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RESUMO

A proposta deste trabalho foi desenvolver um método rapido, de baixo custo por
microscopia para identificar amidos presentes em alimentos farinaceos declarados no
rétulo “ndo contém glaten” ou “contém glaten”. O gluten se encontra combinado com
o0 amido em alguns dos cereais que 0 contém e é a proteina ligada a fisiopatogenia da
doenca celiaca. O amido faz parte da composicao de diversos alimentos como arroz,
milho, fécula de mandioca, fécula de batata, fécula de batata-doce. Inclusive os que
contém glaten como trigo, aveia, centeio e cevada. A microscopia constitui um método
rapido, efetivo, de baixo custo, sendo uma excelente ferramenta auxiliar na anélise
laboratorial, proporcionando uma informacdo que complementa a fornecida pelas
analises fisico-quimicas e ha muito tempo tem sido utilizada como ferramenta para
avaliacdo da qualidade dos alimentos. A partir dos parametros de desempenho,
seletividade e limite de deteccéo, para validacdo de métodos analiticos qualitativos,
cCOmo 0 ensaio em questdo, a microscopia pode ser considerada um método de
analise conforme pois atende aos requisitos analiticos, com limite de deteccao inferior
do método em biscoito foi 10 mg/kg e do método em farinha foi 5 mg/kg e permitiu
uma boa distingao entre os amidos. A microscopia apresentou boa concordancia com
os métodos ELISA e PCR na detecgéo do trigo, confirmando sua relevancia para este
proposito. E um método confiavel e sensivel podendo ser empregado como método

de triagem.

Palavras chave: Microscopia; Amido; Método Répido; Gluten.



ABSTRACT

The purpose of this study was to develop a rapid, low cost assay by microscopy to
identify starches present in starchy foods declared on the label "contains gluten" or
"gluten-free". Gluten combines with some grains containing starch and is the protein
linked to the pathogenesis of the celiac disease. Starches make part of the composition
of various foods such as rice, maize, cassava starch, potato starch, sweet potato
starch. Including those that contain gluten as wheat, oat, rye and barley. Microscopy
Is a fast, effective, low cost technique and it is an excellent tool to assist in laboratory
analysis, providing information that complements those provided by the physic-
chemical analysis and has been used for long as an assessment tool for food quality.
Evaluating the performance parameters selectivity and detection limit for validating
qualitative analytical methods, such as the test in question, microscopy can be
considered a method of analysis in conformity with the analytical requirements,
presenting a lower detection limit for cookie of 10 mg / kg and for flour 5 mg / kg and a
good distinction between the starches. Microscopy showed good agreement with the
ELISA and PCR methods in wheat detection, confirming its relevance for this purpose.

Microscopy is a reliable and sensitive method and can be used as a screening method.

Keywords: Microscopy; Starch; Rapid Method; Gluten
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1.INTRODUCAO

1.1 DOENCA CELIACA.

1.1.1 Historico

No periodo Neolitico cerca de 9500 a.C., os seres humanos cultivavam cereais,
na Asia Ocidental, e se estima que a doenca celiaca n&o tenha acontecido antes deste
tempo. O primeiro relato da doenca foi no século Il a.C. por Aretaeus da Cappadocia,
registrou uma sindrome de ma absorcao com diarreia crénica, denominou de “celiaca
Affection” e ganhou a atencdo da medicina ocidental sendo reconhecido quando
Francis Adams apresentou uma traducdo da obra de Aretaeus na Sociedade
Sydenham em 1856. Os sintomas do paciente descrito por Aretaeus eram dor no
estbmago, estbmago atrofiado, palidez, fragilidade levando a incapacidade de
trabalho. A diarreia se manifestava com fezes que eram brancas, malcheirosas e
acompanhada de flatuléncia, e a doenca era intratavel e passivel de retorno periédico.
Aretaeus acreditava que seria falta de calor no estbmago necessaria para digerir os
alimentos e reduzida capacidade de distribuir os produtos da ingestao por todo o
corpo, esta digestdo incompleta, resultando em diarreia. Ele considerou como uma
aflicdo do idoso e que afetava comumente as mulheres, explicitamente excluindo as
criancas (LOSOWSKY, 2008).

Em 1887, o pediatra Samuel Gee reconheceu descricbes de Aretaeus e 0s
termos da doenca e adotou 0 mesmo nome, “doenca celiaca”. Apresentou a descricao
moderna em uma palestra no Hospital pediatrico da rua “Great Ormond”, em Londres.
Samuel Gee, em 1888, descreveu a forma cldssica da doenca, a qual se inicia nos
primeiros anos de vida com diarreia cronica, vomitos, irritabilidade, anorexia, déficit de
crescimento, distensdo abdominal, diminuicdo do tecido celular subcutaneo e atrofia
da musculatura glutea (GEE, 1887 apud SDEPANIAN; MORAIS; NETO,1999).

Em 1908, um médico americano, Christian Archibald Herter, escreveu um livro
onde relatou apo0s observar criangas com a doenga celiaca, que denominou de
“infantilismo intestinal”, o crescimento destas foi retardado e que a gordura foi melhor
tolerada do que carboidratos. O epénimo doenca Gee-Herter foi algumas vezes usado
para demonstrar ambas as contribuicdbes (HERTER, 1908 apud PERLMUTTER,
2014).
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Em 1924, Sidney V. Hass um pediatra americano utilizou uma dieta a base de
bananas até que a verdadeira causa da doencga fosse determinada (HASS, 1927 apud
PERLMUTTER, 2014).

No entanto, foi durante o periodo da Segunda Guerra Mundial (1940 -1945),
gue o médico holandés Willem Karel Dicke associou os efeitos deletérios de certos
tipos de cereais a doenca celiaca. Neste periodo, o pediatra holandés, observou que
durante o periodo de racionamento de trigo na segunda Guerra Mundial, houve uma
queda significativa na taxa de mortalidade entre criancas afetadas pela doenca
celiaca. O médico passou a utilizar uma dieta simples que consistia na exclusédo de
pao e biscoitos. No final da Guerra, quando os aviées suecos trouxeram pao para a
Holanda, as criancas com doenca celiaca voltaram rapidamente a apresentar
sintomas, confirmando a importancia do trigo na génese da doenca e a taxa de
mortalidade subiu para os niveis anteriores. (DICKE, 1950 apud BERGE-
HENEGOUWEN, 1993).

Em 1950, Dicke escreveu seu trabalho de tese, um estudo meticuloso que se
iniciou em 1936, onde relatou o caso de uma paciente que, quando hospitalizada,
recebeu dieta estritamente isenta de glaten, sendo observado remissao dos sintomas,
com ganho de peso e estatura. A associa¢cdo com o componente do gluten de trigo foi
feita em 1952 por uma equipe de Birmingham, Inglaterra. A atrofia das vilosidades foi
descrita pelo médico britanico John W. Paulley em 1954 em amostras colhidas durante
cirurgias. Com o advento da biopsia do intestino delgado peroral, comprovaram-se as
caracteristicas histopatologicas da mucosa intestinal na doenca celiaca (RUBIN et al,
1960).

Ao longo da década de 1960, outras caracteristicas da doenca celiaca foram
elucidadas. Seu carater hereditario foi reconhecido em 1965. Em 1966, a dermatite
herpetiforme foi relacionada a sensibilidade ao gluten. A partir da década de 1980 a
doenca celiaca deixou de ser considerada uma condig&o rara e atualmente estima-se
que afete entre 0,5 e 1% da populagdo mundial, com importantes variagdes regionais
(FASANO et al., 2003 e CATASSI et al., 1996).

Em 1997, Dieterich e colaboradores demonstraram que a enzima
transglutaminase era na realidade o principal auto antigeno da DC, revolucionando o
conhecimento acerca da patogenia da doenca e permitindo o desenvolvimento da
técnica soroldgica que permitia identificar anticorpos contra essa enzima (DIETERICH
et al, 1997).
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1.1.2 Definigéo

A doenca celiaca (DC) é uma doenca autoimune, causada pela intolerancia
permanente as proteinas contidas no gluten presente em alguns cereais, como o trigo,
0 centeio, a cevada e a aveia e que se expressa por enteropatia mediada por linfocitos
T, em individuos geneticamente predispostos. Caracteriza-se por atrofia total ou
subtotal das vilosidades do intestino delgado proximal, levando consequentemente, a
mé& absor¢do da grande maioria dos nutrientes. (PENNA; MOTA; FAGUNDES, 1991).
A doenca pode atingir pessoas de qualquer idade (WALKER e MURCH, 1999) e sua
manifestacdo depende ndo s6 do uso de gluten na dieta, mas também, da presenca
de fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais (KOTZE, 1998; GUEVARA, 2002).

A doenca manifesta-se principalmente nos primeiros dois anos de vida, sendo
o intestino delgado o principal érgao afetado, com manifestacdes clinicas de diarreia,
vOmitos e emagrecimento e se apresenta das seguintes formas clinicas: (WALKER;
MURCH, 1999). Na forma classica da DC, as manifestac6es sdo gastrointestinais e
comecam entre 6 e 24 meses de idade, apdés a introducdo do glaten na dieta.
Tipicamente, as criancas apresentam diarreia crénica, distensao abdominal, hipotrofia
muscular, irritabilidade. Nos casos com grave ma-absorcdo intestinal ocorre a
desnutricdo. A crise celiaca € caracterizada por diarreia aquosa explosiva, distensao
abdominal importante, desidratacdo, desequilibrio eletrolitico, hipotenséo e letargia,
porém, raramente é observada (GREEN; CELLIER, 2007)

A doenca celiaca com sintomas néo classicos, tem tendéncia a um inicio mais
tardio dos sintomas, acomete criangas geralmente entre 5 e 7 anos. Estas podem
apresentar queixas intestinais, dor abdominal recorrente, nduseas, vomitos, sensacao
de peso no epigastrio e no hipocéndrio e constipacdo, no entanto, as manifestacoes
extra intestinais sdo predominantes, e podem ser explicadas pelos déficits nutricionais
ou por reagdes imunolégicas acometendo outros 6rgdos. Estd bem estabelecido que
a baixa estatura pode ser a Unica manifestagéo clinica da doenca celiaca (BUSHARA,
2005).

Outras manifestacdes néo classicas da doenca celiaca sdo a anemia ferropriva
sem causa aparente e resistente a reposicao de ferro, defeitos do esmalte dentario,
estomatite aftosa recorrente e elevacdo das transaminases. Dermatite herpetiforme,

uma doenca vesiculosa da pele, € considerada até 0 momento como uma variante da
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doenca celiaca que raramente afeta a populacéo pediatrica (TRONCONE; GRECO;
AURICCHIO,1996; HILL et al, 2002).

A DC assintomatica é encontrada em individuos que apresentam sorologia
positiva e padrao histolégico idéntico a forma classica, com atrofia parcial ou subtotal

da mucosa intestinal e que respondem a dieta isenta de gluten (CATASSI et al, 1996).

1.1.3 Diagnéstico

O diagndstico de DC deve ser baseado em trés pilares: o exame clinico, por
meio de exame fisico e anamnese detalhada, além da analise histopatologica do
intestino delgado, e dos marcadores séricos (CATASSI,1994; WETIZ et al, 2003). O
diagnéstico final deve sempre basear-se na biépsia (ROMALDINI, BARBIERI ,1999;
ROESSLER et al., 2001), a qual revela a mucosa anormal do intestino delgado
proximal, com as vilosidades atrofiadas ou ausentes, aumento no comprimento das
criptas e no numero de linfécitos intra epiteliais (GUEVARA, 2002). O diagndstico,
muitas vezes, é dificil, devido ao grande numero de casos atipicos da doenca
(RAUEN, BACK, MOREIRA, 2005).

1.1.4 Tratamento

O tratamento da DC consiste na dieta isenta de gluten de forma permanente,
devendo-se, portanto, excluir da dieta os seguintes cereais e seus derivados: trigo,
centeio, cevada, malte, aveia durante toda a vida, tanto nos individuos sintomaticos,
guanto nos assintomaticos (POLANCO, 1996; SDEPANIAN; MORAIS; NETO, 2001,
ROESSLER et al., 2001).

A dieta leva a remissao dos sintomas e restauragdo da morfologia normal da
mucosa (GUEVARA,2002; LANDABURO; PEREZ, 2002).

O glaten, presente nestes cereais deve ser substituido pelo milho, arroz, batata
e mandioca, sendo considerados alimentos permitidos os granulos, gorduras, 6leos e
azeites, legumes, hortalicas, frutas, ovos, carnes e leite, lembrando sempre que a
dieta devera atender as necessidades nutricionais de acordo com a idade do individuo
(MORAIS; SDEPANIAN; NETO, 2001).

Além da dieta, o paciente celiaco deve estar atento também a composicao dos

medicamentos prescritos para ele (SDEPANIAN et al, 2001).
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Os sintomas, por sua vez, podem reaparecer nos casos de nao aderéncia a
dieta ou por ingestdo involuntaria de alimentos contaminados com glaten
(ABDULKARIM et al, 2002; LEFFLER et al, 2007).

Quanto maior o grau de conhecimento da doenca e de seu tratamento, maior a
obediéncia a dieta desprovida de gluten (SDEPANIAN; MORAIS; NETO, 2001).

