAdolfo Lutz.Av.Dr.Amaldo, 355, SãoPaulo,
CEP nº 01246-902, Brasil.

* * Parte deste trabalho foi apresentado no XIV Colóquio da Sociedade Brasileira de Microscopia Eletrônica, realizado
em Caxambu, Minas Gerais, no período de 31/08 a 03/09/93.
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associados a gastroenterites, a microscopia eletrô-
nica continua sendo um dos meios disponíveis de
detecção, mesmo nos grandes centros de pesqui-
saI4,15, 27,29,32,33

A Seção de Microscopia Eletrônica do Instituto
Adolfo Lutz vem realizando diagnóstico rápido de
vírus, desde 1967. Na ocasião, a Seção colaborou in-
tensamente na "Campanha de Erradicação da Varío-
la" detectando Poxvírus em crostas ou conteúdos
vesiculares provenientes de pacientes com Varíola".
A partir de então, diferentes tipos de vírus têm sido
analisados em nosso laboratório, em diversas amos-
tras biológicas, ampliando o nosso leque de
detccção ": 26. 41. 42. 43, 44. 45, 46.

o objetivo deste trabalho é divulgar os resultados
obtidos pela Seção de Microscopia Eletrônica do
I.A.L., no diagnóstico de vírus de importância em
Saúde Pública e difundir a aplicação da coloração
negativa para fins de detecção viral, no nosso meio.

MATERIAL E MÉTODOS

A Seção de Microscopia Eletrônica do I.A.L. rece-
be da rede hospitalar pública, diversos tipos de amos-
tras biológicas de pacientes com suspeita de infecções
virais, para diagnóstico rápido de vírus. Os tipos de
amostras são: - líquidos vesiculares, crostas, raspados de
lesão, urina e saliva para detecção de vírus do grupo
Herpes; lesões cutâneas para detecção de Papovavírus,
Moluscum contagiosum e eventualmente Pox-vírus.
Em fezes diarréicas são detectados os vírus associa-
dos à gastroenterites (Rotavírus, Adenovírus, Astro-
vírus, Calicivírus, "Small Round Vírus Particles -
SRVP", agente de Norwalk, Parvovírus e Corona-
vírus). São realizadas pesquisas de "Parvovírus-Iikc"
em urina e soro de pacientes com suspeita de entema
infeccioso".

Atua no controle de qualidade morfológico de
antígenos virais, analisando purificados de amostras
com vírus Sarampo, Influenza, Hepatites (A,B),
Rocio, Dengue, H1V e outros. Também, realiza
dctecção de bacteriófagos para o controle de qualida-
de microbiológica da água e de alimentos?".

Na Microscopia Eletrônica Direta (MED), grades
de cobre de 300 "mesh", recobertas com formvar e
carvão são utilizadas para a adesão das amostras.
Quando a amostra biológica é líquida, como por exem-
plo líquido vesicular, utiliza-se o próprio material para
a adesão. Sendo sólida, como por exemplo as fezes, é
preparada uma suspensão a 10% em PBS O,OIM pH
7.0 ou ainda quando a amostra é biópsia de uma le-
são, como por exemplo verruga, é feito um macerado
da amostra. Para a adesão, a grade é colocada sobre
uma gota de 30 ul da amostra. Após a adesão por 30
minutos, o excesso é retirado com papel de filtro e
antes de secar, a grade é corada com PTK
(fosfotungstato de potássio) a 2%, pH 6.4 a 6.8 por 5
minutos. Após a secagem é examinada num micros-
cópio eletrônico Philips EM-400T, operando a 80 kY.

58

A Imunomicroscopia Eletrônica (IME) tem sido
empregada quando se dispõe de anti-soros espe-
cíficos. São utilizados 2 métodos de 1ME: a
Imunornicroscopia Eletrônica Clássica, segundo
Alrneida- e a "Solid Phase Immune Electron
Microscopy - SPIEM"9.19; dependendo da quanti-
dade de antígeno e de anticorpo disponíveis. En-
quanto no "SPIEM", a reação é realizada sobre a
grade de ME, na 1ME-Clássica, a reação antígeno-
anticorpo é realizada em tubo de ensaio e posteri-
ormente transferida para a grade de ME. Tanto na
1ME-Clássica quanto no "SPIEM", a concentração
de anticorpo deve ser titulada para que ocorra uma
boa reação imunológica.

RESULTADOS

Foram analisadas pela técnica de coloração negati-
va 7558 amostras de diversos materiais biológicos, no
período de 1967-93, dos quais 2284 (30,22%) apre-
sentaram partículas de vírus.

Os resultados positivos de algumas dessas amostras
são apresentados nas figuras.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

A morfologia e o tamanho da partícula viral observa-
da na coloração negativa, são características que auxili-
am na identificação dos vírus, permitindo classificá-Ios
em famílias ou grupos, fornecendo, portanto, um diag-
nóstico presuntivol,l6

Existem diversos sais elétron-densos que podem ser
utilizados como corantes eletrônicos: acetato de uranila,
silicotungstato de sódio e molibdato de amônio, Barth"
, em 1984, realizou um estudo utilizando vários sais
eletron-densos; entretanto, o mais utilizado em nosso
laboratório, com bons resultados, tem sido o fosfo-
tungstato de potássio (PTK) 2%, pH6.4 a 6.8.

Nossa experiência mostra que são vários os fatores
que interferem na obtenção de resultados satisfatórios
para detecção de vírus em amostras biológicas. En-
tre eles ressalta-se a quantidade de vírus presentes
na amostra, que também é referido por outros au-
tores!' 13. 16. 2!.27. As amostras devem ser colhidas na
época apropriada, ou seja, no início dos sintomas,
quando a presença do vírus é maior. O diâmetro da
partícula viral é outro fator importante. Quanto me-
nor a partícula viral, maior será a quantidade de ví-
rus necessária para que seja detectado1• Outro fa-
tor essencial é a preservação da partícula viral, pois
o diagnóstico por M.E. depende da morfologia. As-
sim, a colheita, transporte e estocagem das amos-
tras são ítens importantes que influenciam na pre-
servação dos vírus. As amostras não devem ser con-
geladas, devem ser mantidas em banho de gêlo
(4°C), pois o congelamento e descongelamento
podem levar à destruição das características morfo-
lógicas de alguns vírus": 27.
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o vírus do grupo Herpes (fig. l-A) é um dos mais
facilmente diagnosticados, pois além do seu diâme-
tro (cerne de aproximadamente 75 nm com envoltório
pleomórfico de 180 a 200nm), apresenta morfologia
bastante característica!', sendo detectado geralmente
em grande quantidade nas amostras biológicas colhi-
das adequadamente', Apesar da morfologia não dife-
renciar os tipos dos vírus do grupo Herpes, a detecção
de vírus por MED tem papel importante principalmen-
te em infecções herpéticas propriamente dita em ber-
çários e em centros cirúrgicos, e também como infec-
ções oportunistas em pacientes aidéticos. Morfologias
atípicas foram detectadas nos vírus desses pacientes,
até então não observadas". Este diagnóstico tem sido
utilizado também para a monitoração na terapêutica
de administração de drogas antivirais, não só em pa-
cientes aidéticos, mas também em outros pacientes
imonodeprimidos.

Os Papilomavírus também podem ser demonstra-
dos na coloração negativa, pois possuem morfologia
bem definida=". São vírus icosaédricos com diâme-
tro em torno de 55 nm, sem envoltório", apresentan-
do nítidos capsômeros (fig. l-B), A detecção destes
vírus por MED tem contribuído para a conclusão do
diagnóstico, em casos de pacientes com lesões
verruciformes não características.

As amostras de verrugas devem ser horno-
geneizadas para que as partículas virais sejam libera-
das, antes de serem submetidas à coloração negativa.

Outro vírus que não apresenta dificuldade de
detecção é o Poxvírus (fig. l-C). Possui a maior di-
mensão entre os vírus animais conhecidos (115 x

350nm)13.16e morfologia típica em forma de tijolo".
O diagnóstico de vírus do grupo Pox por MED, em
líquido vesicular e crosta de lesões de pacientes com
suspeita de Varíola, teve papel relevante na década
de 60, durante a "Campanha de Erradicação da Va-
ríola?". Nessa ocasião, por apresentarem morfo-
logias distintas, o diagnóstico diferencial de vírus do
grupo Pox do vírus do grupo Herpes, foi importante
nos casos clínicos atípicos. Atualmente, os eventu-
ais casos de pacientes com lesões cutâneas suspei-
tos de Moluscum contagiosum, clinicamente difíceis
de serem diagnosticados, podem ser detectados por
microscopia eletrônica.

Dos vírus associados às gastroenterites, os
Rotavírus e os Adenovírus (figs. 2-A e 2-B), possu-
em características morfológicas bem definidas, fa-
cilitando suas detecções. Quanto aos Adenovírus,
apesar de não ser possível se diferenciar pela
morfologia os Adenovírus entéricos dos Adenovírus
respiratórios a sua detecção em amostras fecais
diarréicas é importante. Em relação aos Rotavírus,
existe o teste imunoenzimático comercial disponí-
vel, que detecta apenas Rotavírus do grupo A. Nos
casos de Rotavírus atÍpicos, a MED desempenha
junto com a EGPA (eletroforese em gel de
poliacrilamida), importante diagnóstico diferencial,
uma vez que os testes imunoenzimáticos resultam
negativos.

