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Resumo

A doenca celiaca (DC) & reconhe-
cida como doenga autoimune, cau-
sada pela intolerdncia permanente
as proteinas contidas no gliten e
gue se expressa por linfocitos T, em
individuos  geneticamente  predis-
postos. Caracteriza-se por atrofia
total ou subtotal das vilosidades do
intestino delgado proximal, causando
a ma absorgio da grande maioria
dos nutrientes. O tratamento da DC
consiste na dieta isenta de gliten de
forma permanente.

A proposta deste trabalho foi obter

um método de triagem por micros-
copia na pesguisa de amidos em
amostras de alimentos industrializa-
dos descritos em seus rétulos como
néo contém gliten e contém gliten
para diminuir o processamento de
um grande nimero de amostras na
analise quantitativa.

Estas amostras foram previamen-
te avaliadas, quanto a presenca de
gliten, pelo método imunoenzima-
tico (ELISA) e pelo método da rea-
40 em cadeia da polimerase (PCR)
e posteriormente avaliadas quanto
a presenca de amido pelo método

microscopio ofico. Os resultados de
cada método das amostras foram
correlacionados com o objetivo de
avaliar a reprodutibilidade do método
de microscopia.

A microscopia apresentou  boa
concordéncia com os métodos ELISA
e PCR na deteccio de trigo, confir-
mando sua relevancia para este pro-
pésito. E um método confidvel e sen-
sivel podendo ser empregado como
método de triagem.

Palavras-chave: Microscopia,
amido, método de triagem, gliten.



Abstract

TCeliac disease (CD) is recognized
as aufoimmune disease, caused by
permanent infolerance fo proteins
contained in gluten and which is ex-
pressed by T lymphocytes in geneti-
cally predisposed individuals. It cha-
racterized by total or subtotal vilious
atrophy of the proximal small infesti-
ne, leading to poor absomption of most
nutrients. Treatment of DC consists in
the gluten-free diet permanently.

The purpose of this sfudy was fo
obtain a method of screening for
microscopy research on starches in
industrial food samples as described
on their labels do not contain gluten
and gluten-free to decrease the pro-
cessing of a large number of samples
for quantitative analysis.

These samples were previously
evaluated for the presence of giuten
by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) and the polymerase
chain reaction method (PCR) and
subsequently evaluated for the pre-
sence of starch by optical microscopy
method. The results of each method
were correlated with the samples fo
evaluate the reproducibility of the mi-
croscopy method,

Microscopy showed good agree-
ment with the ELISA and PCR me-
thods in wheat detection, confirming
its relevance for this purpose. It is a
reliable and sensitive method can be
used as a screening method,

Keywords: Microscopy; Starch;
Screening Method: Gluten

Introducao

A doenca celfaca (DC) & reconhe-
cida como uma doenca autoimune,
causada pela intolerdncia perma-
nente a&s proteinas contidas no
gliten presente em alguns cereais,
como o trigo, 0 centeio, a cevada e
@ aveia e gue se expressa por ente-
ropatia mediada por linfécitos T, em
individuos geneticamente predis-
postos. Caracteriza-se por atrofia
total ou subtotal das vilosidades do

intestino delgado proximal, levando
consequentemente, & ma absorcao
da grande maioria dos nutrientesi
(PENNA,1991).

O tratamento da DC consiste
na dieta isenta de gliten de for-
ma permanente2,3,4 (POLAN-
C0,1996; SDEPANIAN, 2001; RO-
ESSLER, 2001).

0 paciente cellaco deve estar
atento também & composicéo dos
medicamentos pescritos para ele3
(SDEPANIAN, 2001).

Estudos realizados, principal-
mente na Europa e nos Estados
Unidos, indicam gque a DC ocorre
em torno de 0,5% a 1% da po-
pulagio geral5,6 (DUBE, 2005;
FASANQ, 2003).

No Brasil, a prevaléncia de doen-
ca cellaca ¢ estimada em 0,14%
(1:687) na regido centro-oeste
e 0,1% (1:1.000) na regido sul
7.8(GANDOLR,2000; NISIHARA RM,
KOTZE LM, MOCELIN V et al, 2005).

0 gliten corresponde & fracdo
proteica dos graos do trigo, centeio,
cevada e aveia Q(WIESER,2007) e,
consequentements, em todos os
alimentos derivados e fabricados
com estes cereais. As prolaminas
5d0 responsaveis pela toxicidade
do gliten para pacientes cellacos
10(VADER,STEPNIAK, BUNNIK, et
al., 2003). A prolamina de trigo é a
gliadina, a de centeio & a secalina,
a de cevada é a hordelna e a de
aveia é avenina9 (WIESER,2007),
embora haja discusséo que a aveia
devido ao seu baixo contéudo de
prolaminas pode ser considera-
da como ndo contém gliten, mas
0 CODEX Alimentarius considera
o cereal como contém gliten e a
RDC n° 26, de 02 de julho de 2015
que dispde sobre alimentos gque
causam alergias alimentares além
de trigo, centeio, cevada inclui
aveia e suas estirpes hibridizadas
como alergénicosi1,12.