1.1.5 Estudos Epidemioldgicos da doenca celiaca

O perfil epidemiologico da doencga celiaca é variavel entre as diversas regides
do mundo e refletem vulnerabilidade genética e fatores ambientais de cada populacdo
(BRANDT; SILVA, 2008).

Estudos realizados, principalmente na Europa e nos Estados Unidos, indicam
gque a DC ocorre em torno de 0,5% a 1% da populagéo geral. Ainda hoje, sdo poucos
os estudos de prevaléncia da DC na América do Sul. A maioria dos trabalhos foi
realizada na Europa, onde as condi¢des sociais e ambientais sdo muito diferentes
(DUBE et al, 2005; FASANO et al, 2003).

A prevaléncia da doenca é muito variavel de pais para pais (LANDABURO,
PEREZ, 2002), sendo desconhecidos dados estatisticos oficiais no Brasil. Atinge
predominantemente os individuos de cor branca, mas no Brasil, devido a alta
miscigenacao racial, ja foi descrita em mulatos (KOTZE, 1998).

Em 2000, foram publicados os primeiros estudos sobre prevaléncia da doenca
celiaca na América do Sul, tendo o primeiro sido realizado no Brasil (GANDOLFI et
al,2000; GUANDALINI, 2000). Em 2006, Melo e colaboradores observaram entre
doadores de sangue, em Ribeirdo Preto, prevaléncia estimada de doenca celiaca de
1:273. Em 2007, Oliveira e colaboradores encontraram em populacdo semelhante,
prevaléncia de 1:214 na cidade de Sao Paulo.

Estudos realizados com criangas com sindrome de Down confirmaram o
aumento da prevaléncia de doenca celiaca entre esses pacientes, ja relatada por
varios estudos desenvolvidos na Europa, América do Norte e Argentina (BONAMICO
et al, 2001; RUMBO, 2002).

A prevaléncia de doenca celiaca na populagdo em geral nesses paises varia
de 1:200 a 1:2.000 e entre pacientes com sindrome de Down pode ser de 20 a 200

vezes maior. No Brasil, a prevaléncia de doenca celiaca € estimada em 0,14% (1:687)
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na regiao centro-oeste e 0,1% (1:1.000) na regido sul (GANDOLFI et al, 2000;
NISIHARA et al, 2005).

O alto grau de associacdo de doenca celiaca com sindrome de Down ainda ndo
foi totalmente esclarecido, no entanto, os portadores dessas afeccdes frequentemente
apresentam disfuncdes imunologicas, ficando predispostos as doengas autoimunes,
tais como doengas da tireoide, diabetes melitus tipo 1, lupus e artrite (ANWAR,;
WALTER; FRIER, 1998; BAKKALOGLU et al, 1994; OLSON et al, 1990; RUBELLDO et
al, 1995).

Segundo o anexo do Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas da doenca
celiaca da Portaria n°® 307, de 17 de setembro de 2009 relata que estudos de
prevaléncia da doenca celiaca tém demonstrado que é mais frequente do que
anteriormente se acreditava e continua sendo subestimada. Estudos revelam que o
problema atinge pessoas de todas as idades, mas compromete principalmente
criancas de seis meses a cinco anos apresentando ou com frequéncia maior entre
mulheres, na proporcao de duas mulheres para cada homem e € predominante entre
os individuos faiodérmicos (mesticos), embora existam relatos de sua ocorréncia em
individuos melanodérmicos (negros) (FASANO, CATASSI, 2001; PEREIRA et al.,
2006).

O caréter hereditario desta doenca torna imprescindivel que parentes de
primeiro grau de celiacos submetam-se ao teste para sua deteccao (BRASIL, 2009).

A falta de informacé&o sobre a doenca celiaca e a dificuldade para o diagnostico
prejudicam a adeséao ao tratamento e limitam as possibilidades de melhora do quadro
clinico (BRASIL, 2009).

A partir de dados epidemiologicos da doenca celiaca, se identifica o risco da
ingestao do gluten a pacientes suscetiveis, verifica a grande importancia das praticas
de saude publica através da vigilancia sanitéria ajudando na acdo de promocéo e

prevencao a saude desta populacdo especifica, os celiacos.
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1.2 GLUTEN

O trigo € um dos cereais com grande importancia tecnoldgica devido a sua
capacidade uUnica de formacdo da rede de glaten, que confere extensibilidade e
elasticidade as massas, sendo essencial para producdo de alguns produtos, tais
como, pdaes, bolos, biscoitos, massas alimenticias, entre outros € o mais consumido
do mundo (SCHREUER et al. 2011).

O gréo de trigo tem sua estrutura dividida em trés partes: pericarpo (13-17%),
o endosperma (80-83%) e o germe (2,0-3,5%), e possui diversos nutrientes como
amido, fibras e proteinas. O endosperma é onde esta concentrada a maior parte das
proteinas do cereal, além do amido, e é a porcao utilizada para a fabricacéo de farinha
(POMERANZ, 1987; CORNELL, 2003; TOSI et al., 2011). Ele é formado por um tecido
de células poligonais e irregulares repletas de granulo de amido e de gliten (BEUX,
1997).

Na farinha de trigo existem dois tipos de proteinas: as ndo formadoras de
gluten, albuminas e as globulinas, e as formadoras de glaten, gliadina e gluteninas,
como mostrada na figura 1 a). As albuminas e as globulinas do ponto de vista
tecnologico ndo sdo muito interessantes, pois ndo contribuem com caracteristicas
importantes que afetem a qualidade dos produtos de panificacdo. A gliadina e
gluteninas se combinam através de ligacGes de pontes de hidrogénio, ligacdes de Van
der Waals e pontes de dissulfeto e formam uma parede proteica de glaten, como
representado na figura 1b). Quando a farinha de trigo entra em contato com a agua
forma uma massa que pode, apos a fermentacéo, reter gas e dar forma caracteristica
aos produtos de panificacdo. A propriedade do glaten € manter a estrutura da massa
através da rede formada que retém o gas carbdnico produzido pela fermentacao,
conferindo elasticidade e maciez em produtos que utilizam farinha. Além disso, é
usado como espessante em molhos, enlatados e embutidos (BOBBIO; BOBBIO,
2001).
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Figura 1 — Formacao do glaten.

a) Representacado da prolamina (gliadina e gluteninas)

Glutening

Glioding

Gluten {glioding + glutenina)

Elaborado por: Quaglia, 1991.

b) Representacdo das ligacdes de pontes de hidrogénio, ligacdes de Van der Waals e pontes de
dissulfeto

Elaborado por: Bobbio; Bobbio, 2001.

Além do trigo, o gluten corresponde a fracao proteica dos granulos centeio,
cevada e aveia (WIESER, 2007) e, consequentemente, em todos os alimentos
derivados e fabricados com estes cereais. As prolaminas sdo responsaveis pela
toxicidade do gluten para pacientes celiacos (VADER et al., 2003). A prolamina de
trigo é a gliadina, a de centeio é a secalina, a de cevada é a hordeina e a de aveia é
avenina (WIESER, 2007).
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O gluten se encontra combinado com o amido em alguns dos cereais que o
contém. O gluten seco contém em torno de 75-80% de proteina, 10-15% de amido e
aproximadamente 5% de gordura (FLINT, 1996).

O amido faz parte da composi¢cdo 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 e cevada (GUTIERREZ et al, 2004).

1.3 LIMITES ACEITAVEIS DE GLUTEN EM PRODUTOS

Os limites aceitaveis de glaten foram definidos através de estudos realizados
com o objetivo de investigar os efeitos da ingestdo de pequenas quantidades de
gliadina por pacientes com doenca celiaca. Os resultados sugeriram que das
dosagens estudadas as quantidades de 10 e 50 mg de glaten por dia foram bem
toleradas, mas que ha uma tendéncia de ocorrerem mudanc¢as na mucosa na dose de
50 mg (CICLITIRA et al, 1984.;CATASSI et al., 2005).

Os pacientes celiacos possuem respostas diferentes a toxicidade e
imunogenicidade as prolaminas, a isto se deve a dificuldade em se estabelecer os
limites aceitaveis de tragos de gluten em amostras livres de gluten (STERN et al.,
2001).

A alta prevaléncia da doenca celiaca e a dificuldade de realizar uma dieta sem
gluten pela populacéo celiaca esta diretamente relacionada a quantidade minima de
gluten que pode ser ingerida (SILVA, 2010). Os produtos direcionados ao consumo
de popula¢des mais vulneraveis a possiveis condi¢cdes adversas a saude, tais como
os celiacos, demandam uma politica de vigilancia mais efetiva como: investir em
conhecimento técnico, em novas metodologias de deteccao de gluten para alimentos
industrializados, execugdo destas metodologias no monitoramento destes como
politica preventiva e uma fiscalizacdo efetiva do produto final, tanto para garantir a

seguridade alimentar quanto o direito a alimentacdo adequada e diversificada.
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1.4 REGULACOES

1.4.1 Regulacdes Internacionais de Alimentos para produtos contendo gluten

Nas ultimas duas décadas, os 6rgdos internacionais de saude tém mostrado
preocupacdo com a qualidade dos alimentos e suas possiveis repercussfes para a
saude dos consumidores, como também no comércio mundial de produtos
alimenticios, seja in natura ou industrializados (GERMANO; GERMANO, 2008).

No ambito internacional, a seguranga alimentar € preconizada por organismos
e entidades como o CODEX Alimentarius criado na década de 1960 pela Organizacao
para Agricultura e Alimentos (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para
desenvolver normas, guias e recomendacdes de boas praticas para a producéo e
comércio de alimentos, tendo como principal finalidade a protecdo a saude da
populacdo, assegurando praticas equitativas no comércio regional e internacional de
alimentos, criando mecanismos internacionais dirigidos a remocédo de barreiras
tarifarias, fomentando e coordenando todos os trabalhos que se realizam em
normalizacéo (INMETRO, 2012).

No final dos anos 70, o CODEX Alimentarius comegou a discutir
recomendacdes para o limite de gluten culminando na Norma CODEX para Alimentos
para Alimentacdo Especial de Pessoas com Intolerancia ao Gluten (CODEX STAN
118-1979), este padrao foi adotado em 1979, alterado em 1983 e revisto em 2008.

Em 2007, mudancgas foram realizadas no projeto da norma e publicadas como
padrao oficial em 2008 (CODEX, 2008).

Na Norma CODEX para Alimentos para Alimentacdo Especial de Pessoas
Intolerantes ao Glaten (CODEX STAN 118-2008), estabelece um novo limite de 20
miligramas por quilograma para produto constituido por alimento naturalmente livre de
gluten e uma quantidade ndo superior a 100 miligrama por quilograma da mistura de
dois ingredientes naturalmente livres de glaten e no alimento processado derivado de
ingredientes fontes de gluten. Assim permitem que mercadorias como granulos,
legumes e sementes contenham uma pequena percentagem de outros granulos,
como resultado de contaminagdes durante a producao (CODEX, 2008).

Segundo a “Food and Drug Administration” (FDA) (U.S.A., 2014) os alimentos
podem ser rotulados “sem glaten”, isto é, quaisquer granulos que ndo sejam 0s

granulos que contém glaten: trigo, centeio, cevada, ou suas variedades hibridas,
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podem ser rotulados como “sem glaten”, se ele se enquadra na defini¢do, incluindo a
presenca de qualquer glaten inevitavel devido a contaminacao cruzada em quantidade
menor que 20 ppm (mg/kg) e em conformidade com o padrdo estabelecido pela
Comisséo do CODEX Alimentarius em 2008. A intencéo da proposta do FDA é realizar
uma avaliagdo de seguranca para a exposicao ao gluten para pessoas com doenca
celiaca, apesar de ser uma ac¢ao voluntaria a rotulagem “sem glaten “ou um logo por
parte do fabricante. Os produtos abrangidos séo todos os alimentos regulamentados
pela FDA, incluindo suplementos alimentares exceto carnes, aves e de determinados
produtos de ovo regulamentado pelo USDA, Departamento de Agricultura dos EUA e
da Secretaria de Fiscalizacdo do Comércio do Alcool e do Tabaco (TTB).

Na Australia, onde as exigéncias sdo mais rigorosas, métodos de teste atuais
podem medir o nivel de gliten em alimentos até menos de 3 partes por milhdo (<
3pmm). Assim, neste pais, alimentos anunciados como sendo "sem gluten", exibindo
o simbolo do grao cruzado ndo devem conter glaten detectavel. Alimentos alegando
ter baixo teor de gluten devem ter gluten em niveis inferiores a 20 mg de gluten por
100 g de alimentos (200 ppm) (Food Standards Australia New Zealand and CODEX
Standards Issue 103, Standard: 1.2.8 Clause 16, 2008).

O Conselho de Alimentacéo e Mantimentos australiano (AFGC) propde que o
Food Standards Australia New Zealand (FSANZ) altere a definicdo de "sem gluten" na
Australia. O AFGC quer que o FSANZ considere que um alimento contendo até 20
miligramas de glaten por quilograma possa ser rotulado "sem glaten”. Isso colocaria a
norma australiana de classificagdo dos alimentos “sem gluten” em conformidade com
as normas britanicas e europeias. Alguns argumentam que 10 miligramas por
quilograma seria mais seguro para celiacos (LEDERMAN, 2013).