A MED se destaca nos diagnósticos de Astrovírus
e Calicivírus, vírus associados a gastroenterites, pou-
co conhecidos, mas já detectados em nosso mei025.26,
28.35.41.44,Por serem estes agentes de crescimento difí-
cil in vitro, ainda a detecção por coloração negativa é

I 18

Fig.l - Fotomicrografias eletrônicas de vírus causadores de lesão de pele. Microscopia Eletrônica Direta,
l-A: Vírus do grupo Herpes em líquido vesicular de paciente portador de HIY. Barra 100 nm.
I-B: Papilomavírus detectado em verruga de paciente portador de HIV. Barra 50 nm.
l-C: Vírus do grupo Pox em lesão de úbere de vaca (varíola bovina), Barra 200 nm.

59



UEDA, M.; TANAKA, H.; KISIELIUS, J, J.; JOAZEIRO, P, P.; WEIGL, D.R. - Diagnóstico Rápido de vírus por Microscopia
Eletrônica. Rev. Inst. Adolfo Lutz; 55(2):57-65, 1995.

Fig. 2 - Fotomicrografias eletrônicas de vírus associados às gastroenterites.
2-A: Rotavírus. Aglomerado de partículas virais típicas. Partícula vazia com cápside externa ( ). Partículas

completas ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 100 nm.
2-B: Adenovírus. Partículas virais com morfologia icosaédrica apresentando nítidos capsômeros. Microscopia

Eletrônica Direta. Barra 100 nm.
2-C: Aglomerado de Astrovírus. A seta ( ) aponta partícula com morfologia típica de formato de estrela com

5 ou seis pontas. Microscopia Eletrônica Direta. Barra 50 nm.
2-D: Calcivírus, apresentando morfologia típica de "estrela de Davi" ( ). Imunomicroscopia Eletrônica Clássica.

Barra 50 nm.
2-E: Partículas de "Small Round Virus Particles - SRVP" de aproximadamente 22 nm. Microscopia Eletrônica

Direta. Barra 50 nm.

um dos poucos meios de diagnóstico. Os Astrovírus
apesar de serem liberados em grande quantidade no
intestino, apresentam-se por vezes com aspecto de
aglutinado viral (fig. 2-C) e morfologia caracterís-
tica em apenas 10 a 20%3.30,portanto, nem sempre
é detectado na forma característica de estrela de 5
ou 6 pontas, dificultando o diagnóstico. Quanto aos
Calicivírus (fig. 2-D), apesar da morfologia viral
peculiar de "estrela de David"?', sua detecção tor-
na-se difícil pelo seu tamanho e pequena quantida-
de presente na amostra.

São considerados "Small Round Vírus Particles -
SRVP"6.23.25as partículas virais de dimensão entre 20
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e 35 nm (fig. 2-E) encontradas em amostras fecais
diarréicas e que não são possíveis de serem identifi-
cados morfologicamente. Na tentativa de se identifi-
car os "SRVP", submete-se as amostras positivas à
IME, utilizando-se anti-soros específicos (Anti-
Astrovírus, Anticalicivírus e Antinorwalk), com isto
aumentando-se a sensbilidade diagnostica".

O vírus da Hepatite A (fig. 3), que eventualmente
pode ser detectado pela microscopia eletrônica em
amostras fecais, é identificado através da IME utili-
zando anticorpo específico". A dificuldade neste caso
particular reside na obtenção de amostras positivas,
pois quando há descarga viral nas fezes o paciente
ainda está assintomático.
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Apesar de não ser o método de escolha, a M.E. ser-
ve de apoio diagnóstico nos casos em que existam falta
de insumos básicos, como é o caso de detecção de
"Parvovirus-like" em soro ou urina concentrada de
pacientes com suspeita de eritema infeccioso".

No IAL a microscopia eletrônica direta (MED) não
tem sido utilizada para fins de diagnóstico dos

3

Fig. 3 - Fotomicrografia eletrônica de vírus da
Hepatite-A. Imunomicroscopia Eletrônica Clássica.
Barra 50 nm.

Ortomixovírus e Paramixovírus, embora alguns au-
tores citem o emprego desta técnica I 1.22. A existên-
cia de testes de escolha mais práticos e menos one-
rosos como irnunofluorescência e ELISA, somada à
excessiva presença de muco no material de origem,
torna a MED menos indicada'; apesar destes vírus
serem freqüentemente analisados por coloração ne-
gativa para controle morfológico da produção e puri-
ficação de antígenos virais (figs. 4-A e 4-B).

A experiência nos mostra que os vírus com
envoltório devem ser manipulados com extremo cui-
dado, para evitar rompimentos dos respectivos
envoltórios e liberação do ácido nucléico (fig. 5-A e
5-B 1). Por vezes, as espículas também podem ser
perdidas, pela sua labilidade, alterando a sua
morfologia (Figs. 5-A e 5-B2) e dificultando e iden-
tificação'. Em alguns vírus com nucleocapsídeos he-
licoidais, como o vírus do sarampo (fig. 4-B), é
interessante que algumas partículas estejam rompidas
para permitir a saída dos nucleocapsídeos e facilitar
a identificação". Entretanto, na análise do purificado
de antígenos de superfície do vírus da hepatite-B
(AgHBs) essa dificuldade em questão não ocorre,
pois gativo enquanto a MED detectará a presença de
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Fig. 4 - Fotomicrografias eletrônicas de:
4-A: Vírus Influenza (Ortomixovírus), apresentado nas formas pleomórficas, com suas espículas características no

seu envoltório ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 100 um.
4-B: Vírus do Sarampo (Pararnixovírus). Partícula com envoltório parcialmente rompido com liberação dos

nucleocapsídeos ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 50 nm,
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Fig. 5 - Fotomicrografias eletrônicas de:
5-A: Vírus Rocio (SPH-34675) causador de encefalite humana. Purificado viral a partir de encéfalo de

camundongo experimentalmente inoculado. Algumas partículas apresentam-se rompidas e sem espículas
do envoltório ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 100 nm.
5-B: Vírus HIV (co-cultivo em linfócitos). Microscopia Eletrônica Direta:

5Bl - Partícula viral apresentando espículas típicas em seu envoltório ( ). Barra 100 nm.
5B2 - Partícula com envoltório viral sem suas espículas. Barra 100 nm.

Fig. 6 - Fotomicrografia eletrônica de um purifica-
do de antígeno HBs (vírus da Hepatite-B), apresen-
tando formas esféricas e algumas alongadas ( ).
Microscopia Eletrônica Direta. Barra 50 nm.
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as partículas são esféricas (em torno de 22nm) ou
tubulares (fig. 6) bem característicos".

Em 1983, ocorreu na cidade de São Paulo um surto
de meningite asséptica, que atingiu pessoas de várias
faixas etárias, sendo isolado do líquor desses pacien-
tes um provável novo vírus. Foram detectadas partí-
culas semelhantes a vírus com diâmetro em torno de
40 nm no sobrenadante de cultura celular infectado,
ressaltando-se aqui a importância dos resultados obti-
dos pela ME42.

Os nossos resultados com 30,22% de positividade,
apresenta uma baixa sensibilidade. A M.E. é geral-
mente citada como a 3ª na lista de sensibilidade, abai-
xo dos testes de radioimunoensaio e ensaios imuno-
enzimáticos I. Porém, essa baixa sensibilidade é rela-
tiva, pois na realidade a ME e os testes imuno-
enzimáticos deveriam ser considerados como comple-
mentares. Por exemplo, uma amostra fecal diarréica
contendo Adenovírus, sendo analisada por ensaio
imunoenzimático dirigido para Rotavírus do Grupo A
e por MED, o resultado do ensaio enzimático será ne-
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gativo enquanto a MED detectará a presença de partí-
culas com morfologia de Adenovírus. A MED é ain-
da a única que permite detectar mais de um agente
numa mesma amostra (fig.7).

Apesar da MED depender da interpretação indivi-
dual do técnico especializado, tornando-a subjetiva,
dificultando a avaliação de sua sensibilidade e aliada
à impossibilidade de se realizar exames em larga es-
cala, é uma técnica de fácil execução, com a vanta-
gem de se obter resultados rápidos usando pouca
amostra biológica. Não devemos esquecer também o
alto custo operacional.

Embora os grandes centros de pesquisas e hospi-
tais em países desenvolvidos mantenham laborató-
rios de microscopia eletrônica realizando diagnós-

tico rápido de vírus voltados às doenças de
etiologias virais, no nosso país esta atividade ain-
da é restrita.