O grdo de trigo tem sua estru-
tura dividida em trés partes, como

em outros cereais: pericarpo, 0
endosperma e 0 (erme, & possui
diversos nutrientes como amido,
fibras & proteinas. O endosperma
& onde estd concentrada a maior
parte das proteinas do cereal,
também o amido, que & a porcao
utilizada para a fabricacdo de fari-
nha13,14,15

(POMERANZ, 1987; CORNELL,
2003; TOS! et al, 2011). O endos-
perma é uma camada formado por
um tecido de células poligonais, ir-
regulares, contendo graos de ami-
do e gliten16 (BEUX, 1997).

0 gliten se encontra combina-
do com o amido em alguns dos
cersais que o contém. O gliten
seco contém em torno de 75-80%
de protefna, 10-15% de amido &
aproximadamente 5% de gordu-
ral7 (FLINT, 1996).

0 amido faz parte da composigao
de diversos alimentos como arroz,
milho, fécula de mandioca, fécula
de batata, fécula de batata-doce.
Inclusive os que contém gliten
como trigo, aveia, centeio & ceva-
da18 (GUTIERREZ et al, 2004).

0 amido é fonte de carboidratos,
obtido de diversas fontes vegetais e
representa 70 a 80% da composi-
céo dos granulos de cereais e esta
presente nas rafzes e nos tubércu-
los, e também de frutas e legumes,
no entanto, a extracdo comercial
de amido se restringe aos cereais,
ralzes e tubérculos. O amido & um
polissacarideo formado por dois
tipos de polimeros de glicose: a
amilose g a amilopectina, com es-
truturas funcionais diferentes19,20
(FRENCH, 1973; GUILBOT, MER-
CIER, 1985).

No interior dos aminoplastos,
onde sdo produzidos os amidos, a
amilose & amilopectina séo sinte-
tizados dando lugar a formagéo de
granulos de amido que apresentam
um certo grau de organizacéo mo-
lecular, 0 que confere aos mesmos
um cardter parcialmente cristalino,
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ou semicristalino21 (YOUNG, 1984).
As camadas cristalinas e semi-cris-
talinas se superpdem ao redor de
um ponto gue é denominado “hilo
ou hilum” 22(KOSSMAMN, LLOYD,
2000), considerado o ponto ori-
ginal de crescimento do grénulo,
onde se inicia o processo de de-
posicdo de amido no aminoplas-
023 (DERNARDIN, SILVA, 2009),
podendo ndo ser vista em alguns
granulos de amido. Pelo cardc-
ter cristalino ou semicristalino, os
granulos de amido apresentam a
birrefringéncia quando observa-
dos em microscépio dptico sob luz
polarizada24 (SOUZA, ANDRADE,
2000). Além das diferencas na
estrutura granular, tém-se as di-
ferencas nas propriedades fisico-
-quimicas e na qualidade dos pro-
dutos finais25(VAN HUNG; MAEDA;
MORITA, 2006).

Os amidos apresentam-se como
pos finos de coloracdo esbran-
quicada. E encontrado na maioria
dos alimentos sendo responsavel
pelas propriedades tecnoldgicas
gue caracterizam grande par-
te dos produtos processados26
(GALLANT,1992).

Para uma diagnose do amido e
féculas em exame microscopico
ttico, devem-se observar a for-
ma, o tamanho, o hilo, as estrias
presentes ou ndo, 0s agrupa-
mentos €& as cruzes polarizagao.
As camadas aliadas ao tamanho
e a forma dos granulos, podem
servir de meio de identificagdo
microscopica da origem botanica

do amido16 (BEUX, 1997).

O amido possui ampla utilizagéo
em diversos setores, sendo uma
de suas principais areas de apli-
cagéo a indastria alimenticia como
ingrediente em alimentos proces-
sados25 (VAN HUNG; MAEDA; MO-
RITA, 2006).

Um dos objetivos na andlise mi-
croscépica de um produto alimen-
ticio & a identificagdo dos elemen-
tos histologicos caracteristico do
produto27(RODRIGUES, et al,1999) .
A andlise histologica visa garantir ao
consumidor adquirir produtos que
contenham os ingredientes declara-
dos no rétulo, permitindo constatar a
autenticidade do produto.

Na andlise de alimentos, a mi-
croscopia constitui um  método
rapido, eficiente nas identificaces
desejadas, fornecendo laudo diag-
nostico conclusivo em andlises
bromatoldgicas e excelente fer-
ramenta para auxiliar na analise
laboratorial  proporcionando  uma
informacéo gue complementa a
fornecida pelas andlises fisicos e
quimical? (FLINT, 1996).

A microscopia é uma andlise de
baixo custo frente as técnicas imu-
noenzimaticas e moleculares, con-
tribuindo para a vigildncia sanitdria
no programa de monitoramento de
produtos que declarados em seu ré-
tulo “contém ou ndo contém gliten”
e sendo uma técnica mais acessivel
podendo ser utilizada na triagem
de amostras quando comparada as
andlises mais sofisticadas.