A nova legislacéo Europeia, ap0s um periodo de transicao de trés anos, entrou
em vigor em 2012 estabelecendo dois limites adequados ao grau de intolerancia ao
gluten de consumidores afetados pela doenca celiaca. Estes limites cumprem as
normas adotadas pela Comissdao do CODEX Alimentarius adotadas em julho de 2008
(EUROPEAN UNION, 2009).

No Canada, a Food and Drug Regulation (CANADA, 2012) define que a
alegacdo sem glaten é qualquer representacdo em rotulos e na publicidade que
declare, sugira ou impliqgue que um alimento € livre de glaten, que sdo administrados
pelo Ministério da Saude do Canada. O Canada também segue os limites

estabelecidos pelo CODEX Alimentarius.
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No mundo, somente o Japdo e a Suica contemplam casos de contaminacao
cruzada em suas legislacdes e em outros paises nao se tem o controle nestes casos.
(JOHNSON et al, 2011).

Em relacdo ao amido, na legislacdo Argentina, a partir de 4 de novembro de
2002, a Comissao Permanente de Estudo e Atualizacdo do Regulamento de Inspecéo
de Produtos, Subprodutos e Derivados de Origem Animal, ndo permite em presuntos,
paletas e lombos, a adicdo de substancias amilaceas e nem mesmo proteinas
isoladas de soja (PEDROSO, DEMIATE, 2008). Um dos argumentos da legislacao
Argentina é com relacdo ao consumo de presunto por celiacos, pela possibilidade da
presenca de gluten no presunto adicionado de amido de trigo, muito comum naquele

pais.

1.4.2 Regulac¢des Nacionais de alimentos para produtos que contém gluten

O Decreto-lei n° 986, de 21de outubro de 1969 que institui as normas basicas
de alimentos no Brasil define rotulo como qualquer identificagdo impressa ou
litografada, bem como os dizeres pintados ou grafados a fogo, por pressédo ou
declaracgdo, aplicados sobre o recipiente, vasilhame, envoltério, cartucho ou qualquer
outro tipo de embalagem do alimento ou sobre o que acompanha o continente
(BRASIL,1969). Este decreto tem em seu conteudo mais atualizado e detalhado pela
Resolucdo RDC N° 259, de 20 de setembro de 2002, da ANVISA/MS. Dessa maneira
o rotulo é o primeiro contato do consumidor com o produto que esta sendo adquirido
e consumido, portanto, é imprescindivel que ndo exista ilusbes e falsas imagens
construidas em funcéo das informacdes oferecidas por este (BRASIL, 2002b).

A Portaria n® 29, de 13 de janeiro de 1998, de alimentos para grupos
populacionais especificos, além das normas de rotulagem em geral, deve atender as
necessidades fisiolégicas pertinentes como os alimentos para dietas, como restricdo
de proteinas que sao aquelas especialmente elaborados para atender as
necessidades de portadores de erros inatos do metabolismo, intolerancias, sindromes
de ma absorgdo e outros disturbios relacionados a ingestdo de aminoacidos e/ou
proteinas. Estes produtos devem ser totalmente isentos do componente associado,
como o gluten, portanto, ha a necessidade de que a descri¢éo no rotulo seja fidedigna

comprovando a autenticidade do produto (BRASIL, 1998a).



27

A Lei n® 8078, de 11 de setembro de 1990, o cddigo de defesa do consumidor
reforca e amplia os preceitos do Decreto-lei Federal n°® 986 de 21 de outubro de 1969,
considerando-se que o rotulo constitui uma representacéo do produto, tendo em vista
o conteudo do seu artigo 30: Toda informacao ou publicidade, suficientemente precisa,
veiculada por qualquer forma ou meio de comunicacdo com relagcdo a produtos e
servigos oferecidos ou apresentados, obriga o fornecedor que a fizer veicular ou dela
se utilizar e integra o contrato que vier a ser celebrado (BRASIL, 1990a).

No artigo 31 descreve: A oferta e apresentacéo de produtos ou servigcos devem
assegurar informacdes corretas, claras, precisas, ostensivas e em lingua portuguesa
sobre suas caracteristicas, qualidades, quantidade, composi¢cdo, pre¢o, garantia,
prazos de validade e origem, entre outros dados, bem como sobre 0s riscos que
apresentam a saude e seguranca dos consumidores (BRASIL, 1990a).

No Brasil, em virtude das dificuldades para garantir a pratica da dieta isenta de
glaten foi promulgada, em 1992, a Lei Federal N°8. 543, que determina a impressao
da adverténcia “contém glaten” nos rotulos e embalagens de alimentos
industrializados que apresentem em sua composi¢do derivados do trigo, centeio,
cevada e aveia. Assim, os portadores de doenca celiaca podem identificar os
alimentos que ndo devem consumir. No entanto, as embalagens dos produtos que
nao o contém, ndo necessitam, segundo a mesma Lei, virem acompanhadas dos
dizeres ndo contém gluten e, obviamente, podem ser consumidos pelos celiacos.
(BRASIL, 1992).

A RDC N°40, de 08 de fevereiro de 2002 em seu anex o dispde no item 2.1 que
todos os alimentos e bebidas embalados que contenham gliten, como trigo, aveia,
cevada, malte e centeio e/ou seus derivados, devem conter, no rotulo,
obrigatoriamente, a adverténcia “CONTEM GLUTEN” (BRASIL,2002a); 0 mesmo €
disposto na RDC N°259 de 20 de setembro de 2002 qu e prevé nova rotulagem para
alimentos com glaten (BRASIL, 2002b).

Atualmente, a regulamentacéo que vigora € a Lei n°® 10.674, de 16 de maio de
2003, reforca o codigo do consumidor quando se preocupa com 0 riscos que advéem
de mé& informacdo dos rotulos a saude do consumidor obrigando que todos os
alimentos industrializados deveréo conter em seus rotulos e materiais de divulgacao
as inscricdes “contém glaten” ou “ndo contém gluten”, conforme o caso, obrigando as

indUstrias alimenticias a informar nas embalagens de qualquer alimento a presenca
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ou ndo de glaten de forma clara e padronizada, utilizando como medida preventiva e
de controle da doenca celiaca (BRASIL, 2003a).

A RDC N° 137 de 29 de maio de 2003, dispde sobre as adverténcias que devem
estar presentes em bulas e embalagens de medicamentos comercializados no pais
com vistas a dar a qualidade e seguranga aos usuarios e prescritores. Em seu anexo
no item 14 dispde que os produtos que contém o excipiente gliuten em suas
formulacdes, devem apresentar na bula e rotulagem das embalagens secundarias
uma das seguintes adverténcias: “Atencdo aos portadores de Doenca Celiaca ou
Sindrome Celiaca: contém Gluten” ou Atencao: Este medicamento contém Glaten e,
portanto, € contraindicado para portadores de Doenca Celiaca ou Sindrome Celiaca
(BRASIL, 2003Db).

Foi discutida em Consulta publica N° 29 de 05 de junho de 2014, a mudanca
de informacgdes nos rétulos de alimentos, a proposta em andlise foi que a quantidade
de gluten no alimento mude para inferior a 20 partes por milhdo (mg/kg) para que haja
a declaracéo "ndo contém gluten" nos roétulos, entre outros fatores. Contudo, estudos
cientificos mostram que um limite menor € mais seguro para os celiacos (BRASIL,
2014).

A FENACELBRA (Federagdo Nacional das Associa¢fes de Celiacos do Brasil)
pleitearam, através de campanhas, o limite médximo de 10 partes por milhdo (mg/kg)
de gluten para que os alimentos se enquadrem na categoria "livre de glaten” e possam
ser consumidos sem risco pelas pessoas com doenca celiaca (FENACELBRA, 2014).

A proposta de rotulagem atende solicitacdo da Associagdo de Celiacos do
Brasil (ACELBRA), com sede em Sao Paulo, cujo objetivo é proteger pessoas que
sofrem de Sindrome Celiaca, mas ainda ndo € a solugcdo. Ainda se encontra um
namero reduzido de produtos oferecidos para populacao celiaca, principalmente fora
dos grandes centros urbanos, o que dificulta o seguimento da dieta (ALCEBRA, 2014).

Em relacéo ao amido, a legislacao Brasileira ndo permite a adicdo de amido em
nenhum tipo de presunto, ao contrario de paises como Japéo e os Estados Unidos,
cujos presuntos com alta qualidade apresentam este ingrediente em sua formulacéo
(PEDROSO, DEMIATE, 2008). A legislacao brasileira permite, por meio da Portaria
1004 de 1998 (BRASIL, 1998), uma série de polissacarideos para a utilizagdo em
produtos carneos. O amido nao é considerado um aditivo e ndo ha diferenciagcao entre
nativo e modificado. Apesar de o0 presunto ndo poder conter o0 amido em sua

composicao, diversos outros produtos carneos similares comumente apresentam este
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ingrediente, como apresuntados e produtos de massas finas, mortadelas e salsichas.
(BRASIL, 1998D).

1.5 ACOES DA VIGILANCIA SANITARIA E SEGURANCA ALIMENTAR

Os grandes avancos e inovacdes tecnoldgicas tem proporcionado uma oferta
muito grande de produtos alimentares, entretanto, se, por um lado este
desenvolvimento traz muitos beneficios como aumento da producédo, conservacao,
diversificacao, transformacédo da matéria-prima alimentar em produtos adequados ao
consumo humano, atendimento as necessidades nutricionais especificas, por outro
lado, pode trazer problemas decorrentes dessa modernizacéo, quando estes produtos
sao processados, como contaminacéo de natureza técnica ou fraudulenta, alteracéo
da composi¢cdo nutricional e/ou deterioracdo dos alimentos, comprometendo a
inocuidade do produto e sendo prejudicial a saude do consumidor (SPERS;
KASSOUF, 1996; WHO,1991; GERMANO; GERMANO, 2008).

Desde a Segunda Guerra Mundial, a sociedade e o poder publico passaram a
se preocupar com a luta contra a fome e a concepcao de um estado de seguranca
alimentar e bem-estar nutricional, visando a saude do consumidor. A promissora
emergéncia de ideias e estatutos resultou no movimento que busca praticar a
seguranca alimentar como um referencial obrigatorio dos direitos de cidadania
(BATISTA, 2003).

A definicdo de seguranga alimentar estabelece limites e prioridades para as
politicas sociais, considerando que a saude tem como fatores determinantes e
condicionantes, a alimentacéo e servigos essenciais a saude, dentre outros, quando
diz: “a alimentacdo saudavel e adequada € direito de todos e a saude € um direito
fundamental do ser humano, devendo o Estado prover as condi¢des indispenséaveis
ao seu pleno exercicio (BRASIL, 1988).

A Lei n° 11.346, de 15 de setembro de 2006 complementa, a seguranca
alimentar e nutricional € a garantia do direito de todos ao acesso regular e permanente
a alimentos de qualidade, em quantidade suficiente e de modo permanente, com base
em préticas alimentares saudaveis e respeitando as caracteristicas culturais de cada
povo, manifestadas no ato de se alimentar. Dentre os objetivos da seguranca
alimentar estéo listados a disponibilidade de alimentos de qualidade, originados de

formas produtivas eficientes, e a divulgacdo de informacdes ao consumidor sobre
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praticas alimentares saudaveis e possiveis riscos a saude, mediados pelo alimento.
Na mesma lei, 0 artigo quarto incisos Il e V afirma: a seguranga alimentar e nutricional
abrange a promocao da saude, da nutricdo e da alimentacao da populacéo, incluindo-
se grupos populacionais especificos e populacdes em situacdo de vulnerabilidade
social e a produgcdo de conhecimento e o acesso a informacdo. A producdo de
conhecimento e a informacdao faz parte das politicas publicas de satde com o objetivo
de minimizar um nimero crescente de doencas causadas por alimentos contaminados
podendo realizar monitoramento destes a partir do controle da qualidade efetivo de
toda a cadeia alimentar, desde a producdo, armazenagem, a distribuicdo até o
consumo do alimento in natura ao processado, bem como 0s processos de
manipulacdo que se fizerem necessarios (CAVALLI, 2001; ALMEIDA et al, 2006;
GERMANO; BOANOVA; GERMANO, 2009).

A seguranca, dos alimentos que ingerimos, esta interligada com muitas outras
guestdes relacionadas aos modernos métodos de agricultura e ao uso de
agroquimicos como conservantes, pesticidas e fertilizantes. Um alimento disponivel
para o consumo da populacdo deve garantir um consumo seguro ou produtos livres
de contaminantes de natureza quimica, bioldgicas, fisica ou de outras substancias que
possam colocar em risco a populagao (SPERS; KASSOUF, 1996).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude em paises
industrializados, anualmente, mais de 30% das doencas sdo de origem alimentar
(WHO, 2002).

Segundo Eiroa (1989), as toxinfec¢Oes alimentares, enfermidades causadas
pela ingestdo de alimentos contaminados e/ou substancias téxicas, constituem
importante problema sanitario cujo dimensionamento € dificultado no Brasil pela ndo
obrigatoriedade de notificacao de surtos.