Tendo-se em mente a existência de vários labora-
tórios de ME voltados a atendimento da saúde huma-
na, porém mais voltados para a pesquisa, este traba-
lho foi escrito com o intuito de divulgar a nossa ex-
periência e incentivar a formação de técnicos espe-
cializados nesta área.
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Fig. 7 - Fotomicrografias eletrônicas apresentando detecções de mais de um vírus numa mesma amostra de
fezes diarréicas. Microscopia Eletrônica Direta.
7-A: Rotavírus ( ) e Astrovírus ( ). Barra 50 nm.
7-B: Rotavírus ( ), Adenovírus ( ) e Astrovírus ( ). Barra 50 nm.
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UEDA, M.; TANAKA, H.; KISIELUS, J, 1.; JOAZEIRO, P, P.; WEIGL, D.R. - Rapid vírus
diagnoses by electron microscopy. Rev. Inst. Adolfo Lutz. 55(2):57-65, 1995.
ABSTRACT: The Electron Microscopy Section of Adolfo Lutz Institute performs rapid virus

diagnosis in clinical specimens such as: vesiclc fluid, scrapies lesions, saliva and urine (Herpersvirus
group), skin lesions (Papilloma virus, Poxvirus group), diarrhoeal samples (Rotavirus, Adenovirus,
Astrovirus, Calicivirus, Small Round Virus Particles-SRVP, Norwalk agent, Parvovirus and Coronavirus)
and water's analysis (bacteriophages). It contributes too, in the morphologic quality control of virus
antigens anlysing samples of Measle, Influenzae, Rocio, Dengue, Hepatite A and B, HIV, and
others.Negative staining is one of the techniques for viruses diagnosis in human diseases. Morphology,
sub-structure and shape are important features for diffcrcnriation of the viruses.In spite of high cost,
need of specialized technicians and impossibility to carry out analysis of great scale, the negative staining
is an easy and rapid method, and it uses little quantity of biological specimens. lt is useful to detect
víruscs that are difficult to cultivate in vitro such as several viruscs associated with gastroenteritis in
humans, and its advantage is only one that allows to observe two or more agents in lhe same specimen.
Although, there are some Electron Microscopy Laboratorics at Universities and Research Tnstitutions,
each laboratory have its own researchs and a few laboratories accomplish the rapid virus diagnosis.

DESCRIPTORS: Electron microscopy, Negative staining.Virus.Diagnosis
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RESUMO: Os cinco principais tipos de embalagens metálicas fabricados no Brasil para acondi-
cionamento de alimentos ácidos foram analisados para verificar seu comportamento frente a legisla-
ção brasileira c testar como solventes alternativos: clorofórmio, metiletilcetona e N,N-dimetilformamida,
para determinar a fração orgânica do resíduo obtido após prova de cessão. Das amostras analisadas,
40% apresentaram valores de resíduo total (fração orgânica e inorgânica) acima do permitido. O cloro-
fórmio mostrou-se o melhor sol vente para a extração. Foram determinados, também, os teores de chum-
bo, ferro e estanho migrados das embalagens metálicas.

DESCRITORES: embalagens metálicas, alimentos ácidos, determinações: chumbo, ferro e esta-
nho, espectrofotometria de absorção atômica, espectrometria de emissão atômica com plasma de argônio
acoplado indutivamente.

INTRODUÇÃO

As embalagens metálicas, graças à sua resistência
mecânica e impermeabilidade, são utilizadas na con-
servação e armazenamento de alimentos, permitindo
o processamento e a esterilização dos mesmos na pró-
pria embalagem, sendo ainda ideais para alimentos
Iotossensíveis". Sua grande aceitação no mercado
deve-se, também, ao fato do aço ser o material mais
reciclado no mundo. No Brasil, atualmente, 18% das
latas são recicladas".

Existem no mercado diferentes tipos de materiais
metálicos, produzidos com aço de baixo teor de car-
bono, revestidos em sua grande maioria com estanho
quimicamente puro (folha-de-flandres) ou com cro-
mo (folhas cromadas}". Estes possuem característi-
cas mecânicas e químicas que iní1uem definitivamente
no desempenho da embalagem. Também interferem

no comportamento final da embalagem, os diferen-
tes tipos de vernizes que são aplicados sobre os ma-
teriais metálicos e cuja escolha é feita em função
das características do produto alimentício que entra-
rá em contato com a embalagem.

Os revestimentos orgânicos utilizados na parte in-
terna das embalagens metálicas auxiliam na proteção
contra a corrosão, prevenindo a dissolução dos me-
tais pela interposição de uma barreira física entre o
substrato metálico e o alimento". Além disso, uma
grande importância tem sido dada ao uso desses pro-
dutos por razões puramente estéticas. O valor de uma
aparência limpa na lata vazia combinada com a boa
preservação do alimento, tanto no odor quanto na sua
cor não podem ser desprezadas".

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

'"Realizado na Seção de Plásticos, Vernizes e Outros Materiais de Embalagem e na Seção de Equipamentos Especializados
do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

**Do Instituto Adolfo Lutz - Laboratório Central.
*""'Do Instituto Adolfo Lutz - Laboratório r de Ribeirão Prelo.
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aderência sobre a folha, e do seu grau de cozimento e
porosidadc".

Existem, entretanto, situações em que danos mecâ-
nicos removem o filme de verniz e expõem a camada
metálica prejudicando assim a finalidade deste, Por
mais bem aplicado que seja um verniz, uma certa
porosidade não pode ser evitada, devido à aspereza da
folha metálica e a não perfeita homogeneidade do ver-
niz. Os microfuros formados na aplicação dão fragi-
lidade à película".

Em termos de proteção à corrosão da lata, o fator
mais importante a ser considerado é a agressividade
do alimento!".

Produtos alimentícios são sistemas complexos com
diferentes propriedades físico-químicas e valores de
pH, constituídos de uma gama de compostos que po-
dem acelerar ou inibir o mecanismo da corrosão.

Do ponto de vista de Saúde Pública, dois fatores
devem ser considerados na aprovação de uma emba-
lagem metálica envernizada para alimentos: a migra-
ção de substâncias provenientes do revestimento or-
gânico e a de metais da lata.

Assim, após o tratamento térmico e durante o
período de estocagem dos alimentos enlatados, as
interações verniz-alimento praticamente não devem
ocorrer' ,

O teor de estanho que se transfere da lata para o
alimento tem um limite de migração estabelecido pelo
CODEX ALlMENTARIUS7 e através da determina-
ção da quantidade migrada pode-se determinar a vida-
de-prateleira do alimento.

O feITO, que é um componente natural dos alimen-
tos, pode ter sua concentração aumentada como con-
seqüência do enlatamento. Na maioria dos casos, os
níveis presentes não ocasionam problemas, embora
teores da ordem de 30 mglkg de alimento ou meno-
res confiram odor e sabor ao produto, provocando uma
perda de qualidade",

A dissolução do chumbo proveniente da embalagem
onde se utilizou a solda convencional de chumbo/esta-
nho para os alimentos é importante do ponto-de-vista
de Saúde Pública, devido à sua toxicidade". A elimi-
nação de chumbo pelo organismo é lenta, fazendo com
que seu consumo por períodos prolongados, mesmo
a baixas concentrações, origine o acúmulo em quan-
tidade suficiente para manifestação de seus efeitos
tóxicos!': [8, Entretanto, a maioria das latas comer-
cializadas atualmente no Brasil são eletrossoldadas e
não utilizam mais a solda convvncional".

Na legislação brasileira as embalagens metálicas
revestidas são objeto de duas Resoluções: a Resolu-
ção 8/754, referente às folhas metálicas e a Resolu-
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ção 45/775, que dispõe sobre seus revestimentos or-
gânicos, ambas da Comissão Nacional de Normas
e Padrões para Alimentos - C.N.N.P.A.

Na Resolução 45/77, quando se analisa uma emba-
lagem metálica, deve-se fazer o teste da migração
global. Freqüentemente, para alimentos aquosos áci-
dos, onde se utiliza o solvente simulante ácido acético
a 3% vlv, o resíduo se apresenta acima do limite es-
tabelecido. Em 1990, análises realizadas pelo Insti-
tuto Adolfo Lutz condenaram inúmeras amostras de
embalagens metálicas revestidas com verniz, colhi-
das pela fiscalização.

Considerando que a legislação brasileira se refe-
re ao revestimento orgânico, e não ao conjunto fo-
lha metálica/revestimento, os setores envolvidos
(fabricantes de vernizes, de embalagens metálicas
e de alimentos), alegaram que a análise da migra-
ção levava em conta o resíduo orgânico, referente
ao revestimento e o inorgânico, referente à parte
metálica. Foi então formada uma comissão para
discutir e estudar este assunto, objetivando avaliar
metodologias analíticas alternativas e propor nor-
mas mais adequadas para o controle deste tipo de
embalagem.

A legislação italiana referente a embalagens metá-
licas 13 foi revista e atualizada':', baseada no trabalho
desenvolvido por Barbieri-, que sugeria, após a prova
de cessão com solvente simulante para alimentos áci-
dos, uma extração com clorofórmio e somente este
segundo resíduo seria considerado, além de dosagens
específicas para alguns metais.

Em 1992, a Subcomissão de Embalagens do
MERCOSUL passou a estudar propostas de normas
específicas para o controle de embalagens metálicas.
Nessa ocasião foram enviados os primeiros dados so-
bre estes estudos.