Podemos considerar evidéncias

de risco: a alta prevaléncia da
doenca celfaca pela ingestdo do
gliten a pacientes suscetiveis; a
pouca diversidade de alimentos
sem gluten por possiveis contami-
nagdes cruzadas, gerando impre-
cisas informacdes nas rotulagens
de alimentos para os celfacos. As-
sim, faz-se necessaria a busca de
conhecimentos cientificos sobre
novas alternafivas metodologias
gue possam contribuir nas acoes
de salde pablica através da vi-
gildncia sanitaria, como utilizar a
identificagdo de amidos através da
microscopia, como meio de com-
provacédo da autenticidade de um
produto em relacéo & lista de in-
gredientes contida em seu rétulo,
contribuindo para a prevengdo e
promogéo da salde dos cellacos.

A proposta deste trabalho foi
obter um método de triagem
por microscopia na pesquisa de
amidos em amostras de alimen-
tos industrializados descritos em
seus rétulos como ndo contém
glaten e contém gliten para di-
minuir o processamento de um
grande numero de amostras na
andlise quantitativa.

As amostras de alimentos indus-
trializados, utilizados neste traba-
Ino, foram previamente avaliadas,
guanto & presenca de gliten, pelo
método imunoenzimético (ELISA)
com padrdo gliadina que identifica
trigo e pelo método da reacéo em
cadeia da polimerase (PCR) com
primers para cevada, centeio, tri-
go e aveia por Pires28 e Morais e
colaboradores 29. Estes resultados
foram comparados com o metodo
microscapio dtico na identificacio
de amido correlacionando a pre-
senga de gliten ou néo tendo como
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objetivo avaliar a reprodutibilidade
do método.

Metodologia

Amostras

As 41 amostras de alimentos
industrializados foram previaments
analisadas pelo método ELISA (RI-
DASCREEN® Gliadin - R-Biopharm
AG) e por PCR (com extracdo do
DNA por agdo do CTAB - brometo
de cetiltrimetilaménic). Destas, 30
580 amostras de biscoitos previa-
mente descritas e analisadas por
ELISA e PCR cujos resultados foram
obtidos na dissertagéo de Pires28.
As outras 11 amostras: batata frita,
polvilho doce, creme de arroz, fécu-
la de batata, farofa de soja, fubé de
milho, farinha de milho fina, sopa de
cebola, farinha de milho tempera-
da, fub4 e farinha de milho flocada,
foram previamente analisadas pelo
metodo de ELISA na detecgdo de
gliten para avaliar a veracidade dos
rétulos dos alimentos processados
por Morais € colaboradores29 no
Nicleo de Alimentos, Microscopia
e Métodos Rapidos do Instituto Na-
cional de Controle de Qualidade em
Satde (INCQS).

Estas mesmas amostras, inicial-
mente processadas e preparadas
para as andlises de gliten por ELISA
e PCR, foram cedidas para o labo-
ratério de Microscopia de Alimentos
e analisadas com a técnica de mi-
croscopia dtica. 0s resultados das
analises estdo descritos nos gua-
dros1e 2

Produgéo de fotomicrografias

como material de referéncia.

Com o objetivo de registrar ima-
gens e ufilizd-las como material
de referéncia na identificacdo das
caracteristicas morfol6gicas dos
diferentes amidos detectados por
microscopia nas amostras estu-
dadas, foram comprados grios
dos cereais trigo, centeio, cevada,
aveia, arroz, milho e tubérculos
como mandioca e batata, obtidos
em estabelecimentos vargjistas no
municipio do Rio de Janeiro. Estes
foram submetidos a trés diferentes
temperaturas, simulando o trata-
mento recebido pelas amostras: 2
a 8° C por 24h para armazena-
mento, temperatura ambiente (25
+ 2°C); e aquecimento levando a
ebulicdo (=100 °C) até alteracio
da consisténcia para goma, com o
objetivo de auxiliar na comparagéo
dos granulos do amido alterados
em suas caracteristicas morfoldgi-
cas como nos alimentos industria-
lizados. Em seguida realizou-se a
identificagdo do amido.

Identificagdo de amido

Para aidentificagdo do amido27
(RODRIGUES, et al,1999) por mi-
croscopia as amostras, 0s cereais
e tubérculos foram ftriturados. De
cada material individualmente, foi
tomada uma allquota de 3 g e adi-
cionados 20 mL de 4gua destilada
e agitado com bastdo de vidro.
Foi retirada uma gota do material
para a preparacéo da lamina. Foi
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utilizado uma gota de lugol (lodo
p.a. 1g, lodeto de potassio p.a. 2
g, dgua destilada g.s.p. 200 mL)
como corante, quando necessario.