Alimentos sdo produtos sujeitos ao controle sanitario devido ao impacto que
causam sobre a saude, tanto pela sua qualidade intrinseca como pelo seu consumo
inadequado (STRINGHETA et al., 2006).

A Lei N° 8.080 de 19 de setembro de 1990, conhecida como a “Lei Organica da
Saude”, dispde sobre as condi¢cbes para a promocao, protecdo e recuperagdo da
saude, garantindo o acesso universal e igualitario a todas as agfes e servicos nesta
area (BRASIL, 1990b).

Na fiscalizacdo de alimentos tem como ponto fundamental o estabelecido pelo

Ministério da Saude em 1993, a partir da Portaria n® 1.428 que editou diretrizes e
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principios para a inspecdo sanitaria, preconizando a ado¢do dos métodos de Boas
Praticas de Producdo em todos os estabelecimentos de producdo e comercializagdo
de alimentos e afins, e assegurando o controle de qualidade dos alimentos pela
Andlise de Perigos em Pontos Criticos de Controle (APPCC) (BRASIL, 1993).

As préticas de Vigilancia sanitaria se estabelecem com base no conceito de
risco, perigo virtual ou ameaca de agravo, relacionado com determinados elementos
que o homem aprendeu a identificar na experiéncia cotidiana. Antes mesmo da
medicina cientifica e do desenvolvimento da epidemiologia e, consequentemente, da
elaboracdo do conceito de risco, estabeleciam-se normas visando proteger a saude
da coletividade (COSTA, 2004).

O termo risco no sentido epidemiolégico diz respeito a probabilidade de
ocorréncia de eventos adversos relacionados a objetos submetidos a controle
sanitario. O risco pode ser encarado como possibilidade ou probabilidade de ocorrer
um perigo ou ameaca. Como perigo ou ameaca, qualquer propriedade bioldgica,
quimica ou fisica de um alimento que cause danos inaceitaveis para a saude do
consumidor (ROZENFELD, 2009).

O risco é um objeto social, como afirma Veyret (2007): “Nao ha risco sem uma
populacdo ou individuo que o perceba e que poderia sofrer seus efeitos. Correm-se
riscos, que sdo assumidos, recusados, estimulados, avaliados, calculados. O risco é
a traducdo de uma ameaca, de um perigo para aquele que esta sujeito a ele e o
percebe como tal”.

Segundo Rosenfeld (2009), a Lei N° 8.080 de 1990, que define Vigilancia
Sanitaria, introduziu o conceito de risco e confere um carater mais completo ao
conjunto das acoes, situando-as na esfera de producéo, harmonizando melhor com o
papel do Estado, em sua funcéo reguladora da producéo econdémica, do mercado e
do consumo, em beneficio da saide humana. Embora as definicdes e interpretacdes
sejam numerosas e variadas, todos reconhecem no risco a incerteza ligada a um
momento futuro, num tempo em que o risco se revelara.

Caso identificados os riscos, é preciso empreender acdes de controle como
fiscalizagOes, uso de legislagcbes pertinentes ao assunto, comunicagao e educacgao
sanitaria, acessar os sistemas de informacdo, o monitoramento da qualidade de
produtos e servigcos e outros.

O monitoramento, que significa controlar mediante acompanhamento ou

observar com propdsito especial, se incorporou ao campo da Saude Publica através
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da area de cuidados intensivos a saude, como coleta sistemética de informagdes, para
alertar quanto a necessidade de intervencdo e deveria funcionar como acao
preventiva a saude da populacéo.

As andlises previstas por lei fornecem subsidios aos 6rgéos fiscalizadores e
completam o conjunto de acdes capazes de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a
saude. A avaliagéo laboratorial como um dos conjuntos de ag¢des devera confirmar
suspeitas, ou dirimir davidas, da fiscalizacdo, quanto a qualidade minima do produto,
ou da matéria prima, estabelecida por lei. As andlises previstas serdo sempre um
complemento a acgéo fiscalizadora (ROSENFELD, 2009).

Serdo compreendidos como riscos a saude os alimentos que contém glaten e
gue nao tem esta informacéo declarada no rotulo, pois a sua ingestdo € danosa a
saude de populacdes celiacas.

Segundo Shank e Carson (1994), o melhor sistema para proteger a saude do
consumidor abrange dois niveis de controle: o de responsabilidade da industria, a
producdo de alimentos seguros; e o0 de responsabilidade das agéncias
governamentais, 0 monitoramento que assegure que a industria cumpra sua funcao.

Na esfera industrial, o controle sanitario, deve ter como objetivo a manutencao
e a higiene das instala¢des, dos equipamentos e dos utensilios; o treinamento do
pessoal técnico com acesso a linha de producdo e os processos de industrializacdo
propriamente ditos, sobretudo, os ingredientes e as substancias quimicas adicionadas
durante a preparacdo dos alimentos (GERMANO; GERMANO, 2011), de forma a
evitar a contaminacao cruzada por gluten.

O termo contaminacgédo cruzada, neste caso, se refere a presenca inevitavel de
gluten em alimentos devido ao contato com um alimento que contém gluten.

A presenca de glaten em um grao, leguminosa, ou semente que é naturalmente
livre de gliten com este tipo de entrelacamento é um exemplo de contaminagéo
cruzada. A pratica tipica de rotacdo de culturas, bem como o uso compartilhado de
equipamentos de colheita, transporte e silos de armazenagem, muitas vezes resulta
em granulos que contém glaten que entram em contato com outros granulos, legumes
e sementes que sdo naturalmente livres de gluten. Além disso, instalacdes de
fabricacdo que utilizam equipamentos de producdo compartilhados para produzir
alimentos com e sem gluten podem causar contaminacdo cruzada. Mesmo o0s
produtos voltados especificamente para o tratamento dietético da doenca celiaca pode

conter pequenas quantidades de proteinas do gluten, seja por causa da contaminacao
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cruzada de cereais, originalmente sem gliten, durante a moagem, armazenamento e
manipulagéo ou por causa da presenca de amido de trigo como ingrediente principal.
E quase impossivel manter uma dieta com um teor de gliten de zero devido a
contaminacao de gluten ser muito comum em alimentos. Gluten "escondido”, usado
como um agente de enchimento proteico, podem ser encontrados em produtos
comercialmente disponiveis, tais como salsichas, sopas, molhos de soja e sorvetes
(CATASSI et al, 1993).

1.6 METODOS DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DO GLUTEN EM ALIMENTOS

A espectrometria de massa, a cromatografia liquida de alta resolucéo,
eletroforese em gel de poliacrilamina, a analise de DNA (acido desoxirribonucleico), e
meétodos imunoldgicos sdo métodos analiticos utilizados para deteccdo de gluten em
alimentos. (SILVA, 2010; JOHNSON et al, 2011).

A cromatografia liquida de alta resolucdo é altamente especifica, uma vez que
tem como padrdo as prolaminas dos cereais para comparacdo, este método tem
sensibilidade e especificidade mais baixa quando comparados com o0s imunoldgicos,
possuem custo mais elevado maior tempo de execucédo, e com frequéncia apresentam
resultados nado confiaveis quando o alimento for processado ou aquecido. A
espectrometria de massa pode ser utilizada como método de triagem para a
cromatografia liquida de alta resolugcdo e o método de PCR (Polymerase Chain
Reaction ou Reacdo em Cadeia da Polimerase) como método de confirmacédo, na
deteccdo do DNA do trigo para a andlise de alimentos onde o método de ELISA
(Enzime Linked Immuno Sorbent Assay) ndo for conclusivo. Os métodos para a
analise de glaten confrontam-se com diferentes problemas, tais como natureza
heterogénea dos alimentos, composicao variavel do glaten e dificuldade de quantificar
produtos processados aquecidos ou quando o gluten estiver parcialmente hidrolisado.
Atualmente, a técnica mais utilizada € o método ELISA, por apresentar baixo custo,
facil execucdo e resultados rapidos, quando comparada com as outras técnicas
(SKERRITT e HILL,1991; VALDES et al, 2003).

O método ELISA também chamado teste ou ensaio imunoenzimatico é
baseado na reacdo especifica de anticorpos com 0s antigenos, no caso as proteinas
e peptideo os toxicos aos celiacos (WIESER, 2007).
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A Comissédo do CODEX Alimentarius sugere o ensaio ELISA-R5 sanduiche de
Mendez como o método Padrdo | para analise de alimentos industrializados, sendo
mais abrangente e sensivel quando comparado com o0s outros meétodos ELISA
(THOMPSON; MENDEZ, 2008; SILVA, 2010), mas permite outros métodos
relevantes, tais como o DNA.

O método ELISA-R5 é baseado no anticorpo monoclonal R5 que reconhece a
sequéncia pentapeptidica toxica QQPFP (glutamina-glutamina-prolina-fenilalanina-
prolina) e que esta presente em todas as fracdes a, B, y € w de gliadinas do trigo,
secalinas da cevada e hordeinas do centeio, e possibilita a detec¢do de até 1,5 ppm
de gliadina ou 3 ppm de gluten das prolaminas do trigo, cevada e centeio, atendendo
o limite estabelecido pelo CODEX (THOMPSON; MENDEZ, 2008; DEUTSCH et al.,
2008; SILVA, 2010). O ensaio utiliza gliadina padrao (IRM-480) e detecta gluten em
alimentos contendo transglutaminase utilizada para o enriquecimento da farinha. O
conteudo de gluten no alimento é calculado levando-se em conta a estimativa de que
50% do gltten esta sob a forma de gliadina (VALDES et al, 2003).

O meétodo ELISA-R5 sanduiche serve apenas para deteccdo de antigenos
maiores, pois ele deve ter pelo menos dois epitopos com uma distancia consideravel,
de forma que os antigenos possam se ligar a ele. Esse ultimo ponto torna a analise
ELISA-R5 sanduiche inviavel para a detec¢cdo de glaten parcialmente hidrolisado,
como em alimentos fermentados, com malte e cerveja (WIESER, 2008). Uma
limitacdo de ELISA tipo sanduiche € ndo medir adequadamente a quantidade de
prolaminas hidrolisadas. Quando a proteina de glaten foi hidrolisado ou dividida em
fragmentos de proteina menores, os péptidos resultantes podem nao conter dois
epitopos ou locais de ligacdo de anticorpo. De acordo com o Working Group on
Prolamin Analysis and Toxicity (WGPAT), essa técnica € mais indicada para medir a
contaminacao de gluten por proteinas intactas e seu diferencial é utilizar o padréo de
gliadina desenvolvido pelo grupo WGPAT (THOMPSON; MENDEZ, 2008; DEUTSCH
et al, 2008; SILVA, 2010).

A técnica PCR, amplifica parte de uma sequéncia especifica de DNA permitindo
o rapido desenvolvimento do estudo de sequéncias de acidos nucléicos e realiza, por
meio de etapas de variagédo de temperatura, a duplicacdo de cadeias de DNA in vitro.
A reacao de amplificacdo de DNA por PCR envolve o uso dos quatro Nucleotideos do

DNA, sequéncias iniciadoras (primers) e uma DNA polimerase termoestavel, sendo
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possivel a obtengcdo de muitas copias de uma sequéncia especifica de acido nucléico,
a partir de uma fita molde (MOLINA; TOBO, 2004; COSTA, 2009).

1.7 MICROSCOPIA DE ALIMENTOS

1.7.1 Histérico

Em 1850, Arthur Hassal demonstrou que com ajuda do microscopico era
possivel diferenciar o café moido da chicéria. Com seu microscopico, Hassal pode
identificar ndo s a chicoria, mas também trigo tostado e outras matérias estranhas
ao café. Escreveu artigos para a revista The Lancet durante o periodo de 1851 a 1854
com base em mais de 2.000 analises, refletindo ndo s6 o grau de adulteracéo entre
alimentos e drogas, mas também avaliando se os produtos eram bons ou maus para
0 consumo e publicou um livro em 1855. Seus estudos provocaram um grande
interesse e uma enorme preocupacao publica que levaram a formacéo, no ano de
1860, do primeiro Ato Legislativo sobre alimentos e Drogas. Este Ato pretendia evitar
a adulteracdo de alimentos e atribuindo aos analistas a tarefa de proporcionar os
meios para isso (FLINT,1996).

Em 1857, Hassal (HASSAL, 1857) publicou seu segundo livro Adulterations
Detected em que dava instru¢des Unicas para a deteccdo de fraudes em alimentos e
medicina. O livro inclui recomendacfes para a eleicdo do microscopico e dos meios
de montagem sensivel para observar os detalhes morfolégicos, nesta obra o Unico
meio de coloracdo que se menciona é a solucéo de iodo. Os métodos eram rapidos,
Hassal calculou que utilizando o microscopio para observar a estrutura dos tecidos e
0s testes quimicos sensiveis para detectar os adulterantes inorganicos, se podiam
analisar cem amostras semanalmente.

Em 1909, Clayton fez a revisdo e ampliou a segunda parte da publicagao de
Hassal relativa a microscopia (CLAYTON, HASSAL, 1909). Clayton incorporou
coloracdo para gorduras e proteinas, descritas por Greenish (1903). Neste texto,
Greenish inclui dados de medidas como ajuda para identificacdo de alimentos,
indicando a categoria de tamanho dos granulos dos amidos comerciais e a altura das
células palicada em legumes em p0. O livro de Greenish (1903) originou, em seguida,
a obra “Anatomical Atlas of Vegetable Powders” (GREENISH, COLLI,1904) com Colli

como coautor, que ainda é utilizado nos dias de hoje.
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A obra mais completa sobre a estrutura dos alimentos sdo quatro volumes
ilustrados, escritos na década de 1930 por Winton e Winton (1932-1939).