Assim sendo, os objetivos deste trabalho são: veri-
ficar o comportamento das embalagens metálicas fren-
te à legislação brasileira, testar sol ventes alternativos
para determinar a fração orgânica do resíduo obtido
após prova de cessão e fornecer subsídios à Comis-
são do Mercosul para a elaboração de um regulamen-
to técnico específico.

MATERIAL E MÉTODOS

Cinco dos principais fabricantes de embalagens
metálicas forneceram amostras de seus produtos mais
comumente usados no acondicionamento de alimen-
tos ácidos. As características dessas embalagens es-
tão descritas na Tabela I.

Para cada tipo de embalagem metálica enviada fo-
ram efetuadas cinco provas de cessão, em duplicata,
utilizando-se como sol vente simulante para alimen-
tos ácidos uma solução de ácido acético a 3% v/v, de
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TABELA I
Especificação das amostras enviadas

Caracterização da Folha Revestimento
Tipo de solda Tipo de lata Orgânico

Corpo Tampa/fundo (Verniz)

A Estanhada Cromada Elétrica Sem friso Epoxi
Óleo Resinoso

B Estanhada Cromada Elétrica Frisada Epoxi I Fenólico
Óleo Resinoso

Do Corpo:

Epóxi/Fenólico

C Estanhada Cromada Elétrica Frisada Da Tampa/Fundo:
Óleo Resinoso
com deslizante

D Estanhada Estanhada Convencional Sem friso EpoxilFenólico
Óleo Resinoso

E Estanhada Cromada Elétrica Frisada EpoxilFenólico
Óleo Resinoso

14.80

12,23

10,74

14,56

* Determinação efetuada de acordo com a metodologia do Livro de Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz.

TABELA II
Resíduos obtidos após prova de cessão com ácido acético a 3% v/v e após extração

com clorofôrmio e metiletilcetona.

Resíduo Total Fracão Orzânica

Amostra Resíduo após prova de cessão
(mg/l)

Resíduo após extração com
c!orofónnio ** (mg/l)

Resíduo após extração com
MEC ** (mg/l)

A
B
C
D
E

18,7
224.6
27,2

257,9
26,3

2,7
4,5
2,7
1,8
3,6

2,7
3,6
0,9
1,8
5,3------------------

" Média de 10 (dez) determinações
** Média de 5 (cinco) determinações

TABELAlIl
Níveis de chumbo, ferro e estanho contidos na fração inorgãnica obtida pela extração

do resíduo total com clorofórmio e MEC.

A

B

C

D

E

Fração inorgânica obtida após extração do resíduo com:
Clorofórmio* Metiletilcetona *

Chumbo Ferro Estanho Chumbo Ferro Estanho

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

<0,05 5,80 <0,04 <0,05 6,42 <0,04

<0,05 72,12 <0,04 <0,05 72,69 <0,04

<0,05 10,83 <0,04 <0,05 10,39 <0,04

2,14 97,12 0,17 7,53 91,67 0,37

<0,05 9,94 <0,04 <0,05 10,38 <0,04

Amostra

* Média de 5 (cinco) determinações.
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acordo com a Resolução 45/77. O mesmo procedimen-
to foi realizado substituindo-se o solvente simulante
por salmoura cítrica (0,3g de ácido cítrico e 2,Og de
cloreto de sódio em 100 ml de água).

Para a determinação do resíduo foi usada a
metodologia descrita no Livro de Normas do Institu-
to Adolfo Lutz ", estabelecendo-se como tempo de
contato 10 dias a temperatura de 40°C.

As frações orgânica e inorgânica do resíduo foram
determinadas através da técnica descrita abaixo.

Após a determinação do resíduo com solução de
ácido acético efetuou-se a extração da fração orgâni-
ca utilizando-se o clorofórmio como solvente, seguin-
do a técnica:

Em capela, dissolver o resíduo contido na cápsula
com 25 ml de clorofórmio, a quente. Filtrar em papel
Whatman n° 40. Repetir esta operação por duas ve-
zes com novas porções de clorofórmio. Lavar o papel
de filtro com mais 25 ml de clorofórmio. Recolher os
filtrados em cápsula tarada. Evaporar e pesar até peso
constante (fração orgânica).

Queimar o papel de filtro contendo a fração
inorgânica em cápsula a 4000 C até obtenção de cin-
zas brancas. Dissolver em aproximadamente Iml de
ácido clorídrico concentrado e aquecer em chapa elé-
trica para eliminar o excesso. Caso as amostras não
se solubilizem, colocar I ml de ácido nítrico concen-
trado e aquecer. Transferir para balão volumétrico de
25 ml e completar o volume com água 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 espectrofotômetro de absorção atômica Perkin-
Elmer, modo 460, com corretor de deutério e lâmpa-
da EDL de chumbo nas condições instrumentais
indicadas pelo fabricante para o elemento em estudo.

Os teores de estanho e ferro foram determinados uti-
lizando-se um espectrômetro de emissão atômica com
plasma de argônio acoplado indutivamente marca Perkin-
Elmer, modoP40 com comprimentos de onda de 224,605
l1l11 para o estanho e de 238,204 l1l11 para o ferro.

O mesmo procedimento foi seguido substituindo-
se o clorofórmio por metiletilcetona (MEC) e N,N-
dimetilformamida.

RESULTADOS

Os resultados do estudo comparativo das diferentes
técnicas utilizadas se encontram nas tabelas Il e Ill.
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Não foram tabelados os resultados obtidos pela téc-
nica de extração com o solvente N,N-dimetil-
formamida por não apresentarem boa repitibilidade.

Como a simulação dos alimentos ácidos através
da solução de ácido acético tem sido questionada,
neste estudo foi considerada a salmoura cítrica
como sol vente alternativo para a simulação, por ser
o veículo normalmente utilizado em conservas. En-
tretanto, a quantificação dos resíduos encontrados
quando se utilizou a salmoura cítrica apresentou
valores discrepantes, não sendo considerados nes-
te trabalho.

As amostras B e D apresentaram resíduo total aci-
ma do permitido pela legislação brasileira. Entretan-
to, após a extração da fase orgânica com clorofórmio
e com MEC as mesmas apresentaram resultados den-
tro do limite estabelecido.

Os dados encontrados na extração com clorofórmio
apresentaram uma menor variação quando compa-
rados com aqueles obtidos utilizando-se MEC como
solvente.

Considerando que tanto a metodologia analítica
para o controle de embalagens metálicas descritas na
legislação americana" quanto a legislação italiana!':"
adotam o clorofórmio como sol vente de extração da
fração orgânica do resíduo total e considerando, ain-
da, que neste trabalho o solvente que apresentou me-
nor variação dos resultados foi o clorofórmio, o mes-
mo foi sugerido como solvente de extração na proposta
de norma encaminhada à Subcornissão de Embalagens
do MERCOSUL.

Essa Comissão, após um estudo, aprovou a proposta
na forma da Res. GMC 27/933 que passará a vigorar
como legislação brasileira a partir de 1995.

Foram encontrados teores elevados de ferro mi-
grados da maioria das embalagens estudadas, fato
que pode ser atribuído a: maior agressividade do
sol vente simulante ácido acético empregado quan-
do comparado com os alimentos comumente em-
balados; o não fechamento hermético à temperatu-
ra elevada, que não simula corretamente o pro-
cessarnento do alimento, mantendo o oxigênio no
espaço livre, fator de corrosão e conseqüente mi-
gração do ferro.

Os valores de estanho encontrados estão abaixo do
limite permitido para alimentos!".

Apenas a amostra D apresentou nível significativo
de chumbo após prova de cessão, o que se justifica,
pois trata-se da única amostra que utilizava solda con-
vencional. (tabela I)
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A discrepância entre os valores dos níveis de chum-
bo obtidos após extração com clorofórmio e MEC (ta-
bela III) pode estar relacionada com uma não
homogeneidade na aplicação da solda na costura da
lata ou com uma interação metal/sol vente. Possíveis
falhas na aplicação do verniz ou danos mecânicos na
região da solda também podem ser responsáveis pela
variação dos resultados.

Os teores de ferro e estanho migrados apresenta-
ram, entretanto, resultados concordantes nos dois
solventes de extração, pois são metais que se encon-
tram uniformemente distribuídos na embalagem.

O clorofórmio apresentou-se como o solvente mais
adequado para determinação do resíduo orgânico pro-
veniente de embalagens revestidas; entretanto, suge-
re-se estudos posteriores com outros solventes.

Os dados deste trabalho serviram como subsídios
para o estabelecimento de um regulamento técnico
específico para embalagens metálicas revestidas, no
âmbito do MERCOSUL.
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ABSTRACT: The five main kinds 01'metalic packagings made in Brazil and used for acid food
were analysed according to brazilian legislation. Chloroforrn, methyl ethyl ketone and N,N
dimethylformarnide, were tested as alternative solvents to determine the organic residue after cession
tests. 40% of lhe 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 Iead,
iron and tin migrated from these metalics packagings were also determined.