Posteriormente cada material
foi examinado ao microscopio 6p-
tico com e sem |uz polarizada em
aumentos de 100, 200 e 400X
para identificagio dos grénulos
de amido, comparando-os com
referéncias bibliograficas quando
existentes. As amostras foram
também comparadas com as fo-
tomicrografias. A microscopia foi
realizada utilizando um micros-
copio Carl Zeiss (Oberkochen,
Alemanha), modelo Axioscopy. O
procedimento para o preparo de
amostra para a microscopia com
luz polarizada foi 0 mesmo para a
microscopia Gptica, mas com adi-
o de lugol dilufdo para visualizar
o hilo e as camadas do granulo,
como se apresenta na figura 1(c).

Identificagdo do amido nas

mostras

As amostras que continham teor
de gorduras alto (biscoitos, sopa de
cebola, farofa de soja e farinha de
milho temperada) foram submeti-
das previamente a um tratamento
com dlcool (etflico ou isopropflico):
gter, na proporgao 1:1 {w\v) para
remogéo da gordura.

Na identificacdo de amido foi
tomada uma aliquota de 3 g das
amostras e identificou-se o amido
como descrito anteriorments.

Comparagao dos Métodos

LISA, PCR e Microscopia

Para avaliar a concordancia
entre 0s resultados obtidos nos
métodos ELISA, PCR e Microsco-
pia foram utilizados os resultados



categdricos (positivo ou negativo)
para a presenga dos cereals trigo,
cevada, centeio e aveia obfidos
nas diferentes técnicas e a por-
centagem de concordancia entre
05 métodos, foi calculada e clas-
sificada como: Pobre (<0.00%),
Leve (0-20) %, Razoavel (21-
40)%, Moderada (41-60)%,
Substancial {(61-80)% ou Quase
Perfeita (81-100)%, como descri-
to por Landis & Koch 30.

Resultados e Discussao

Comparagdo das fotomicrogra-
fias produzidas como material de
referéneia para identificaciio de
amidos nas amostras

As fotomicrografias foram produ-
zidas com o objetivo de registrar as
imagens e utiliza-las como material
de referéncia que permitiu identifi-
car as caracteristicas morfolégicas
dos diferentes amidos detectados
por microscopia nas amostras
estudadas. E comum nas éreas
biolégicas se utilizar das fotomicro-
grafias como abordagem metodo-
légica a captura de imagens de l1a-
minas com o objetivo de estudo ou
pelo simples fato de ilustrar, Santos
utiliza a fotomicrografia para estu-
dos taxondmicos de insetos31.

Aimagem 1 ilustra as amostras
sendo comparadas com as fotomi-
crografias, demonstrando as ca-
racteristicas de cada granulo.

Na amostra 1 (a) declarada no
rétulo pelo seu fabricante o ingre-
diente mandioca. Por meio da mi-
croscopia foi detectada a presenca
de granulos de fécula de mandioca
e amido de frigo. O granulo da fé-
cula de mandioca se apresenta na
forma arredondada irregular, o hilo
central, estrias pouco definidas e a
cruz de malta bem marcada.

Na amosira 9 (b) declarada no
rétulo pelo seu fabricante o ingre-
diente tortilhas de milho. Por meio
da microscopia foi detectada a pre-
senca do grinulo do amido de milho

e trigo. O granulo do amido de milho
se apresenta de forma poliédrica,
0 hilo central, estrias definidas e a
cruz de malta bem marcada.

Na amostra 30 (c) declarados no
rétulo pelo fabricante os ingredien-
tes farinha de trigo, farinha de trigo
integral, aveia em flocos, farinha
de centeio, farinha de cevada. Por
meio da microscopia foi detectada
a presenca de amido centeio, ce-
vada, aveia e trigo. O grdnulo do
amido de centeio se apresenta de
forma arredondada, o hilo central
radiado, estrias pouco definidas e a
cruz de malta bem marcada. O gra-

nulo do amido de aveia se apre-
senta de forma poligonal, o hilo
central pegueno, estrias indefini-
das e a cruz de malta marcada, se
apresentam como granulos com-
postos resultando da aglomeracéo
de granulos simples, corados com
lugol apresentando cor azul-viola-
cea. O grinulo do amido de cevada
se apresenta de forma lenticular, o
hilo linear, estrias pouco definidas,
a cruz de malta marcada.

Na amostra 4 (d) declarada no
rotulo pelo seu fabricante o ingre-
diente batata. Por meio da micros-
copia foi detectada a presenca de

Imagem 1: Comparagdo das fotomicrografias com as amostras na
identificacdo de amido (a) amostra 1 caracteriza os grinulos de amidos
de mandioca e trigo; (b) amostra 9 caracteriza os granulos de milho; (c)
amostra 30 caracteriza os granulos de amidos de aveia, centeio, cevada
e trigo; d) amostra 4 caracteriza os granulos de féculas de batata.

Amosiris.