Em 1923 inicialmente foi editado o livro “Analytical Microscopy” (WALLIS,
1923), que foi ampliado em 1957 e teve a terceira edicdo publicada em 1965, que
serve de guia para analistas interessados em como utilizar melhor o microscopio para

analises de alimentos, agua, especiarias e drogas.

1.7.2 Definicédo e Aplicacao

A andlise microscopica de um produto alimenticio tem como objetivos identificar
0os elementos histologicos que compdem o produto e isolar e identificar matérias
estranhas ou sujidades. A analise histologica visa garantir ao consumidor adquirir
produtos que contenham os ingredientes declarados no rétulo, enquanto na anélise
de matérias estranhas, a auséncia destas ou baixos niveis para alguns contaminantes
indica que o alimento foi produzido atendendo as boas praticas de fabricacdo. A
analise de identificacdo dos elementos histologicos vegetais permite constatar a
identidade do produto e detectar fraudes. A identidade pode ser definida como os
constituintes caracteristicos do produto que estdo declarados no rétulo, enquanto
fraudes séo os elementos estranhos ao produto (RODRIGUES et al, 1999).

A microscopia de alimentos tem como finalidade o estudo e a identificacdo de
espécies vegetais empregadas na elaboracdo de produtos alimenticios
tecnologicamente processados. Trata-se de uma ciéncia aplicada que emprega
conhecimentos de botanica (morfologia, anatomia e taxonomia), de quimica analitica
e de entomologia. Segundo Menezes (1949), a histologia caracteristica para cada
substancia propicia ao microscopista a identificacdo do produto e a avaliacéo do grau
de pureza do mesmo.

A identificacdo e avaliacdo microscopica de ingredientes ou misturas que o0s
contenham, sdo efetuadas principalmente por meio de dois métodos distintos: a
observacédo das caracteristicas macroscépicas ou microscépicas. O primeiro método
€ 0 mais usado, requerendo pouca prepara¢do da amostra e depende basicamente
da habilidade do analista em identificar os constituintes, pela sua forma, cor, tamanho
da particula, textura, dureza, brilho, odor, sabor, e outros. O outro método depende

do conhecimento da estrutura celular de tecidos animais e vegetais. Ambos podem
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ser usados independentemente, embora os melhores resultados sejam obtidos com a
sua combinagéo (AAFM, 1978).

Segundo Olga Flint, os ingredientes dos alimentos e dos produtos alimenticios
se tem estudado essencialmente mediante analises quimicas, contudo, a microscopia
se utiliza desde ha muito tempo como ferramenta a avaliagcdo da qualidade dos
alimentos (FLINT, 1996).

Para a analise microscoépica se utiliza o instrumento de éptica que nos da a
imagem aumentada do objeto. Quando constituido por apenas um sistema de lentes
é considerado simples; por dois ou mais sistemas de lentes chamado composto. Neste
instrumento geralmente se usam preparados corados, que sdo observados por
transluminacéo. A sequéncia dos raios luminosos desde a fonte de luz até o olho do
observador comeca no condensador projetando um raio de luz sobre o objeto; a
objetiva projeta uma imagem aumentada do objeto, em direcdo a ocular, que
novamente amplia a imagem e a projeta sobre a retina, sobre a tela ou sobre a chapa
fotografica. A ampliacéo total dada por uma combinacao de lentes é igual ao aumento
da objetiva multiplicado pelo aumento da ocular. A nitidez e riqueza de detalhes da
imagem € dada pelo limite de resolucdo do sistema Optico do microscopio, esta
propriedade depende da objetiva. O limite de resolugdo de um sistema 6ptico, sua
capacidade de separar detalhes, € a menor distancia que deve existir entre dois
pontos para que aparecam individualizados (BRADBURY, 1989).

Um outro instrumento que é utilizado na microscopia, principalmente na
identificacdo de amido é o microscopio de polarizacdo. O microscopio de polarizacao
€ um microscopio composto de platina rotatéria, a qual foram acrescentados dois
polarizadores: um localizado abaixo da platina, polarizador, e outro, acima dela, junto
a ocular, analisador. Polarizador e analisador estéo colocados de tal maneira que suas
secdes principais estdo cruzadas, isto €, se cortam perpendicularmente. Nessas
condicbes, 0 observador ndo vé nenhuma luz na ocular, chamado de campo escuro.
Quando se coloca na platina um corpo amorfo, essa situagao nao se altera, porque a
luz ndo sofre modificacdo. O contrario se d4 quando observamos um corpo cristalino
ou birrefringente. Dependendo da orientacdo desse corpo na platina, a luz brilha com
maior ou menor intensidade. O microscopio de polarizacéao serve, pois para distinguir
as substancias monorrefringentes das substancias birrefringentes. Podem também

estudar perfeitamente estruturas duras de tipo cristalino ou semicristalino como tecido
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0sseo, dentes, cuticulas dos invertebrados, formacdo celulésica, como madeira e
estruturas de simetria linear, como as fibras colagenas, fibras musculares, fibras
nervosas, fibrilas intracitoplasmaticas, cilios, flagelos, estruturas de sistema radiaria,
como os granulos de amido e as goticulas lipidicas (BRADBURY, 1989).

A preparagdo para 0 exame microscopico visa facilitar a visualizacdo das
particulas e pode obedecer 0s seguintes processos: separacdo por peneiramento ou
tamisacao, flotacdo, remocao de gordura, quantificacdo (HUSS,1975; KHAJARERN
et al, 1987).

A microscopia constitui um método rapido,efetivo, , dispensa equipamentos de
alto custo, excelente ferramenta para auxiliar na analise laboratorial,proporcionando
uma informacdo que complementa a fornecida pelas analises fisicos e quimicos. Ao
mostrar a distribuicdo e o estado fisico dos constituintes, particularmente dos amidos,
0 microscopico oOptico fornece uma explicagdo visual de como os alimentos com
composicdo quimica similar possuem estruturas muitos diferentes. Utilizada cada vez
mais para estudar a influéncia dos ingredientes e as condi¢cdes de processado na
estrutura dos alimentos (FLINT, 1996).

1.8 AMIDO

O amido é um polissacarideo formado por dois tipos de polimeros de glicose: a
amilose e a amilopectina, com estruturas funcionais diferentes. A amilose € uma
molécula linear com unidades de D-glicose unidas por liga¢des glicosidias a-1,4, com
grau de polimerizacéao de 200 a 3000, dependendo da fonte de amido. A amilopectina
€ uma molécula mais abundante nos diferentes tipos de amido, € um polimero maior,
altamente ramificado, com, em média, 10.000 — 100.000 unidades de D-glicose unidas
por ligacdes a-1,4 e nos pontos de ramificagdo unidas por ligagbes a-1,6, as quais
ocorrem a cada 20-25 unidades de glicose (FRENCH,1973; GUILBOT; MERCIER,
1985).
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Figura 2: Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b)
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Elaborado por: Corradini, E. et al, 2005.

O amido de milho contém cerca de 27% de amilose e 73% de amilopectina, no
trigo 26% de amilose e 74% de amilopectina, na mandioca 17% de amilose e 83% de
amilopectina.

O amido é fonte de carboidratos, obtido de diversas fontes vegetais e
representa 70 a 80% da composi¢cdo dos granulos de cereais e esta presente nas
raizes e nos tubérculos, e também de frutas e legumes, no entanto, a extracdo
comercial de amido se restringe aos cereais, raizes e tubérculos (FRENCH, 1973;
GUILBOT; MERCIER, 1985). Os amidos apresentam-se como pos finos de coloracéo
esbranquicada. E encontrado na maioria dos alimentos sendo responsavel pelas
propriedades tecnoldgicas que caracterizam grande parte dos produtos processados
(GALLANT,1992). O amido de milho (Zea mays L., Poaceae), amido de arroz (Oryza
sativa L., Poaceae), amido de trigo (Triticum aestivum L., Poaceae), amido de
mandioca (Manihot utilissima Pohl, Euphorbiaceae) e amido de batata (Solanum
tuberosum L., Solanaceae) sédo considerados oficiais pela Farmacopeia Brasileira,
2010.

De todos os polissacarideos, o amido é o unico produzido em pequenos

agregados individuais, denominados granulos, acumulando-se nos cloroplastos



40

durante o processo de fotossintese, servindo como fonte principal para a sintese de
sacarose citosolica durante a noite, auxiliando o metabolismo e crescimento da planta.
Essa sacarose é entdo transportada para os 6rgaos de armazenamento das plantas,
como sementes, frutas, tubérculos e raizes, sendo formado nos plastideos ou plastos
das plantas superiores (VANDEPUTTE; DELCOUR, 2004; TESTER et al., 2004).

No interior dos aminoplastos, onde sao produzidos os amidos, a amilose e
amilopectina sdo sintetizados dando lugar a formacdo de granulos de amido que
apresentam um certo grau de organizacdo molecular, o que confere aos mesmos um
carater parcialmente cristalino, ou semicristalino, com graus de cristalinidade que
variam de 20% a 45% (YOUNG, 1984). Alem das diferencas na estrutura granular,
tém-se as diferencas nas propriedades fisico-quimicas e na qualidade dos produtos
finais (VAN HUNG, MAEDA, MORITO, 2006).

A cristalinidade do amido esta relacionada com o componente amilopectina, o
qual é radialmente orientado no granulo, enquanto as regibes amorfas séo
principalmente representadas pela amilose (CAMERON; DONALD, 1992;
RATNAYAKE; JACKSON, 2007). Variagcbes nas propor¢cdes entre amilose e
amilopectina podem resultar em granulos de amido com propriedades fisico-quimicas
e funcionais muito diferentes, que podem afetar as suas aplicacbes industriais.
Existem no granulo zonas de maior resisténcia a penetracdo da agua e a hidrélise,
indicando regides em que ha maior niumero de ligagdes entre as moléculas, formando
camadas cristalinas (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

As camadas cristalinas e semi-cristalinas se superpéem ao redor de um ponto
que € denominado “hilo ou hilum”, formam anéis de crescimento que em continua
repeticdo, tornam-se progressivamente mais finos na medida em que avancam para
o exterior do granulo (KOOSSMANN; LLOYD, 2000), podendo nao ser vista em alguns
granulos de amido. Pelo caréacter cristalino ou semicristalino, os granulos de amido
apresentam a birrefringéncia quando observados em microscépio Optico sob luz
polarizada. A parte linear das moléculas de amilopectina forma estruturas helicoidais
duplas, estabilizadas por ligacbes de hidrogénio entre grupamentos hidroxila dando
origem as regides cristalinas dos granulos. A regido amorfa é composta pelas cadeias
de amilose e pelas ramificacdes da amilopectina (SOUZA; ANDRADE, 2000).

O “hilum” ou hilo é considerado o ponto original de crescimento do granulo,

onde se inicia o processo de deposicédo de amido no aminoplasto (DENARDIN; SILVA,
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2009; TESTER; KARKALAS; QIl, 2004). A estrutura do granulo de amido é
apresentada na figura 3 com hilo e camadas, estrias ou lamelas.

Figura 3 Estrutura interna do granulo de amido
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Elaborado por: Parker e Ring, 2001.

Estas diferencas de quantidade de amilose e amilopectina do amido afetam a
reacao com o iodo. Na presenca de agua a grande estrutura helicoidal da amilose fixa
0 iodo dando uma cor azul intensa. As ramificacbes da molécula de amilopectina
formam hélices muito curtas e os amidos serosos que ndo tem amilose apresentam o
iodo uma cor avermelhada. Esta cor apresenta os amidos hidrolizados, dextrinas, que
contem cadeias curtas de amilose. Por estas razfes, o iodo € um reativo util para a
identificacdo de amidos com um alto teor de amilopectina, amidos céreos, e para 0

surgimento de mudancas que se produzam durante o cozimento (JANE et al, 1999).
1.8.1 Identificagao dos granulos de amido

Na analise microscopica devem ser observadas caracteristicas como forma,
presenca de lamelas, tipo de hilo e estado de agregacdo, complexo com o0s
polissacarideos, principalmente amilose. As estrias aliadas ao tamanho e a forma dos
granulos, podem servir de meio de identificacdo microscopica da origem botanica do
amido (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Para sua identificacdo os amidos ou féculas podem ser classificados: 1. Quanto
a forma: esféricos — discoides, globulares ou lenticulares; ovoides ou piriformes;
poliédricos ou poligonais; elipsoidal; reniformes e truncados; 2. Quanto a estrutura:

homogéneos e estratificados; 3. Quanto ao tipo de hilo: puntiforme; linear; cruciforme;
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estrelado; circular; poliédrico; 4. Quanto ao estado de agregacao: simples ou isolado;
composto — agrupado, agregado ou composto (BEUX, 1997).