DESCRIPTORS: metallic packagings, acid food, determinations: lead, iron and tin, flame atomic
absorption spectrophotometry, indutively coupled plasma atomic emission spectroscopy.
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RESUMO: Neste trabalho, a metodologia da A.O.A.C. para pesquisa de sujidades leves em pães
brancos e produtos com alto teor de gordura, com modificações, é proposta corno método para análise
microscópica de misturas para o preparo de sopas e de riso tos. Este método mostrou-se eficiente para
a extração das matérias estranhas presentes nas amostras-teste. Foram analisadas, pelo método propos-
to, 50 amostras de misturas para o preparo de sopas e 50 para o preparo de risotos, adquiridas em su-
permercados e com finalidade institucional (amostras destinadas à merenda escolar). Das amostras
analisadas, 92% de misturas para sopas e 88% dos risotos estavam em condições higiênicas insatisfatórias.
As amostras de natureza institucional apresentaram maior número de matérias estranhas.

DESCRITORES: análise microscópica; misturas para o preparo de sopas; misturas para o prepa-
ro de risotos; matérias estranhas; sujidades leves.

INTRODUÇÃO

Com as mudanças que vão ocorrendo no hábito ali-
mentar da população, em função da vida atribulada
das grandes cidades como São Paulo, cada vez mais
são comercializados em supermercados, produtos ali-
mentícios prontos ou semi-prontos que permitem uma
diminuição no tempo necessário para a preparação das
refeições.

A produção de alimentos de preparo instantâneo
começou a crescer nos últimos cinco anos, com o
desenvolvimento de novas fórmulas para sopas,
sopões e misturas de arroz, entre outros'.

As misturas em pó para o preparo de alimentos,
além do menor tempo para o seu preparo, têm uma
vida de prateleira relativamente longa, podendo ser
estocadas sem necessidade de refrigeração. Outra
importante utilização desses produtos é na alimenta-
ção de escolares através do Programa da Merenda
Escolar, pelo qual são distribuídos alimentos adqui-

ridos pelo Governo às escolas públicas estaduais e
municipais.

As misturas para o preparo de sopas e de risotos à
disposição da população em supermercados e as ofe-
recidas na alimentação escolar devem suprir parte
das necessidades nutricionais do indivíduo e estar
em boas condições higiênicas para evitar danos à
saúde.

Tanto as misturas para o preparo de sopas como
risotos são constituídas basicamente de alimentos
vegetais como farinhas, arroz, legumes e macarrão.

Os principais contaminantes encontrados nas fari-
nhas e massas alimentícias, são fragmentos de inse-
tos originários do trigo contaminado por pragas do
campo ou dos armazéns e pela manipulação ou esto-
cagem da farinha em condições higiênicas insa-
tisfatórias.!''

Em trabalho anterior, analisando amostras de arroz,
foram encontrados fragmentos de insetos, ácaros, lar-
vas, insetos, pêlos de roedor e cxcrcmentos-.

* Realizado na Seção de Microscopia Alimentar da Divisão de Bromatologia e Quimíca do IAL.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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A maioria dos insetos que atacam esses tipos de pro-
dutos pertencem às ordens Coleoptera e Lepidoptera
e principalmente aos gêneros Sitophilus, Orvzaephilus,
Tribolium, Riropertha e Ephestia'Ô".

Ao lado dos numerosos insetos que se adaptaram
ao habitat de produtos armazenados, há muitas for-
mas de vida como ácaros, os quais são transportados
por roedores, aves e insetos e que são atraídos para
esses depósitos em busca de alimentos".

Em trabalho anterior, foi desenvolvido um método
de análise microscópica para misturas e pós para o
preparo de sopas, que detectava as matérias estranhas
presentes em cada tipo de ingrediente do produto for-
necendo, desta forma, subsídios às indústrias quanto
ao ingrediente que se apresentava em condições higi-
ênicas insatisfatórias 11.

Como o método proposto anteriormente é bastante
trabalhoso, dificultando sua implantação como roti-
na no laboratório, pretendeu-se com essa pesquisa su-
gerir uma metodologia mais barata e que demandas-
se menos tempo para se chegar a resultados
satisfatórios quanto à extração das matérias estranhas
presentes, além de verificar as condições higiênicas
das misturas para o preparo de sopas e de risotos
comercializados em supermercados da Cidade de São
Paulo e destinadas à merenda escolar (institucionais).

MATERIAIS E MÉTODOS

Amostras teste

Os testes para escolha da metodologia de análise
mais adequada foram realizados com amostras de
misturas para o preparo de sopas e de risotos envia-
dos ao Instituto Adolfo Lutz para análise.

Para testar a eficiência do método quanto à recupe-
ração de matérias estranhas, foram contaminadas arti-
ficialmente no laboratório, 10 amostras de misturas para
o preparo de sopas e 10 amostras para o preparo de
risotos, cada uma com 10 élitros e 10 pêlos de roedor.

Amostragem

Foram analisadas, pelo método proposto, 50 amos-
tras de misturas para o preparo de sopas (25 adquiri-
das em supermercados da Cidade de São Paulo e 25
institucionais que foram enviadas ao Instituto
Adolfo Lutz para análise) e 50 amostras de mistu-
ras para o preparo de risotos (com a mesma distri-
buição das sopas), no período de março a dezem-
bro de 1994.
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MÉTODOS

Sujidades leves

A adaptação de uma metodologia de análise micros-
cópica para misturas para o preparo de sopas e risotos,
baseou-se, inicialmente, em métodos oficiais da
A.O.A.e. para pesquisa de sujidades leves em fari-
nhas, macarrão ou arroz que são os principais ingre-
dientes dos produtos em estudo. Como as sopas e os
risotos semi-elaborados contém grande quantidade de
gordura, optou-se pelo método da A.O.A.C, que tem
como princípio a digestão ácida, para a pesquisa de
sujidades leves em pães brancos e produtos com alto
teor de gordura.

Procedimento (com modificações}':

- Pesar 225 g de amostra em bequer de 2000 ml e adi-
cionar 1000ml de sol. de HCI a 3% e 20ml de Igepal.

- Autoclavar por 30min a 121°e.

- Transferir o material para peneira nº 230, lavan-
do com água quente.

- Retomar o material tamisado para o bequer, adi-
cionar 30ml de HCl concentrado e completar o vo-
lume para 1000ml com água filtrada.

- Ferver com agitação por 6min., adicionar 50ml de
vaselina líquida e agitar sem aquecimento por 3min.

- Transferir o material para frasco armadilha e com-
pletar o volume com água filtrada.

- Deixar 30min, agitando em 10 e 20min e extrair
para bequer.

- Adicionar 30 ml de vaselina líquida, agitar e com-
pletar o volume do frasco com água filtrada, dei-
xar em repouso 20min e extrair no mesmo bequer.

- Filtrar a vácuo em papel de filtro.

- Examinar ao microscópio estereoscópico.

Análise Estatística

Aplicou-se o teste de duas proporções com aproxi-
mação normal", para determinar se haviam diferen-
ças significativas entre os tipos e a origem dos pro-
dutos e os níveis de matérias estranhas apresentados.
Considerou-se alfa = 0,05 e "r" de alfa = 1,96 como
nível de rejeição.
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RESULTADOS

As porcentagens de recuperação e o desvio padrão
das matérias estranhas nas amostras teste estão repre-
sentadas na Tabela 1.

Na Tabela 2 observa-se as freqüências de amostras
em condições higiênicas satisfatórias e insatisfatórias,
das misturas para o preparo de sopas e de risotos de
supermercados e institucionais.

As freqüências de amostras contendo os sete tipos de
matérias estranhas encontradas em misturas para o pre-
paro de sopas e para o preparo de risotos de supermer-
cados e institucionais são apresentadas na Tabela 3.

Na Tabela 4 são apresentados os totais de matérias
estranhas encontradas para cada tipo de produto ana-
lisado, e as médias em relação às amostras em condi-
ções higiênicas insatisfatórias.

DISCUSSÃO

Pela Tabela 1 observa-se que houve uma alta por-
centagem de recuperação nas amostras teste para pê-
los de roedor e élitros de insetos (85% e 92% respec-
tivamente), e com desvio padrão próximo a um, indi-
cando que o método proposto é adequado para análi-
se microscópica dos produtos em estudo.

Verifica-se pela Tabela 2, que 90% das amostras
analisadas estavam em condições higiênicas insa-
tisfatórias, isto é, continham pelo menos um tipo de
matéria estranha e não houve diferença estatisticamen-
te significante (p>0,05) entre as amostras de super-
mercados e as institucionais para um mesmo tipo de
produto.

Na análise da Tabela 3, observam-se variações nas
freqüências de amostras contendo os sete tipos de
matérias estranhas encontradas.

TABELA 1
Distribuição da freqüência relativa e desvio padrão de matéria estranha, segundo a recuperação

e tipo de mistura. São Paulo, 1994.

Recuperação

Tipo Élitros

FR DP

0,95

0,97

Misturas para sopa

Misturas para risoto

92

93

1,03

0,82

FR = freqüência relativa (% )

DP = desvio padrão

Pêlos de roedor

FR DP

87

85

TABELA 2
Distribuição do número e porcentagem de amostras analisadas, segundo condições higiênicas,

tipo e procedência. São Paulo, 1994.