Referénciis
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batata e trigo. O grdnulo da fécula  sugere a presenca de gltten ou tragos destes, como os granulos de ami-

de batata se apresenta de forma  do de centeio, cevada e aveia.

arredondada irregular, o hilo excén-

trico na extremidade menor, estrias Comparagdo dos resultados obtidos com o método de triagem por

definidas e a cruz de malta bem  microscopia com os métodos imunoenzimatico e molecular.

marcada e intensa. Os resultados da comparagéo do método de triagem por microscopia
Em todas as amostras ilustradas ~ com os métodos imunoenzimatico e molecular, da andlise de alimentos in-

foram encontrados os granulos do  dustrializados declarados pelo fabricante "ndo contém gliten” e “contém

amido de trigo que se apresen-  gliten” estdo dispostos nos quadros 1 e 2.

tam de forma arredondada, com Os resultados da comparagdo do método de triagem por microscopia

hilo central, estrias mais definidas  com o método imunoenziméatico, da andlise de outros alimentos industria-

e a cruz de malta bem marcada.  lizados declarados pelo fabricante “nédo contém gliten” e "contém gliten”

A presenca de granulos de trigp  estdo dispostos no quadro 2.

1A) Dedarado: “Nao contém gliten

—

‘ h
'~

Trigo, Mandioca Nao contém gliten 9,00 Trigo, Cevada

3 Farinha de Arroz, Farinha de Trigo, Milho, Mandioca Nao contém gliten 11,00 Trigo, Cevada
Soja Integral
Amido de Milho
5 Farinhade Arroz, Farinhade  Trigo, Centeio, Mandioca, Milho Nao contém gliten 7,00 Trigo, Cevada
Soja Integral

Farinha de Arroz Trigo, Centeio, Mandioca, Milho Contém gliten 30,00 Trigo, Cevada

Tortilhas de Milho Trigo, Milho, Mandioca Nao contém gliten 6,30 Trigo, Cevada

(anjica de Milho Integral Trigo, Milho, Cevada Nao contém gliten 11,00 Trigo, Cevada

Farinha de Arroz, Féculade  Trigo, Centeio, Cevada, Milho, Nao contém gliten 13,00 Trigo, Cevada
Batata, Fécula de Mandioca, Mandio, Batata
Amido de Milho
15 (anjica de milho, fibra de Trigo, milho Néo contém gliten 11,00 Trigo, Cevada
milho
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1B) Declarado “Contém gliten”

Farinha de Trigo Integral Trigo, Cevada Mandloca Contém gliten 131,0 Trigo, Cevada

18 Farinha de Trigo, Farinha de Trigo Trigo, Centelo, Cevada, Contém gliten 160,0 Trigo, Centelo Cevada, Avela
Inteqral, Mandloc, Milho

20 Farinha de Trigo, Amido de Milho Trigo, Centelo, Cevada, Contém gliten 113,0 Trigo, Cevada, Avela
Mandloc, Milho

2 Farinha de Trigo Trigo, Centelo, Cevada, Contém gliten 152,0 Trigo, Centelo, Cevada
Handui Milho

24 Farinha de Trigo Trigo, Centelo, Cevada, Contém gliten 147,0 Trigo, Centelo Cevada
Mandloca, Arroz

26 Farinha de Trigo, Farinha Trigo Trigo, Centelo, Cevada, Contém gliten 123,0 Trigo, Centelo, Cevada
Integral, Flocos De Arroz, Farinha De Mandioca, Aoz
CenteloIntegral
28 Farinha de Trigo, Farelo de Trigo Trigo, Centelo, Cevada, Contém gliten 100,0 Trigo, Centelo, Cevada
Avela, Mandioa

30 Farinha de Trigo, Amido de Milho, Trigo, Centelo, Cevada, Contém gliten 152,0 Trigo, Centelo, Cevada
Avela Avela, Milho, Mandioca

Quadro 1 Comparagéo dos resultados do método de triagem por microscopia com os métodos imunoenzimatico
e molecular em biscoitos, declarados pelo fabricante “ndo contém gliten” (A) e “contém gluten” (B),
respectivamente



Quadro 2 Comparagéo dos resultados do método de triagem por microscopia com os métodos imunoenzimatico,
na analise de outros alimentos industrializados declarados pelo fabricante “nédo contém gliten” (A) e “contém

gliten” (B), respectivamente.

2 A) Declarado: “Nao contém gliten”

31 Batata, dleo vegetal de palma

Farinha de mandioca, proteina

Amido de arroz

texturizada de soja, dleo
vegetal, alho, sal, cebola e
condimentos diversos

Trigo, Batata

Trigo, Mandioca, Milho, arroz

Trigo, Mandioca, Milho

Nao Contém Gliten 7,40

Nao contém Gliten 11,50

Nao contém Gliten 5,71

2 B) Declarado: “Contém gliiten”

Farinha de milho

Farinha de milho

41 Farinha de milho

Trigo, Milho

Trigo, Milho

Trigo, Mandioca, Milho, Batata

Nao contém Glaten 8,86

Nao contém Gliten 6,59

Nao contém Gliaten 6,07

Considerando os resultados da
microscopia em comparagédo com
a lista de ingredientes declarados
pelo fabricante, tanto nos produ-
tos declarados, contém ou ndo
contém glaten, foi detectado em
todos os alimentos a presenca de
amido, ndo descrito no rétulo, de-
monstrando falta de veracidade
no r6tulo do produto {Quadro 1).
Ressaltamos que a Lei n® 8078, de
11 de setembro de 1990, o cadigo
de defesa do consumidor, reforca e
amplia os preceitos do Decreto-Lei
n° 986, de 21 de outubro de 1969
considerando que o rétulo constitui
uma representagéo do produto. No