As caracteristicas fisicas dos granulos de amido entre as quais a forma e
tamanho, variam de acordo com a fonte botanica. Para cada cereal existe um tipo de
amido com caracteristicas especificas quando visualizadas microscopicamente. A
posicdo e a forma do hilo sdo importantes na identificacdo do grédo de amido, bem
como a centralidade ou ndo das camadas concéntricas. As estrias ndo sédo téo
evidentes em todos os amidos, mas a posi¢ao do hilo normalmente se pode ver em
meios de montagem aquosos, apresentando-se como um ponto ou, as vezes, COmo

uma ruptura em forma de estrela.

1.8.2 Principais caracteristicas microscopicas dos granulos de amido em diferentes

espécies vegetais

O amido de trigo apresenta dois tipos de granulos: os maiores séo lenticulares
quando vistos de frente ou biconvexos quando vistos de lado, arredondados ou
ovalados, com estrias pouco visiveis e hilo pontuado em raros granulos (Figura 4). Os
menores tém forma arredondada ou ligeiramente poligonal. Em média medem 20 a
30 ym (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 4: Granulo de amido de trigo.

Elaborado por: Clayton e Hassal, 1909.
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Amido de centeio (Figura 5) € constituido por uma mistura de granulos muito
pequenos e de granulos um pouco maiores, de forma discoides, com hilo radiado
(BEUX, 1997).

Figura 5: Granulo de amido de centeio.

Elaborado por: Clayton e Hassal, 1909.

Amido de cevada (Figura 6) é constituido por granulos de diversos tamanhos,

forma lenticular, estrias distintas, com hilo linear (BEUX, 1997).

Figura 6: Granulo de amido de cevada.

Elaborado por: Clayton e Hassal, 1909.
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Amido de aveia é constituido por granulos de amido ovais ou arrendodados,
compostos, de tamanho entre 35 e 45 ym (Figura 7). Estes granulos compostos

resultam da aglomeracédo de 5 a 200 granulos simples, corados com lugol tornam-se
azul- violaceos (BEUX, 1997).

Figura 7: Granulo de amido de aveia.

Elaborado por: Clayton e Hassal, 1909.

No amido de arroz (Figura 8) os granulos sao muito pequenos, poliédricos, com
angulos agudos e arestas retas, comumente reunidos em grupos, com diametro de 2
gm a 10 ym (4 um a 6 um, em média). Os granulos arredondados séo raros e o hilo

frequentemente esta ausente ou aparece como diminuta pontuacdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Figura 8: Granulo de amido de arroz.

Elaborado por: Clayton e Hassal, 1909.
A fécula de batata os granulos sédo simples, irregularmente ovoides ou
subesféricos, raramente agrupados aos pares ou trios, caracteristicos (Figura 9). Os

granulos ovoides sao desigualmente alongados ou triangulares, de 30 um a 100 ym
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de diametro. Os granulos subesféricos medem de 10 ym a 35 uym. O hilo é pontuado
excéntrico disposto na parte mais estreita do grdo, com estrias bem nitidas e
concéntricas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 9: Granulo de fécula de batata.

Elaborado por: Clayton e Hassal, 1909.

Na fécula de mandioca (Figura 10) os granulos variam de 25 ym a 35 ym de
diametro, irregularmente arredondados, em forma de dedal, de esfera truncada em
uma ou varias faces, com hilo pontuado, linear ou estrelado, central e bem nitido
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 10: Granulo de fécula de mandioca.

Elaborado por: Clayton e Hassal, 1909.

O amido de milho é formado por uma mistura de granulos de duas formas.

Quando provenientes da periferia do albumen sao poliédricos, fortemente
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comprimidos, mostrando hilo arredondado, rachado ou estelar e medem, em média,
14 pm a 20 ym de didmetro (Figura 11). Quando oriundos da parte mais central do
amido mostram contorno pouco anguloso, irregularmente arredondado e sé&o
alongados, ovéides ou piriformes e com o hilo maior; e medem, em média, 10 ym a
35 ym. Os granulos menores agrupam-se, por vezes, assemelhando-se a granulos
compostos, como observado na figura abaixo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 11: Granulo de amido de milho.

Elaborado por: adaptado Farmacopeia Brasileira, 2010

Outros detalhes fisicos que ajudam na identificacdo dos amidos sdo a aparéncia
do amido quando observado entre polarizadores cruzados, a posicdo do hilo e a
presenca de estrias nos granulos. Estas diferencas sdo Uteis para distinguir, por
exemplo, o amido de arroz do amido de trigo que tem granulos muito similares em
forma e tamanho. Todos os amidos intactos sao birrefringentes e mostram uma
caracteristica a Cruz de Malta quando se observam entre luz polarizadores cruzados.
O hilo se situa no centro da cruz, sendo fécil encontrar sua posi¢cdo em qualquer tipo
de preparacédo (FLINT, 1996), alguns amidos s&o mostrados na figura 12.
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Figura 12: Caracteristicas morfoldgicas dos granulos de amidos e fécula dos alimentos quando

séo observados com iluminacgéo intensa e entre polarizadores cruzados.
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Elaborado por: Adaptado de Flint ,1996.

No quadro 1 podemos observar as principais caracteristicas microscopicas dos
granulos de amido e féculas.

Quando o amido cru € danificado mecanicamente, como na moagem de
cereais, a birrefringéncia dos granulos danificados se altera. Observa-se em um meio
de montagem oleoso a perda da intensidade ficando os bracos da cruz de Malta mais
difusos; em um meio de montagem aquoso os granulos danificados se incham
perdendo-se em um maior grau sua birrefringéncia residual. Estdo faltando no
danificados maior birrefringente residual. A maioria dos amidos comerciais contém
uma pequena deterioracdo por que sofreu danos térmicos produzidos durante a

secagem do amido através de sua separacao por via umida (FLINT, 1996).
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Quadro 1: Principais caracteristicas microscopicas dos granulos de amido e de féculas

Amido Forma Aparéncia entre Hilo Agregados Estrias
Tamanho polarizadores
cruzados
Trigo Duas formas de Cruz marcada Central, Nenhum Pouco
tamanho: pequeno definidas
esférica, 3-7
um
lenticular 15-30
Mm
tamanho
maximo 50 um
Cruz marcada
Cevada Lenticular Linear Nenhum Pouco
Tamanho definidas
maximo 30 um
Cruz marcada
Centeio Arrendodada Radiado (3-5 Nenhum Pouco
raios) definidas
Aveia Poligonal 10 Cruz marcada Central, Numerosos Indefinidas
Mm pequeno
Milho Poliédrica e Cruz bem Central e Nenhum Indefinidas
arrendodado marcada estrelado
10 -15 um
Arroz Poligonal, 5-8 Cruz bem Ponto central Irregulares Indefinidas
gm marcada pseudo-
compostos
Mandioca Esféricas Cruz bem Ponto central Presentes Indefinidas
irregular, 25- 35 marcada 2 a 3 granulos
pum
Batata Duas formas de Cruz bem Ponto Nenhum Definida
tamanho: marcada e intensa | excéntrico na
arredondadas extremidade
10-35 um menor
ovdide 30-100
um

Elaborado por: Adaptado de Farmacopeia Brasileira, 2010 e Beux,1997
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1.8.3 Propriedades fisicas do amido: Gelatinizagdo e Retrogradacéo.

O amido é praticamente insolavel em agua fria, podendo absorver até 30% do
seu peso, com pequeno aumento do volume dos granulos. Quando aquecido,
aumenta enormemente a quantidade de agua absorvida. Com isso, 0 volume dos
granulos aumenta, passando a ocupar todo 0 espaco possivel. Durante esse
processo, parte da amilose de menor peso molecular podera ter passado a solucao.
Toda a agua estara ligada as cadeias de amilose e amilopectina, ou presa nos
espacos entre os granulos, formando uma solucdo com amilose. A amilose é
especialmente sensivel a retrogradacao, j& a amilopectina, por conter uma cadeia
mais complexa, apresenta limitada capacidade de reassociacdo de sua estrutura
quimica (VAN SOEST, 1994). A viscosidade do sistema aumenta até 0 maximo e a
transparéncia também. Tem-se uma solu¢éo viscosa de amido. Se o aquecimento for
prolongado a temperatura acima de 100, a viscosid ade da solu¢do pode diminuir
pela destruicdo de granulos, ou seja, as estruturas naturais desaparecem e sobram
somente moléculas livres hidratadas (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

Ao se resfriar, alguns polimeros de amilose e amilopectina solubilizados
comecgam a se reassociar, formando um precipitado ou gel. O gel sera mais ou menos
duro, conforme a proporgéo e o tipo de amido, ocorrendo um aumento na opacidade
da pasta. Este processo é chamado retrogradacéo referencias e ocorre aumento da
viscosidade. Dependendo do tipo de amido, da fonte botanica, ou se é um amido
natural ou modificado, do nivel de sélidos, do pH e do regime de aquecimento, varios
perfis de gelatinizacdo e empastamento podem ser gerados
(THOMAS; ATWELL, 1999).

A retrogradacéo € basicamente um processo de cristalizacdo das moléculas de
amido que ocorre pela forte tendéncia de formacdo de pontes de hidrogénio entre
moléculas adjacentes. A associacdo das moléculas do amido propicia o
desenvolvimento de uma rede tridimensional mantida coesa pelas areas cristalinas.
Esta rede é formada por granulos de amido parcialmente inchados e componentes do
amido em solucdo. A formacdo desta rede durante o resfriamento resulta no
aparecimento de gel (HOOVER, 2001). Com o tempo, este gel formado tem a
tendéncia de liberar agua. Esta liberacdo de agua € conhecida como sinérese e é
comumente encontrada em alguns produtos como molhos em geral (CEREDA et al.,

2001). Devido a retrogradacéo se potencializar em temperaturas de refrigeracdo, a
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sinérese é frequente em produtos refrigerados e congelados. E importante lembrar
gue amidos de diferentes fontes botanicas retrogradam em diferentes valores de
temperatura (CEREDA et al, 2001). Para cada amido, temos um intervalo de
temperatura de gelatinizacdo caracteristico, correspondente ao ponto de maxima
viscosidade da solucdo. Este intervalo de temperatura € medido a partir do inicio do
desaparecimento das zonas cristalinas do granulo até seu fim, visivel em microscépio
com luz polarizada (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

De acordo com Silva et al. (2006), a analise de resisténcia a ciclos de
congelamento e descongelamento € importante para caracterizar um tipo de amido
em termos de sua aplicabilidade em alimentos que devem ser refrigerados e/ou
congelados, visto que a liberacdo de agua é geralmente prejudicial a qualidade do
produto final. Amidos ricos em amilose mostram inchamento e solubilidade restritos,
mesmo ap6s um periodo prolongado de aquecimento (LEACH; McCCOWEN;
SCHOCH, 1959).

Amidos reticulados, quando em estado nativo, ou seja, quando estdo se
gelatinizando, reagem fracamente com iodo, dando apenas um castanho claro ou cor
de palha com a cor diluida de iodo. Amido modificado depois de gelatinizado com
iodo d& uma cor purpura avermelhada (FLINT, 1996).

Olga Flint estudou os efeitos que tém os ingredientes adicionados sobre a
gelatilizacdo do amido que séo de grande importancia. Ela cita que sua influéncia é
tal que com pequeno numero de ingredientes como farinha, acucar, gordura
empregados na elaboracdo de produtos de padaria, podem obter-se uma enorme
variedade de texturas. Muitas das diferencas de textura entre as massas, pastéis e
biscoitos, se deve ao estado dos granulos de amido que os contém, observado no
figura 13 .Os diferentes graus de gelatinizacdo do amido mostrados no figura 13 se
deve as variacdes na disponibilidade de agua. O acucar diminui a disponibilidade de
agua e também o faz com a gordura, recobrindo os granulos de amido. Isto explica
porque o amido nas massas de pastelaria esta menos gelatinizado que o pao, ainda
gue namassa de pastelaria contém mais agua que em uma massa de pdo. A presenca
de amido nativo observa-se nas camadas exteriores dos bolos e biscoitos porque os
produtos sem cozimento contém uma quantidade muito pequena de agua, o que
permite que as camadas exteriores se desidratem no forno antes de que alcance a
temperatura de gelatinizacéo. A proteina € importante na estrutura do pao; o gluten

proporciona a estrutura responsavel da retencao do dioxido de carbono nas primeiras
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fases do cozimento. Posteriormente, o calor, desnatura a proteina e gelifica o0 amido
que é responsavel na formacéo final. Nos biscoitos, a proteina é responsavel pela
estrutura inicial que se forma, a estrutura final depende em grande parte da presenca
de granulos do amido uniformemente inchados. As casquinhas de sorvete tém uma
estrutura totalmente diferente. Em lugar da estrutura de proteina que prende 0s
granulos de amido gelatinizados, possuem uma matriz de amido gelatinizado que
perdeu muito de sua medida de granulosidade, prende o ar, salvo, as goticulas de
Oleo e as particulas de proteina. Este tipo de estrutura € também tipica de alguns
produtos extrusados quente, as torradas, 0s cereais para dejejum e 0s biscoitos

salgados para aperitivos (FLINT, 1996).