Condições higiênicas

Tipo e Satisfatórias Insatisfatórias Total

procedência FA FR FA FR FA FR

Sopa supermercado 2 8,0 23 92,0 25 100,0

Sopa institucional 2 8,0 23 92,0 25 100,0

Risoto supermercado 5 20,0 20 80,0 25 100,0

Risoto institucional 1 4,0 24 96,0 25 100,0

TOTAL 10 10,0 90 90,0 100 100,0

FA = freqüência absoluta

FR = freqüência relativa (%)

75



CORREIA, M. & ATUI,M. B - Metodologia de análise microscópica para a avaliação das condições higiênicas em misturas
para o preparo de sopas e de risotos. Rev. Inst. Adolfo Lutz. 55(2):73-77,1995.

As amostras de sopas apresentaram principalmen-
te fragmentos de insetos (de 1 a 86) em 92% das
amostras analisadas, enquanto que os risotos conti-
nham além de fragmentos, larvas de insetos (média,
entre risotos de supermercado e institucional, de
80,0% e 44,0%, respectivamente).

Apesar de não haver diferenças estansticamente
significantes entre as amostras de sopas e de risotos
em condições higiênicas insatisfatórias (Tabela 2),
pode-se observar, pela Tabela 4, uma grande variação
no número de matérias estranhas totais encontradas
entre as amostras de misturas para sopa e para risoto
e também entre as amostras de misturas para sopas
de supermercado e institucionais.

CONCLUSÕES

- O método da A.O.A.C. de pesquisa de sujidades
leves em pães brancos e produtos com alto teor de
gordura, adaptado para análise de misturas para o
preparo de sopas e de risotos, mostrou-se eficiente
para a extração das matérias estranhas presentes.

- Na análise das misturas para o preparo de sopas e
de risotos encontrou-se uma alta porcentagem de
amostras em condições higiênicas insatisfatórias, prin-
cipalmente pela presença de fragmentos de insetos.

TABELA 3
Distribuição do número e porcentagem de amostras de misturas, segundo procedência

e tipos de matérias estranhas. São Paulo, 1994.

Supermercado

Matéria estranha Sopas Risotos

tipo intervalo FRFA

Fragmentos de insetos
Larvas de insetos
Ácaros mortos
Insetos mortos
Pêlos de roedor
Pêlo não identificado
Areia

23

O
O

92,0

0,0

0,0

4,0

4,0

4,0

0,0

1-86

1-7

1~-3

1~-2

1

o

Institucional Supermercado Institucional

FA FR FA FR FA FR

23 92,0 19 76,0 21 84,0

3 12,0 10 40,0 12 48,0

1 4,0 O 0,0 3 12,0

O 0,0 O 0,0 2 8,0

O 0,0 O 0,0 2 8.0

O 0,0 4,0 4,0

O 0,0 4,0 O 0,0

FA = freqüência absoluta
FR = freqüência realtiva(%)

TABELA 4
Total de matérias estranhas presentes nas amostras, segundo tipo e procedência. São Paulo, 1994.

Amostras Número de amostras Total matérias estranhas Matérias estranhas/amostra

Sopa supermercado 23 342 14,9

Sopa institucional 23 630 27,4

Risoto supermercado 20 187 9,3

Risoto institucional 24 238 9,9
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ofhygienic conditions of soup mixes and risotto mixes. Rev. InstAdolfo Lutr, 55(2):73-
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ABSTRACT:Fifty soup samplesand fiftyrisotto samples, some bought in supermarketsand others
acquired frorn lhe School Lunch Meal Program of São Paulo State, were analysed for the purpose of
verification of lhe sanitation. For this study we suggest lhe use of lhe. A.O.A.C. rnethod for high fat
products in analyzing soups and risottos, as it is efficient for recuperation of insect fragments and rodenl
hairs in test sarnples. It was found that 92% of the soup samples and 88% of risotto samples were in
unsatisfactory sanitaryconditionsdue to filth. It wasconcludedthal lhemethod utilized gavegood results.
and lhe School Lunch Meal Program sarnples were found 10 be more contarninated than the others.

DESCRIPTORS: soups, risottos, filth in, rnicroscopical analysis.
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INCIDÊNCIA DE AFLATOXINAS EM MILHO (ZEA MAYS L.) COM DIFERENTES
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EM ATMOSFERA COM E SEM AERAÇÃO
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PRADO, Guilherme e col. - Incidência de aflatoxinas em milho (Zea mays L.) com dife-
rentes níveis de umidade, após tratamento com fungicida, armazenado em atmosfe-
ra com e sem aeração. Rev Inst. Adolfo Lutz, 55(2):79-84, 1995.
RESUMO: Foi verificada a produção de aflatoxinas em amostras de milho, cultivar BR 201, plan-

tada em 1994, no Centro Nacional de Milho e Sorgo (EMBRAPA), em Sete Lagoas, Minas Gerais. As
amostras, coletadas em duplicata, apresentando diferentes níveis de umidade, foram tratadas com so-
lução aquosa e oleosa de Iprodiona (20ppm), seguido de um armazenamento em tambores metálicos,
com e sem aeração, proporcionando uma temperatura de 18-20°C e 35-40°C, respectivamente. Os re-
sultados encontrados mostraram uma redução dos níveis de aflatoxinas nas amostras tratadas com
Iprodiona e armazenadas em atmosfera aerada. Quando o acondicionamento foi realizado em atmos-
fera sem aeração (temperatura 35-40 0C), o decréscimo dos teores de aflatoxinas não foi significativo,
principalmente nos níveis de umidade mais elevados, indicando que temperatura e umidade são fato-
res importantes na biossíntese de aflatoxinas.

DESCRITORES: Milho, aflatoxinas, iprodiona, controle.

INTRODUÇÃO

As aflatoxinas são metabólitos secundários produ-
zidos por fungos do gênero Aspergillus que contami-
nam as culturas no campo, os grãos durante o
armazenamento e também os produtos alimentícios
destinados ao consumo humano. Devido aos efeitos
carcinogênicos, mutagênicos e teratogênicos, as afla-
toxinas representam um risco à saúde pública, haven-
do pois a necessidade de desenvolver medidas de con-
trole durante o processo de produção de alimentos:
cultivo, colheita, armazenamento e transporte".

Vários são os fatores que influenciam o desenvol-
vimento de fungos e a produção de aflatoxinas em
alimentos, sendo a temperatura e a umidade (ativida-
de de água e teor de umidade) dois parâmetros des-
critos como fundamentais neste processo da bios-

síntese. DIENER & DAVIS2, SCHINDLER et alii"
verificaram que a temperatura mínima de produção
de aflatoxina é 12°C e a máxima de 42°C, sendo a
ótima entre 24 e 30°C. Com relação à umidade relati-
va observou-se que o limite mínimo é de 85%, ou seja,
o substrato deve apresentar atividade de água de no
mínimo 0,85 para que o fungo possa produzir a toxi-
na. Em milho, foi verificado que a atividade de água
que mais favorece a produção de aflatoxina por
Aspergillus parasiticus é de 0,904. PRADO et alii?
verificaram a influência da atividade de água no cres-
cimento de fungos e mesófilos e na produção de
aflatoxinas durante o armazenamento de amendoim,
variedade Tatu Vermelho. Após o armazenamento do
amendoim, a temperatura ambiente, em câmaras equi-
libradas em atividade de água 0,75,0,83,0,86,0,93 e
0,97, os autores verificaram que a produção máxima
de aflatoxina ocorreu em atividade de água de 0,93 e

1. Divisão de Bromatologia e Toxicologia Fundação Ezequiel Dias Belo Horizonte/M.G.
2. EMBRAPAlCentro Nacional de Milho e Sorgo Cx. Postal 151, Sete Lagoas/M.G.
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que a 0,86 não houve síntese por um período de 120
dias.

o milho é um importante cereal para a nutrição
humana, sendo o Estado de Minas Gerais um dos
maiores produtores do Brasil. Com uma área plantada
de 14 milhões de hectares e uma produção de 30 mi-
lhões de toneladas, o Brasil é o maior produtor de mi-
lho da América do Sul, sendo o responsável por apro-
ximadamente 75% do total produzido no subcontinente
em 19935• Trabalhos desenvolvidos nos últimos anos
9.10.12 c I", relatam ser o milho um bom substrato para o
desenvolvimento de fungos e produção de aflatoxinas,
Esse fato, juntamente com as condições ambientais
favoráveis (temperatura e umidade) encontradas em
países tropicais, como o Brasil, mostram a necessida-
de de um monitoramento constante e desenvolvimen-
to de novas técnicas de cultivo, pós-colheita, arma-
zenamento e transporte, capazes de impedir a ocorrên-
cia de fungos e a biossíntese de aflatoxinas.

o fungicida Iprodiona é utilizado na proteção de grãos
e frutas, antes e pós-colheita, tendo uma ação efetiva
contra espécies de Alternaria, Botrytis, Didymella,
Rhirochtonia e Sclerotinia'" . O único trabalho descri-
to na literatura que relaciona o efeito de Iprodiona e
a produção de aflatoxina foi desenvolvido por ARINO
& BULLERMAN1• Foi observado que esporos de
Aspergillus parasiticus NRRL 2999, quando inoculado
em caldo de extrato de levedura e sacarose, contendo
Iprodiona (O a 20 uglrnl) e incubado a 2SOC por 4 a 21
dias, apresentaram menor crescimento vegetativo, sen-
do que não houve produção de aflatoxinas em níveis de
Iprodiona de 20 ug/g.