artigo 31, do cddigo de defesa do
consumidor consta que o rétulo do
alimento deve conter informagdes
de forma correta, clara, precisa e
legivel sobre os seus componen-
tes32,33 (BRASIL,1990). Atual-
mente, a Lei n° 10.674, de 16 de
maio de 2003, reforca o codigo do
consumidor quando se preocupa
com oS riscos que advém de mé
informacéo dos rétulos & satde
do consumidor obrigando que to-
dos os alimentos industrializados
contenham em seus rétulos e ma-
teriais de divulgacdo as inscrigbes
“contém gliten” ou “ndo contém
gliten” utilizando como medida

preventiva e de controle da doenca
cellaca34 (BRASIL,2013).

Estas sdo informacg@es (teis e
necessdrias para que o consumi-
dor possa fazer opgdo de compra,
de acordo com suas necessidades
g peculiaridades. Segundo Valen-
1e35(2002), o acesso & informa-
¢édo correta sobre o contelido dos
alimentos, por ser um elemento
que impacta na adocdo de prati-
cas alimentares e estilos de vida
saudaveis, configura-se, em seu
conjunto, como uma questdo de
seguranca alimentar e nutricional.

De acordo com Sdepanian
g colaboradores3 (2001), a
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transqgressdo a dieta pode ser
voluntdria ou involuntéria, sendo
gue a segunda pode acontecer,
dentre outros fatores, devido &
falta de informacdo dos porta-
dores da doencga ou & incorreta
inscrigdo dos ingredientes nos
rétulos dos alimentos.

Na comparagdo de resultados
obtidos com a lista de ingredien-
tes declarados, na andlise das
quinze amostras declaradas pelo
fabricante ndo contém gldten,
em quinze amostras foi detecta-
da a presenca de trigo, em cinco
amostras foi detectada a presenca
de cevada, em seis amostras foi
detectada a presenca de centeio
e em uma amostra, de aveia. A
Lei N°10.674, de 16 de maio de
2003, afirma que todos os ali-
mentos industrializados gue con-
tenham em sua composicao fonte
de glaten, como trigo, aveia, ceva-
da, malte e centeio deverdo conter
as inscrigdes "contém gliten”34.

Nas amostras de biscoitos de-
clarados pelo fabricante “contém
gliten” foi detectada a presenca
de ingredientes néo declarados em
sua composigdo pelo fabricante.

Nas outras onze amostras des-
critas no quadro 2, que s&o alimen-
tos naturalmente livres de gluten,
gue deveriam conter em seus rg-
tulos grafado “ndo contém gliten”
temos informagGes distintas de-
claradas no rétulo {guadro 2). Nas
cinco amostras declaradas pelo fa-
bricante “ndo contém gldten”, em
guatro foi detectado trigo, em duas,
centeio e em uma, aveia. Nas

outras cinco amostras declaradas
pelo fabricante “contém gliten”
em quatro foi detectada a presen-
¢a de trigo, em duas, de centeio e
em uma, de cevada. Afualmente
a legislacdo brasileira, Lei 10.674
de 16 de maio de 2003, corrobo-
ra com esta “desinformagéo”, pois
néo exige a comprovacéo laborato-
rial guanto a eventual presenca de
glaten34. A inadequagéo acerca da
rotulagem de produtos que contém
gliten é preocupante, pois a pre-
senca do gldten é prejudicial para
portadores da DC.

A presenca de outros ingredien-
tes detectados sugere a presenca
de contaminacéo cruzada por fal-
ta de boas praticas de fabricagéo,
devendo ser considerada, pois 0s
pacientes celiacos possuem indi-
vidualidades imunolégicas e alguns
podem ser susceptiveis a uma
guantidade menor que 20 ma/kg.
Segundo Johnson e colaborado-
res36(2011) casos de contamina-
¢éo cruzada tambem ficam sem
controle, pois, no mundo todo ape-
nas o Japdo e a Suica contemplam
BSSES Casos em suas legislagies.