Figura 13 : Estado do amido de trigo em produtos de padaria.
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1.8.4 Aplicacdo da identificacdo de amidos

O amido quando extraido de plantas, sem alteracdo, denomina-se nativo, tendo
ampla utilizacdo em diversos setores como industria téxtil, de papel, farmacéutica,
siderurgica, plastica e alimenticia (CEREDA, 1996). Serve de matéria-prima para a
fabricagcdo de xaropes, dextrose, dextrinas e adogantes com alto teor de frutose
(AMBROSI et al, 2000), servindo de goma na fabricacdo de papéis e tecidos e em
lavanderia. O amido € empregado pela industria alimenticia como ingrediente em
alimentos processados, sendo esta uma de suas principais areas de aplicacgao.

O amido de mandioca pode ser utilizado em diversos setores econdmicos, tais
como siderurgia, metalurgia, industria téxtil, industria de papel, além das industrias
farmacéuticas e de alimentos. O amido é um dos polimeros naturais, amido de
inhame, com maior potencial de aplicagdo no desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis, por ser renovavel e obtido a partir de diversas fontes a baixo custo
(SANTOS, 2009).

A caracterizacdo de amido tem fornecido dados para a utilizacdo de amidos
de diferentes fontes vegetais em varias areas de aplicacfes, desde a alimentagéo
humana até a utilizacdo do polimero para producao de filmes biodegradaveis
(NUNES; SANTOS; CRUZ, 2009).

A producdo de amidos modificados é uma alternativa que vem sendo
desenvolvida ha algum tempo com o objetivo de superar uma ou mais limita¢cées dos
amidos nativos e assim aumentar a utilidade deste polimero nas aplica¢des industriais
(LEONEL, JACKEY, CEREDA, 1998).

Segundo Freitas (2002), granulos de amido podem ser usados na identificacao
e analise de materiais arqueoldgicos vegetais.

Segundo Menezes (1949), a histologia caracteristica para cada substancia
propicia ao microscopista a identificacdo do produto e a avaliagdo do grau de pureza
do mesmo.

As caracteristicas morfologicas dos amidos podem ser utilizadas para sua
identificacéo e/ou constatacao de fraudes em alimentos. Produtos s&o frequentemente
adulterados por adigdo de outras substancias como adi¢céo de farinhas inferiores em
farinha de trigo, de farinha de trigo com raspas de mandioca em pées de sémolas e

amido no iogurte para aumentar seu volume e espessamento (EVANGELISTA, 1989).
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Os adulterantes mais comumente usados desde a década de 80, auge da
adulteracao de café no Brasil, sdo milho, cevada, trigo e centeio, em concentracdes
que variam entre 20 e 40%. A deteccdo de fraudes por microscopia 6tica € muito
utilizada para café em pé desengordurado e tamisado (AMBONI, 1999).

Leonel (2007) descreve que o tamanho e a forma de granulos de amido estao
entre os fatores de importancia na determinagcéo de usos potenciais de amidos. Por
exemplo, granulos pequenos (2,0 um) podem ser usados como substitutos de gordura
devido ao tamanho ser semelhante ao dos lipideos. Outras aplicacbes, nas quais o
tamanho dos granulos é importante, é a producéo de filmes plasticos biodegradaveis
e de papéis para fax.

Uma adulteracdo que ocorre frequentemente no leite € a fraude por adicédo de
agua. Este procedimento causa alteracdes na crioscopia, densidade, acidez e teor de
sélidos. Este tipo de fraude, contudo, geralmente é acompanhado da adi¢cdo de
reconstituintes de densidade como o sal, o agucar, o amido de milho comercial e a
farinha de trigo, utilizados na tentativa de mascarar as alteracbes promovidas pela

agua acrescentada (RIOS et al, 2011).

1.9 Métodos de Triagem

Os meétodos rapidos surgiram a partir da década de 70, como consequéncia da
necessidade de se abreviar o tempo necessario para a obtencdo de resultados
analiticos sensiveis e especificos, se comparados as técnicas convencionais. As
avaliacbes dos mesmos, mostram que o bom desempenho desses métodos esta
relacionado com o tipo de alimento, isto pode ser atribuido, na maioria das vezes a
composi¢cdo quimica do alimento, por isso, € aconselhavel executar estudos
comparativos para assegurar a eficiéncia da analise. Tais métodos também podem
oferecer economia de espaco e materiais, aumentando a produtividade laboratorial,
alternando a necessidade de rapidez dos resultados, em face do alto volume de
alimentos a disposicdo do consumidor em curto espaco de tempo (SILVA, 1996;
HAJDENWURCEL; SOUZA,1998; FRAQUEZA, 2002).

Os sistemas de triagem séo planejados para minimizar ou eliminar o tratamento
da amostra ou uso de equipamentos da amostra ou uso de equipamentos custosos,
ou ambos. Como caracteristicas e vantagens dos métodos rapidos, pode-se

enumerar: métodos de resposta e decisdo rdpidas consequentemente reducdo do
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tempo de andlise (ADAB et al., 1999), diminuicdo do processamento de um grande
namero de amostras — substancias toxicas ou poluentes simplificando as tarefas
envolvidas na analise, diminuicdo das operacfes preliminares de um processo
analitico convencional — erros sistematicos, diminuicdo do uso permanente de
instrumentos dispendiosos e de alto custo de manutencdo, menor tempo de retencao
do produto na industria, facilidade de leitura dos resultados, especificidade e maior
sensibilidade de alguns métodos quando comparados com os métodos convencionais,
somente amostras positivas serdo utilizadas para quantificacdo nesses instrumentos
( MUNOZ —OLIVAS, 2004).

Contudo, ao se escolher e implantar os métodos rapidos deve se levar em conta
parametros como precisdo, custo, tempo de andlise, aceitabilidade pelos 6rgéaos
oficiais, simplicidade de operagcdo, assisténcia técnica dos fabricantes e
disponibilidade de espac¢o no laboratério. Porém, segundo Feng (1995), os métodos
rapidos aprovados pelos 6rgaos oficiais podem ser utilizados somente para controle,
sendo que os resultados negativos sdo considerados como definitivos, mas resultados
positivos sdo considerados presuntivos e devem ser confirmados por métodos
padrbes. No caso de métodos qualitativos, a avaliagdo de parametros como
seletividade e limite de detec¢do € fundamental para o conhecimento de seu potencial
aplicativo e limitacbes (SANCHES et al, 2006).

Estima-se que até dez por cento dos ensaios executados a cada ano no mundo
inteiro sejam desnecessarios, com desperdicio de recursos financeiros e de méo de
obra qualificada (HIGSON, 2009). Para evitar tal desperdicio, métodos mais simples
podem ser utilizados para triagem, podendo fornecer informagdes que permitam
direcionar a analise. Os métodos mais rapidos sdo mais acessiveis e de menor custo
guando comparados aos metodos mais sofisticados.

Na analise de alimentos, o exame microscopico é de todos os métodos
analiticos o que pode mais rapidamente proporcionar informac¢des de fundamental
importancia qualitativa levando a uma conclusao real e satisfatéria na identificacao
desejada (FLINT, 1996). Menezes também afirma que exame microscopico, quando
aplicavel, é uma técnica rapida, de baixo custo e eficiente nas identificacdes
desejadas fornecendo laudo diagnéstico conclusivo em analises bromatoldgicas
(MENEZES, 1949).

E uma andlise de baixo custo frente as técnicas imunoenzimaticas e

moleculares, contribuindo para a vigilancia sanitaria no programa de monitoramento
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de produtos que declarados em seu rotulo “contém ou nao contém glaten” e para a
instituicdo na utilizag@o de técnicas mais acessiveis e de baixo custo na triagem de
amostras quando comparada as analises mais sofisticadas.

Como citamos anteriormente, o tratamento para a doenca celiaca é
basicamente dietético e consiste na exclusdo do gluten da dieta do paciente, pelo
resto da vida. O gluten representa cerca de 90% do conteddo protéico dos granulos
de trigo, centeio, cevada e aveia. Embora a porcentagem protéica dentro do grao nao
seja alta, de 9 a 14% do seu conteudo seco, quantidades muito pequenas ja podem
iniciar a resposta imunoldgica nos pacientes celiacos (SIPAHI, 2010). No Brasil, em
relacdo aos paises europeus, as dificuldades sdo maiores pela falta de informacgdes
sobre o conteudo de gluten em varios alimentos (MORAIS, 1998).

Podemos considerar evidéncias de risco: a alta prevaléncia da doenca celiaca
em nosso meio; a pouca diversidade de alimentos sem glaten por possiveis
contaminagdes cruzadas, gerando imprecisas informag¢des nas rotulagens de
alimentos para os celiacos. Assim, faz-se necessaria a busca de conhecimentos
cientificos sobre novas metodologias que possam ajudar a melhorar este quadro,
como identificacdo de amidos através da Microscopia, como meio de comprovacgao da
autenticidade de um produto frente a lista de ingredientes contida em seu rétulo,
contribuindo para a prevencgao e promocéao da saude dos celiacos.

A proposta deste trabalho € desenvolver um método rapido, de baixo custo para
identificacdo por Microscopia de amidos em alimentos, rotulado pelo fabricante como
“ndo contém glaten” ou “contém glaten”, e comparar a Microscopia com os métodos,
previamente estudados: imunoenzimatico em biscoitos (PIRES, 2013) e farinhas
(MORAIS et al, 2013) e PCR em biscoitos (PIRES, 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

. Propor um método de triagem por microscopia 6tica para identificar
amidos presentes em alimentos farinaceos, biscoitos e farinhas, declarados no rétulo

“ndo contém gluten” ou “contém gluten”.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

. Caracterizar os amidos presentes em cereais como trigo, centeio,
cevada e aveia, em temperaturas diferentes para serem usados como material de
referéncia positivo no estudo.

. Caracterizar os amidos presentes em arroz, milho e fécula de mandioca
e batata, para serem usados como material de referéncia negativo no estudo.

. Identificar por microscopia a presenca de amidos estranhos ou ndo aos
produtos previamente estudados pelos métodos: imunoenzimético em biscoitos
(PIRES, 2013) e farinhas (MORAIS et al, 2013) e PCR em biscoitos (PIRES, 2013).

. Cotejar e avaliar os resultados obtidos com o método de triagem por

microscopia frente aos resultados obtidos por aquelas autoras.
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3 METODOLOGIA

3.1 AMOSTRAS

Foram adquiridas 40 amostras no comércio varejista no municipio do Rio de
Janeiro. Destas, 30 sdo amostras de biscoitos, dos quais, 15 sao produtos proprios
para celiacos, logo rotulados com a informag&o “ndo contém gluten” e 15 produtos
para a populacdo em geral com a informacdo “contém gluten” na embalagem. As
amostras foram previamente descritas e analisadas por ELISA e PCR na dissertacao
de Pires (2013) e estdo apresentadas no quadro 2 e 3.

Foram escolhidas as amostras de biscoito (PIRES, 2013) devido ao facil acesso
e por serem consumidas por criancas e adolescentes geralmente utilizados em
encontros, festas, reunides organizadas por estes, levando em consideracdo o risco
a saude guando consumidos especialmente por celiacos.

Segundo Pires (2013), as amostras adquiridas eram provenientes de diferentes
marcas e variedades. Os biscoitos isentos de gluten eram na sua maioria do tipo
“snacks” (salgadinhos) e amanteigados provenientes de seis marcas diferentes. Ja os
biscoitos que segundo a rotulagem possuiam gluten, eram biscoitos simples: salgados
e doces, provenientes de sete marcas diferentes. Foram excluidos da coleta de
amostras, biscoitos recheados e que continham chocolate em sua composicao, devido
a dificuldade de extracdo do DNA nesses casos. As amostras foram identificadas
através de numeracéao para que nao fossem divulgadas as marcas produtoras.

Os quadros 2, 3, 4 e 5 apresentam os dois tipos de amostras analisadas no
estudo: produtos industrializados declarados no rotulo “ndo contém glaten” e “contém
gluten”.

Para o controle positivo, no caso do gluten, foram utilizadas sementes de
trigo, aveia, centeio e cevada. As sementes de trigo e centeio foram obtidas em loja
especializada em produtos naturais, as sementes de cevada e aveia foram adquiridas
atraves da Cooperativa Agraria (Guarapuava- PR) (PIRES,2013).

Todos os alimentos foram manipulados e distribuidos em aliquotas sob critérios
rigidos de assepsia. As amostras foram trituradas em triturador elétrico e
armazenadas a (-20°C +/- 1) em tubos estéreis vedados. Todas as superficies e
materiais foram lavados com detergente, agua destilada, solucdo de alcool 70% (v/v)

e deixados imersos durante quinze minutos em solucéo de hipoclorito de sédio para
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descontaminacdo antes e apds a manipulacdo de cada amostra para que nédo
houvesse contaminacédo entre as amostras ou pelo ambiente laboratorial (PIRES,
2013). As metodologias utilizadas para identificacdo de amido em biscoitos, farinhas

e para a producao de fotomicrografias foram adaptadas das descritas por Rodrigues

et al. (1999).

Quadro 2: Descricdo das amostras de alimentos farinaceos, biscoitos, declarados no rétulo “néo
contém gluten” (PIRES, 2013).