O objetivo desse trabalho foi verificar a eficácia da
Iprodiona em inibir a produção de aflatoxinas por
fungos, em grãos de milho com alta umidade, em
condições de clima tropical.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram cultivados, em 1994, sob irrigação, dois
hectares de milho da cultivar BR 201, no Centro Na-
cional de Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagoas em
Minas Gerais. A colheita foi realizada no período de
28/03/94 a 06/05/94, à medida que os grãos atingiam
as umidades desejadas.

O tratamento foi efetuado imediatamente após a
colheita, utilizando-se solução de Iprodiona (2Oppm), em
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veículo aquoso e oleoso. Paralelamente, uma amostragem
foi obtida sem a aplicação do princípio ativo.

Posteriormente, as amostras foram acondicionadas
em 72 tambores metálicos de 200 litros de capacida-
de. Trinta e seis (36) foram adaptados com fundo fal-
so perfurado e dutos de aeração, promovida por dois
ventiladores. Todos os tambores foram dotados de
pontos de retirada de amostras e pontos para deter-
minação da temperatura da massa de grãos.

O período de armazenamento foi estabelecido em
função do exame visual de fungos nos grãos de milho.
As amostras de milho com maiores teores de umidade
(25,8% e 22,9%), ficaram 14 e 16 dias armazenadas,
respectivamente, em atmosfera aerada e não aerada. As
amostras com menores níveis de umidade (18,8%,
17,7%,16,1% e 11,7%) ficaram 28 dias armazenadas,
também em atmosfera aerada e não aerada.

Após o período de armazenamento, amostras em
duplicata, foram retiradas (5kg), moídas (granulo-
metria de 20 mesh), e acondicionadas à baixa tempe-
ratura até o momento da análise.

As aflatoxinas foram extraídas e quantificadas pe-
la técnica descrita por SOARES & RODRIGUEZ-
AMAYA'\ sendo a confirmação efetuada pelo méto-
do de PRZYBYLSKJ.8

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados são apresentados nas Tabelas 1 e 2.
Observa-se que nas amostras controle (sem fungicida),
que foram armazenadas sob aeração (temperatura 18-
20 °C), os níveis de aflatoxinas foram superiores aos
encontrados nas amostras tratadas com fungicida e ar-
mazenadas em aeração, indicando um efeito protetor
do tratamento efetuado. No caso de acondicionamento
das amostras sem aeração (temperatura 35-40 "C), ve-
rificou-se que algumas amostras que sofreram trata-
mento com fungicida em veículo aquoso, apresentaram
níveis de aflatoxinas superiores ao do grupo controle,
indicando que a temperatura e/ou a água são fatores
paralelos que influenciam a produção de aflatoxinas.
A heterogenicidade das amostras, bem como a distri-
buição das aí1atoxinas nos alimentos, pode explicar os
resultados encontrados. Os experimentos com
Iprodiona em veículo oleoso reduziram os níveis de
aflatoxinas em milho de uma maneira mais significa-
tiva do que quando foi utilizado a água como diluente.
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TABELA 1
Níveis de aflcuoxinas em milho em grão, com diferentes níveis de umidade, e armazenado em

atmosfera aerada (Temperatura: 18-20°C)

Amostra Iprodiona Umidade a 105°C Aflatoxina Total
(20 ppm) (%) (ug/kg}'

25,8
Água
Água
Óleo
Óleo

Controle
Controle

274
181
492
90
863
501

22,9

Água

Água

Óleo

Óleo

Controle

Controle

500

485

420

568

1156

1201

18,8

Água

Água

Óleo

Óleo

Controle

Controle

35

56

30

25

64

54

17,7

Água

Água

Óleo

Óleo

Controle

Controle

ND

ND

ND

ND

ND

ND

16,1

Água

Água

Óleo

Óleo

Controle

Controle

ND

ND

ND

ND

ND

ND

11,7

Água

Água

Óleo

Óleo

Controle

Controle

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1 Média de duplicata
ND: Não detectado

PI a P6 : 14 dias de armazenamento
P7 a P12: 16 dias de armazenamento
PI3 a PJ6: 28 dias de armazenamento
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TABELA 2
Níveis de aflatoxina em milho em grão, com diferentes níveis de umidade, e armazenado em

atmosfera não aerada (Temperatura: 35-40°C)

Amostra Iprodiona Umidade a 105°C Aflatoxina Total
(20 ppm) (%) (ug/kg)!

25,8

P37 Água 2909

P38 Água 2976

P39 Óleo 1421

P40 Óleo 1587

P4l Controle 2876

P42 Controle 2726

22,9

P43 Água 2623

P44 Água 2292

P45 Óleo 928

P46 Óleo 1008

P47 Controle 2766

P48 Controle 2945

18,8

P49 Água 1002

P50 Água 1197

P5l Óleo 366

P52 Óleo 784

P53 Controle 1258

P54 Controle 1072

17,7

P55 Água 818

P56 Água 415

P57 Óleo 179

P58 Óleo 237

P59 Controle 866

P60 Controle 867
16,1

P6l Água 75

P62 Água 127

P63 Óleo 29

P64 Óleo 19

P65 Controle 47

P66 Controle 40

11,7

P67 Água ND

P68 Água ND

P69 Óleo ND

P70 Óleo ND

P71 Controle ND

P72 Controle ND

1 Média de duplicata P37 a P42: 14 dias de armazenamento

ND: Não detectado P43 a P48: 16 dias de armazenamento

P49 a P72: 28 dias de arrnazenamento
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Foi observado que mesmo com teores de umidade
relativamente elevados (16, I% e 17,7%), somente o
acondicionamento com aeração é suficiente para ini-
bir a produção de aflatoxinas. Entretanto, para evitar
a formação de aflatoxinas em amostras acondiciona-
das em ambiente sem aeração, há necessidade de um
menor nível de umidade das amostras (11,7%). Ob-
servou-se também, em análises complementares, que
nesse nível de umidade, em atmosfera aerada, não
houve formação de aflatoxinas após 60 e 120 dias de
armazenamento.

As amostras que sofreram o processo de aeração (tem-
peratura 18-20 "C), apresentaram em todas as umidades
testadas e nas mesmas condições, níveis de aflatoxinas
inferiores às amostras não aeradas (35-40°C), indican-
do ser a temperatura um fator importante para a
biossíntese de aflatoxinas pelo Aspergillus flavus e!
ou Aspergillus parasiticus. Observou-se também, nos
dois tratamentos, que os níveis de aflatoxinas foram
superiores nas amostras com teores de umidade mais
elevados, sugerindo que a água influencia o processo
de formação de aflatoxinas.

Foi verificado que nas amostras de milho aeradas
e com teor de umidade 22, 9%, os níveis de
aflatoxinas foram superiores aos encontrados nas
amostras aeradas e com umidade de 25,8%. Uma
possível explicação pode ser o tempo de armazena-

mento dessas amostras (14 dias), inferior em rela-
ção às amostras com umidade de 22,9%, que fica-
ram armazenadas durante 16 dias. Resultados seme-
lhantes não foram encontrados no experimento sem
aeração. Talvez o efeito temperatura tenha uma in-
fluência maior na produção de aflatoxinas que o tem-
po de armazenamento.

CONCLUSÃO

De uma maneira geral, a aplicação da Iprodiona,
tanto na forma aquosa quanto oleosa, provocou um
decréscimo nos níveis de aflatoxinas nas amostras de
milho, armazenadas em ambiente aerado e não aerado.
Entretanto, não houve inibição da biossíntese de
aflatoxinas. Nos próximos ensaios, alterações nas con-
dições experimentais deverão ser efetuadas (concen-
tração do princípio ativo na formulação, temperatura
de armazenamento) com o objetivo de tentar reduzir
a contaminação de milho com aflatoxina.
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PRADO, Guilherme et alii Incidence of aflatoxins in com (Zea mays L.) with different
levels of moisture, after treatment with fungicide, at atmosphere with and without
ventilation, Rev. Inst. Adolfo Lutz, 55(2):79-84, 1995.

ABSTRACT: It was verified the production of aflatoxins in coro samples, cultivarBR 201, grown
in 1994,atCentroNacional deMilhoe Sorgo, in SeteLagoas,MinasGerais.Duplicate samples, showing
different levels of moisture, were treated with Iprodione aqueous and oily solution (20 ppm), and were
srored in metal containers, with and without ventilation, at temperatures ranging from 18 to 20°C and
from 35 to 40°C, respectively.The found results showed a reduction of the aflatoxins levels in samples
treated with Iprodione and stored at a ventilated atmosphere. When the samples were stored without
ventilation (temperaturehetween 35 and40°C), the decrease of the aflatoxins levelswas not significam,
mainly when the moisture valnes were high, showing that temperature and moisture were important
factors in aflatoxins biosynthesis.