Na comparacdo dos resultados
do método de triagem por micros-
copia com os métodos imunoenzi-
mético e molecular, em alimentos
declarados pelo fabricante “contém
gliten” e “nao contém gliten”, das
30 amostras analisadas, o cereal
trigo foi encontrado em fodas as
30 amostras quando realizados 0s
métodos ELISA, PCR e Microscopia
(concordéncia = 100%) considera-
da uma concordancia quase perfei-
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ta, o cereal cevada foi identificado
pelo método PCR em 28 amostras
g destas em 20 por microscopia
{concordéncia = 71,46%), consi-
derada uma concordancia substan-
cial; o cereal aveia foi identificado
pelo método PCR em 11 amostras
e destas em © por microscopia
(concordancia = 54,55%), consi-
derada uma concordancia modera-
da; o cereal centsio foi identificado
pelo método PCR em 15 amostras
e destas em 14 por microscopia
(concordancia = 93,33%), consi-
derada uma concorddncia guase
perfeita.

Para as amostras declaradas em
sel rétulo “ndo contem gliten” das
15 amostras: em 15 foi detectada
a presenca de trigo, tanto pelo mé-
todo de PCR como de Microscopia
(concordancia = 100%), considera-
da uma concordancia quase perfei-
ta; em 15 foi detectada a presenca
de cevada pelo método de PCR e
em 13 amostras por Microscopia
{concordéncia = 81,25%), consi-
derada uma concordédncia guase
perfeita; em 15 amostras fol de-
tectada a presenca de centeio por
PCR e em 14 por Microscopia {con-
corddncia = 93,33%), considerada
uma concordancia quase perfeita.
Em 8 amostras foi detectada a
presenga de aveia pelo método de
PCR e em 5 por microscopia {con-
corddncia = 62,50%) considerada
uma concordancia substancial, in-
dicando a presenca de gliten.

Para as amostras declaradas em
sel rétulo “contém gliten” das 15
amostras: em 15 foi detectada a
presenca de trigo, tanto pelo me-
todo de PCR como de Microscopia
(concordancia = 100%), considera-
da uma concordancia quase perfei-
ta; em 15 foi detectada a presenca



de cevada pelo método de PCR e
em 13 amostras por Microscopia
(concorddncia = 81,25%), consi-
derada uma concordancia quase
perfeita; em 13 amostras foi de-
tectada a presenca de centeio por
PCR e em 12 por Microscopia {con-
cordancia = 92,31%), considerada
uma concordancia quase perfeita.
Em 7 amostras foi detectada a
presenca de aveia pelo método de
PCR e em 2 por microscopia {con-
cordancia = 28,57%) considerada
uma concordéncia razodvel.

Neste estudo a Microscopia ser-
viu como método de triagem, nédo
sendo possivel guantificar o amido.
No método ELISA RS utilizado no
trabalho de Pires28 (2013) para
andlise de teor de gldten, que pos-
sibilita a deteccéo de até 1,5 ppm
de gliadina ou 3 ppm de gliten
das prolaminas do trigo que € a
gliadina, o dnico padrdo utilizado.
Entretanto, nas amostras estu-
dadas além de ser demonstrada
a presenca de trigo, também foi
detectada presenca de cevada,
centeio, aveia, que, idealmente,
deveriam ser quantificadas. Tanto a
microscopia como o PCR serviram
para definir as caracteristicas dos
produtos encontrados no mercado,
guando se trata de alimentos para
cellacos, faz-se necessario analisar
outros cereais além do trigo.

Qualquer protefna vegetal co-
mercial derivada de uma fonte
cereal inevitavelmente contém
grinulos de amido, a morfologia
do qual serviria de diagndstico
para esse cereal, uma protelna
vegetal comercial derivada de mi-
lho deverd conter amido de milho,
que apresenta forma poliédrica
caracteristica. 0 amido de trigo é
amplamente usado como um in-
grediente, a identificacdo dos gra-
nulos de amido de trigo em uma
matriz de proteinas € apenas um
guia para a origem da proteina,
existindo a necessidade da reali-

zagdo de um ensaio de confirma-
¢80 que caracteriza a proteina3’
(KENT-JONES, AMOS apud FLINT;
JOHNSON, 1979).

No guadro 2, das cinco amosiras
declaradas no rétulo “ndo contém
gliten,” analisadas pelo método
ELISA, em quatro os resultados
do teor de gliten foram abaixo de
20 mg/kg, como preconizado pelo
CODEX, em duas amostras foram
detectadas a presenca de trigo e
centeio. Destas amostras analisa-
das por Microscopia foi identifica-
da a presenca de trigo em cinco
amostras. Neste caso ocorrem
fragos da presenca de gliten, su-
gerindo contaminagio cruzada por
falta de boas praticas de producao,
incorrendo na ndo veracidade do
rétulo. Das cinco amostras declara-
das no rétulo contém gldten e ana-
lisadas pelo método ELISA, quatro
amostras (80%) continham gluten
abaixo de 20 mg/kg, podendo ser
rotulados como ndo contém gliten.
Destas amostras analisadas por
Microscopia fol identificada a pre-
senga de trigo em todas as amos-
tras (concordancia = 100%), no
entanto, o produtor  possivelmente
para nao Correr riscos e NAo Se res-
ponsabilizar pelo ato, identifica o
produto como contendo glaten, in-
correndo na néo veracidade do ré-
tulo, mesmo o produto sendo livre
naturalmente de gliten € declarado
como “contém glaten”. Infelizmen-
te alguns produtores desconhecem
ou ndo se importam com o proble-
ma da contaminagdo e continuam
vendendo seus produtos sem a
devida andlise do teor de gliten.
Esta pratica € preocupants, pois
faz diminuir a diversidade de pro-
dutos no mercado, e por vezes
torna um produto naturalmente
livre de gltten, sem necessida-
de de tratamento para retirada
do gliten, ndo recomendado aos
celiacos, 0 que leva a uma eleva-
&0 no custo dos produtos para os

celiacos dificultando o acesso &
populacéo carente.

Outro ponto a ser considerado &
gue apesar do CODEX estabelecer
um limite para o teor de gldten para
alimentos livres dele, a legislacéo
brasilgira, contrariando a tendéncia
mundial de seguir estas determi-
nacgbes, ndo coloca um limite para
esse feor38,36 (SILVA, 2010; JO-
HNSON et al, 2011).

Em contrapartida, na Austrélia
0 excesso de rigor em alimentos
sem gluten, exigindo que nédo con-
tenha gliten detectdvel, tem cau-
sado escassez de produtos desta
natureza devido ao custo elevado
na producéo com isencéo de glu-
ten e tem havido movimentos de
associagdes de celfacos para que
a legislacdo se adeque ao reco-
mendado pelo CODEX, visando
aumentar a oferta dos produtos
sem gliten39 (LEDERMAN, 2013).

No Brasil existe pouca diversida-
de de alimentos se considerarmos
um limite de 20 mg/kg como decla-
ra o CODEX e um possivel aumen-
to no rigor para o limite de 10 mg/
kg, buscado pela Consulta publica
N° 28 de 05 de junho de 2014, po-
derd causar uma diminui¢do ainda
maior da diversidade de produtos
no mercado40. Silva (2010) reco-
menda manter os limites preconi-
zados pelo CODEX e aumentar a
fiscalizagdo para evitar as fraudes
e oferecer incentivos fiscais aos
produtores de alimentos sem gld-
ten para tornar mais afrativa eco-
nomicamente a produgdo destes
alimentos. O avango em relacdo a
identificacdo dos alimentos livres
de gliten possibilitou & populagéo
cellaca o consumo de alimentos
antes proibidos38 (SILVA, 2010).
A RDC n° 26, de 02 de julho de
2015, que dispe sobre alimentos
gue causam alergias alimentares,
obriga que seja declarado no rétu-
lo na lista de ingredientes, quando
houver, trigo, centelo, cevada, aveia
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g suas estirpes hibridizadas1 2.

0 movimento “gluten-free” tem
levado, no mundo inteiro, pessoas
ndo portadoras de doenga cellaca
a buscar dietas a base de produ-
tos livres de gliten. As principais
justificativas para esta dieta, sem
glaten, seriam as modificagtes
genéticas introduzidas nas plantas
ao longo dos anos & o aumento do
consumo de trigo. S6 nos Estados
Unidos, 28,5% das pessoas dizem
guerer reduzir ou eliminar essa
substancia da dieta. Naguele pals o
mercado de alimentos sem gliten
jd movimenta mais de 10 bilhdes
de délares por anod1 (PANDOLF et
al, 2014). Sendo esta procura au-
mentada mais um fator de eleva-
;éo do preco destes produtos.

A escolha de um método padréo
de determinacéo de gluten e de
sua quantidade limite é necesséria
tanto para determinar o conteldo
de gliten guanto para servir de
base para novas regulamentagdes.
Ainda & necessdria uma politica de
vigilancia mais efetiva de forma a
fiscalizar minuciosamente o produ-
to que chega até o consumidor ce-
liacod2,38 (THOMPSON; MENDEZ,
2008; SILVA, 2010).

E fundamental ndo apenas re-
gulamentar alimentos, mas fazer
a inddstria de alimentos cumprir a
legislacdo, por meio da rotulagem
gue garanta a veracidade das in-
formacfes e sua comprovagio e
conseguentemente a seguranca
alimentar, promovendo a preven-
¢éo & satide dos consumidores.

0 estudo realizado sugere que
0 controle da qualidade dos ali-
mentos tem sido um dos grandes
desafios colocados para a industria
alimentar, pois somente a informa-
¢do sem garantir a qualidade do
produto e autenticidade das decla-

ragoes feitas nos rétulos ndo sdo
suficientes.

Conclusao

A microscopia apresentou boa
concorddncia com os méfodos
ELISA e PCR na detecgéo do trigo,
confirmando sua relevancia para
este propdsito.

0 método de microscopia pode
ser utilizado como método de tria-
gem na identificacio de amido em
alimentos industrializados, estuda-
dos neste trabalho, descritos no ré-
tulo "ndo contém glaten e contém
gliten”. E um método confidvel,
sensivel e de grande relevancia
dada a sua concorddncia satisfa-
téria com o método preconizado,
ELISA, pelo CODEX Alimentarius.
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