DESCRIPTORS: coro, aflatoxins, iprodione, control.
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BRIGIDO, B.M.; BADOLATO, M.Le. & FREITAS, v.P.S. - Contaminação de amendo-
im e seus produtos comercializados na região de Campinas-SP, por aflatoxinas du-
rante o ano de 1994. Rev. Inst. Adolfo Lut: 55(2):85-90, 1995.

RESUMO: Foram analisadas 66 amostras de diferentes procedências, sendo 36 de amendoim e
30 de produtos de amendoim da região de Campinas, Estado de São Paulo, no ano de 1994, para
determinação de aflatoxinas B l' B2' G), G, por cromatografia em camada delgada. Em 51% das
amostras não foram detectadas estas aflatoxinas; 2% destas apresentaram teores de aflatoxinas B)+G)
menor ou igual a 30 ug/Kg e 47% continham teores acima do limite tolerado pela legislação brasi-
leira (30 ug/Kg); numa faixa de contaminação de 28 a 997 flg/Kg para aflatoxina B 1 e 14 a 149 ug/Kg
para aflatoxina G).

DESCRITORES: aflatoxinas, amendoim, produtos de amendoim, determinação de aflatoxinas.

, INTRODUÇÃO

Aflatoxinas são produtos secundários de metabo-
lismo de cepas de Aspergillus flavus e de Aspergillus
parasiticus que freqüentemente afetam sementes ole-
aginosas durante a colheita, arrnazenamento e indus-
trialização, contaminando os alimentos-é". Fatores
como integridade física do cereal, temperatura am-
biental superior a 20ºC e umidade relativa do ar entre
80 e 90%, influenciam a produção de aflatoxinas,
sendo quc estes últimos são característicos de clima
tropical, como o Brasi]lI.14.16,22,27.

As aflatoxinas são derivados da difurano cumarina.
Quatro tipos de aflatoxinas são mais comumente iso-
lados: BI' B2' G1, G2 18.22.29.Aflatoxina Bj' (AFBj) é
carcinogênica, teratogênica e mutagênicavê-" e por
causa destas propriedades é considerada de grande
importância em saúde pública e animal.

A legislação brasileira fixou uma tolerância de 30
ug/Kg para as aflatoxinas calculadas pela soma dos
conteúdos das aflatoxinas BI e Gj 3 e em estudos rea-

lizados tem sido constatado um grande número de
amostras com presença de altos níveis de contamina-
ção por aflatoxinas em alimentos destinados ao con-
sumo humano 2,4,5,9,10,12,13,17,18,19,20,24,25,

Atentos a todas essas considerações, temos como
objetivo avaliar a contaminação por aflatoxinas em
amostras de amendoim e seus produtos comercializados
na região de Campinas até 1997. Avaliação esta que está
no programa de parceria com o Centro de Vigilância
Sanitária da Secretaria de Estado da Saúde4,5,13.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas amostras de diferentes procedên-
cias, sendo 36 de amendoim e 30 de produtos de amen-
doim, dando um total de 66 amostras, para determi-
nar aflatoxinas BI' B" G1, G2.

As amostras foram colhidas pelas equipes de Vigi-
lância Sanitária de ERSAS e prefeituras da região de
Campinas, durante o ano de 1994.

* Realizado na Seção de Bromatologia e Química do Instituto Adolfo Lutz - Laboratório I de Campinas.
** Do Instituto Adolfo Lutz - Laboratório I de Campinas.

85



BRIGIDO, B.M.; BADOLATO, M.Le. & FREITAS, v.P.S. - Contaminação de amendoim e seus produtos comercializados na
região de Campinas-SP, por aflatoxinas durante o ano de 1994. Rev. Inst, Adolfo Lut; 55(2):85-90, 1995.

Amostras pesando aproximadamente 1Kg foram
trituradas, homogeneizadas e retirada uma sub-amos-
tra de 50g para análise.

RESULTADOS

Foi utilizado o Método de Soares & Rodriguez-
Amaya" que consiste de extração, partição líquido-lí-
quido, detecção e quantificação. A separação foi feita por
Cromatografia em Camada Delgada e a quantificação por
comparação visual com o padrão sob luz ultravioleta.

A tabela abaixo demonstra os níveis de afIatoxinas
(B, e Gil em amendoim e seus produtos na região de
Campinas no ano de 1994.

O gráfico 1 representa a distribuição das aflatoxinas
Bj' B2' Gj e G2 em amendoim e seus produtos no
mesmo período.

As concentrações e a pureza do padrão das afla-
toxinas B] e G] foram determinadas conforme a téc-
nica descrita pela Association of Official Analytical
Chemists (A.O.A.C)23.

Já o gráfico 2, mostra a variação em concentração
dos níveis de aflatoxinas (B]+G) relacionada com o
número de amostras de amendoim e de produtos de
amendoim.

A confirmação da identidade das aflatoxinas foi
feita utilizando derivação química específica e obser-
vação da alteração nas propriedades cromatográficas.

TABELA 1
Níveis de aflatoxinas (81 + G1) em amendoim e seus produtos na região de Campinas no ano de 1994.

Nível
de variação

Tipos N° N° N° N° Média da 90°
de de de de de cone. das percentil

amostras amostras amostras amostras amostras amostras jlglKg
positivas
jlgIKg

N.D. • <30 jlgJKg.. > 30 ug/Kg cone, cone.
•• BI Gl

ug/Kg jlgIKg

n° % n° % n" % mino máx. mino máx.
Amendoim 36 16 44 20 56 159 389 28 997 14 149

Produtos de
30 18 60 3 11 37 101 299 30 622 14 149amendoim

TOTAL 66 34 51 2 3] 47 133 389

* N.D. - não determinado (limite de detecção: 2,5 ug/Kg )

** 30 jlg!Kg - limite máximo tolerado na legislação brasileira (B 1+G 1)
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GRÁFICO 1

Distribuição qualitativa das aflatoxinas BI' B2' GI' G2 em amostras de amendoim e seus produtos
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GRÁFICO 2
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Variação dos níveis de at1atoxinas B, + G" ug/Kg em amostras de amendoim e de produtos de amendoim
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Pelos resultados apresentados na tabela verifica-
se que grande porcentagem de amostras de amendo-
im (56%) e seus produtos (37%) comercializados con-
tinuam apresentando contaminação por aflatoxinas,
com teores acima do limite tolerado, estipulado pela
legislação brasileira}, Freitas e Badolato", em 1988,
analisaram 316 amostras de paçoca de amendoim
consumidas na cidade de Campinas e encontraram
51,58% com teores acima de 20f.Lg/Kg, Prado et alii!',
no período de 1983 a 1988, analisaram 400 amos-
tras de amendoim cru consumi das em Belo Horizon-
te, encontrando 61,5% de amostras positivas conta-
minadas numa faixa de 4 a 1032 ug/Kg de aflatoxina
Bl, Fonseca et alii 4 durante os anos de 1988 e 1989,
analisaram 625 amostras de amendoim descascado
procedentes de diferentes regiões do Estado de São
Paulo e observaram que 52% das amostras de 1988
e 32% de 1989 estavam contaminadas,

Analisando os nossos resultados podemos observar
que os teores de AFBl variaram de 28 a 997 ug/Kg e
de AFGl de 14 a 149f.Lg/Kg, com 90° de 389 ug/Kg
para amendoim e 299 ug/Kg' para produtos de amen-
doim, Tais resultados são expressivos, pois esses va-
lores estão em discordância com a legislação brasi-
leira em vigor,

Pelo gráfico I nota-se claramente quantidade sig-
nificativa de amostras também contaminadas pelas

aflatoxinas B2 e G2, indicando necessidade de estabele-
cimento de limites de tolerância para estas aflatoxinas,
sendo inclusive uma preocupação discutida no Mercosul,
resultando a inclusão das aflatoxinas B2 e G2 no regula-
mento que estabelece os limites máximos para
aflatoxinas nesse tratado".

É importante que exista um contínuo e sistemático
monitoramento de aflatoxinas em alimentos, envol-
vendo evidentemente as precauções necessárias com
o processo amostral, já que as aflatoxinas de um lote
de amendoim podem estar concentradas em até 0,5%
dos grãos e que alguns grãos podem estar contamina-
dos com teores de até um milhão de ppb (f.lg/Kg?4,29,
Só assim, as autoridades governamentais terão subsí-
dio para adequar a legislação e concentrar esforços na
prevenção e controle dos produtos susceptíveis a esse
tipo de contaminação,
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BRIGIDO,B,M,;BADOLATO, MJ,c' &FREITAS, VPS, - Surveyofaflatoxinsinpeanuts
and its products commercialized in city of Campinas, SP, during the year of 1994,
Rev. Inst. Adolfo Lutr, 55(2):85-90, 1995,
ABSTRACT: Peanuts (36 samples) and its products (30 samples) commerciaIízed in the area of

Campinas, State of São Paulo, were analysed for aflatoxins B" B" Gl' G2, utilizing a thin layer
chromatographic method, Aflatoxins were not detected in 51 % of the samples. Levels below or equal
to the brazilian regulation (30llg/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 to 997 ug/Kg' for aflatoxin B I and
14 a 149 ug/Kg for aflatoxin G I were found,

DESCRIPTORS: aflaroxins, peanuts, peanuts goods, aflatoxin deterrnination.
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