ELISA
Conc calc. de

gluten(mg/kg)

1 Biscoito de Povilho Mandioca Nao Contém Gluten Trigo
Salgado 9,00 Cevada

2 Snack de Soja Farinha de Arroz Contém Glaten Trigo,
Legumes ao Queijo Farinha de Soja Integral 34,00 Cevada

3 Snack de Soja Ervas Farinha de Arroz N&o Contém Glaten Trigo,
Finas Farinha de Soja Integral 11,00 Cevada

4 Cookies Maga, Canela = Farinha de Arroz Integral | Ndo Contém Glaten Trigo,
e Passas Farinha de Soja Integral 8,00 Cevada

Amido de Milho Aveia

5 Snack de Soja Farinha de Arroz N&o Contém Glaten Trigo,
Calabresa com Farinha de Soja Integral 7,00 Cevada

Pimenta

6 Snack de Soja de Farinha de Arroz Nao Contém Gluten Trigo,
Queijo Farinha de Soja Integral 7,00 Centeio
Cevada

7 Snack de soja Pizza Farinha de Arroz Contém Glaten Trigo,
30,00 Cevada

8 Snack de Soja Farinha de Arroz Nao Contém Gluten Trigo,
Requeijao 6,20 Centeio

9 Granytos com Tortilha Tortilhas de Milho Nao Contém Gluten Trigo,
Chips 6,30 Cevada

10 Snack Integral Assado Milho Integral N&o Contém Gluten Trigo,

Crocante com Tomate Fibra de Milho 16,00 Aveia

e Orégano

11 Snacks Integrais Ervas  Canjica de Milho Integral = Ndo Contém Glaten Trigo,
Finas 11,00 Cevada

12 Biscoito Amanteigados Amido de Milho N&o Contém Gluten Trigo,
Banana com Canela Farinha de Arroz 7,3 Cevada

13 Bolacha Farinha de Arroz N&o Contém Gluten Trigo,
Fécula de Batata 13,00 Cevada

Fécula de Mandioca
Amido de Miho

14 Snack de Soja com Farinha de Arroz Nao Contém Gluten Trigo,
Bacon 19,00 Cevada,

Aveia

15 Snacks Integrais Canijica de Milho Nao Contém Gluten Trigo,
Assado Crocante de Fibra de Milho,Mandioca 11,00 Cevada

Queijo
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Quadro 3: Descricao das amostras de alimentos farinaceos, biscoitos, declarados no rotulo “ contém

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Biscoito Integral

Biscoito Salgado
Integral

Biscoito Salgado

Cookie Integral Aveia
e Mel

Biscoito de Leite
Maltado Light
Biscoito Maisena

Biscoito Salgado

Biscoito Salgado
Integral

Biscoito de Presunto

Biscoito Salgado
Integral

Biscoito Integral de
Trigo e Flocos de
Arroz

Biscoito Salgado

Pit Stop Integral

Cookie Integral Light
de Mel e Linhaga

Biscoito de Leite Com
Granulos de Aveia

Farinha de Trigo
Integral
Farinha de Trigo

Integral

Farinha de Trigo, Farinha
de Trigo Integral,

Farinha de Trigo Integral
e Farinha Trigo,
Aveia em Flocos, Fécula
de Mandioca
Farinha de Trigo, Amido
de Milho

Farinha de Trigo, Amido
de Milho

Farinha de Trigo

Farinha de Trigo Integral

Farinha de Trigo

Farinha De Trigo, Farinha
De Trigo Integral

Farinha de Trigo, Farinha
Trigo Integral, flocos de
Arroz, Farinha de Centeio
Integral
Farinha De Trigo

Farinha de Trigo, Farelo
de Trigo

Farinha de Trigo, Amido
de Milho, Aveia

Farinha de Trigo, Farinha
de Trigo Integral, Aveia
em Flocos, Farinha de

Centeio, Farinha de
Cevada

ELISA

Conc. calc. de
glaten (mg/kg)
Contém Glaten
131,0
Nao Contém Glaten
16,0

Contém Gluten
160,0

Contém Gluten
172,0

Contém Gluten
113,0

Contém Gluten
175,0

Contém Gluten
152,0

Contém Glaten
152,0
Contém Gliten
147,0
Contém Gluten

138,0

Contém Gluten
123,0

Contém Glaten
119,0

Contém Gluten
100,0

Contém Gluten
139,0

Contém Gluten
152,0

Trigo,
Cevada
Trigo,
Centeio
Cevada
Trigo,
Centeio
Cevada
Aveia
Trigo
Centeio
Cevada
Aveia
Trigo
Cevada
Aveia
Trigo
Centeio
Cevada
Trigo
Centeio
Cevada
Trigo
Centeio
Cevada
Aveia
Trigo
Centeio
Cevada
Trigo
Centeio
Cevada
Aveia
Trigo
Centeio
Cevada

Trigo
Centeio
Cevada

Aveia

Trigo
Centeio
Cevada

Trigo
Centeio
Cevada

Aveia

Trigo
Centeio
Cevada
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As outras 10 amostras de farinha, descritas no quadro 4 e 5, foram adquiridas
de estabelecimentos comerciais também no municipio do Rio de Janeiro seguindo
como critério de escolha o uso rotineiro na dieta e produtos de interesse para 0s
celiacos pelo Nuacleo de Alimentos, Microscopia e Métodos Rapidos do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) e analisadas pelo método de
ELISA na deteccdo de gluten para avaliar a veracidade dos rétulos dos alimentos
processados (MORAIS et al, 2013).

Quadro 4: Descricao das amostras de alimentos farinaceos, farinhas, declarados pelo fabricante “nao
contém glaten” (MORAIS et al, 2013).

Cddigo das amostras Descricéo ELISA Conc calc. de gluten
(mg/kg)
2* Fécula de mandioca N&o contém Glaten
7,85
3* Amido de arroz Nao contém Gluten
11,50
4* Fécula de Batata Contém Glaten
35,73
5* Farinha de mandioca, proteina N&o contém Glaten
texturizada de soja, 6leo vegetal, alho, 5,71
sal, cebola e condimentos diversos
6* Farinha de milho Nao contém Gluten
6,37

Quadro 5: Descricao das amostras de alimentos farinaceos, farinhas, declarados pelo fabricante
“contém glaten” (MORAIS et al, 2013).

Caodigo das amostras Descricdo ELISA Conc calc. de gluten
(mg/kg)
7* Farinha de milho N&o contém Gluten
8,86
8 Fécula de mandioca, farinha de trigo, Contém Glaten
proteina vegetal, gordura vegetal, cebola, 262,70
sal e especiarias
9* Farinha de milho N&o contém Gluten
6,59
10* Farinha de milho, 6leo vegetal, alho, sal, Nao contém Glaten
cebola e pimentas diversas 7,62
11* Farinha de milho Nao contém Glaten

6,07
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3.2 PRODUCAO DE FOTOMICROGRAFIAS DE MATERIAIS DE REFERENCIA.

Foram comprados granulos dos cereais trigo, centeio, cevada, aveia, arroz,
milho e tubérculos como mandioca, batata em estabelecimento varejista no municipio
do Rio de Janeiro. Para cada cereal e tubérculo triturado foi tomada uma aliquota de
3 g e foram adicionados 20 mL de agua destilada e submetido a agitacdo com bastéo
de vidro. Foi retirada uma gota do material para a preparacédo da lamina utilizando
uma gota de lugol (lodo p.a. 1g, lodeto de potassio p.a. 2 g, agua destilada g.s.p. 200
mL) como corante, sendo posteriormente examinado ao microscopio com e sem luz
polarizada em aumentos de 100, 200 e 400 X para identificacdo dos granulos de
amido, comparando-os com referéncias bibliograficas quando existentes. Cada tipo
de cereal foi submetido a trés diferentes temperaturas, simulando o tratamento
recebido pelas amostras: 2 a 8 °© C por 24h para armazenamento, temperatura
ambiente (25 + 2°C); e aquecimento levando a ebulicdo (>100 ° C) até alteragéo da
consisténcia para goma. Com o objetivo de auxiliar na comparacao dos granulos do
amido ao sofrer alteragcdo em suas caracteristicas morfolégicas quando submetido a
diferentes temperaturas foram feitas as fotomicrografias. A microscopia foi realizada
utilizando um microscopio Carl Zeiss (Alemanha), modelo Axioscopy. O procedimento
para o preparo de amostra para a microscopia com luz polarizada € o mesmo para a

microscopia Optica.

3.3 IDENTIFICACAO DO AMIDO POR MICROSCOPIA NAS AMOSTRAS DE
BISCOITOS

Foiretirada uma aliquota de 3 g do biscoito triturado, transferida para um bécher
de 100 mL e adicionados 60 ml da mistura alcool (etilico ou isopropilico): éter, na
proporcao 1:1 (v/v). A mistura foi agitada com bastédo de vidro, deixando em contato
por quinze minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada a vacuo utilizando o papel de
filtro para filtragem rapida em funil de Blchner. A mistura éter-alcool 1:1 (v/v) foi
adicionada até a retirada da maior parte da gordura da amostra. Apos a filtracéo, o
papel de filtro foi transferido para placa de Petri. O material foi secado a temperatura
ambiente. Todo este procedimento foi realizado na capela de exaustao.

A seguir, em um bécher, foram adicionados 20 mL de agua destilada ao

material seco e submetido a agitacdo com bastdo de vidro para extracdo do amido.
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Foi retirada uma gota do material para a preparacéo da lamina utilizando uma gota de
lugol como corante sendo posteriormente examinado ao microscopio com e sem luz
polarizada em aumentos 100, 200 e 400 X para identificacdo dos granulos de amido,
comparando-os com padrbes de referéncia, desenhos ou fotomicrografias. A
microscopia foi realizada utilizando um microscoépio Carl Zeiss (Alemanha), modelo
Axioscopy. O procedimento para o preparo de amostra para a microscopia com luz

polarizada € o mesmo para a microscopia optica.

3.4 IDENTIFICACAO DO AMIDO POR MICROSCOPIA NAS AMOSTRAS DE
FARINHAS

Pesou-se 3 g de amostra e foram adicionados 20 mL de agua destilada e
submeteu-se a agitacdo com bastao de vidro. Foi retirada uma gota do material para
a preparacdo da lamina utilizando uma gota de lugol como corante sendo
posteriormente examinado ao microscopio com e sem luz polarizada em aumentos
100, 200 e 400 X para identificacdo dos granulos de amido, comparando-0s com
padrdoes de referéncias, desenhos ou fotomicrografias. A microscopia foi realizada
utilizando um microscopio Carl Zeiss (Alemanha), modelo Axioscopy. O procedimento
para o preparo de amostra para a microscopia com luz polarizada € o mesmo para a

microscopia optica.

3.5 LIMITE DE DETECCAO E SELETIVIDADE DO METODO PARA BISCOITOS

Foi retirada uma aliquota de 3 g do biscoito triturado, transferida para um bécher
de 100 mL e adicionados 60 mL da mistura alcool (etilico ou isopropilico): éter, na
proporcao 1:1 (v/v). A suspensao foi filtrada e seca e foi tomado 0,025 g e adicionado
a 99,975 g de farinha de milho como matriz e avolumando com agua até 1.000 mL em
cilindro graduado obtendo a concentracéo final de 25 mg/kg (ppm) de amostra.

Esta solucao foi diluida para se obter as concentragbes de 2,5; 3,0; 5,0; 7,5;
10,0; 15,0; 20,0 mg/kg (ppm) para a identificacdo de amido contidos na amostra, como
batata, trigo, mandioca, milho, centeio e cevada. A amostra de biscoito escolhida por
conter baixo teor de gliadina, abaixo de 20mg/kg. A matriz farinha de milho foi
escolhida por ndo conter glaten, foi identificado apenas amido de milho em uma

andlise prévia ao estudo pelo método de Microscopia, para verificar o limite de
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deteccdo. Foi realizada a leitura em aumento de 200X e 400X em microscopio éptico
com e sem luz polarizada. A microscopia com e sem luz polarizada foi realizada
utilizando um microscépio Carl Zeiss (Alemanha), modelo Axioscopy e para pesagem
balanca semi-micro analitica, modelo AG285, Mettler Toledo. O procedimento para o
preparo de amostra para a microscopia com luz polarizada é o0 mesmo para a
microscopia optica. Para demonstrar a seletividade: Um minimo de 80% das amostras

deve apresentar amido identificavel (adaptado de EMA, 2011).

3.6 LIMITE DE DETECCAO E SELETIVIDADE DO METODO PARA FARINHAS

Foi retirada uma aliquota de 0,025 g de fécula de batata e adicionado a
99,975 g de farinha de milho como matriz e avolumando com agua até 1.000 mL em
cilindro graduado obtendo a concentragéo final de 25 mg/kg (ppm) de amostra. Esta
solucéo foi diluida para se obter as concentrac¢des de (2,5; 3,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0;
20,0) mg/kg (ppm) para a identificacdo de amido de batata, trigo, mandioca e milho
contidos na fécula de batata. A amostra de fécula de batata possui alto teor de
gliadina, acima de 20 mg/kg. A matriz farinha de milho foi escolhida por ndo conter
glaten, foi identificado apenas amido de milho em uma andlise prévia ao estudo, para
verificar o limite de deteccgdo. Foi realizada a leitura em aumento de 200X e 400X em
microscopio 6ptico com e sem luz polarizada. A microscopia com e sem luz polarizada
foi realizada utilizando um microscopio Carl Zeiss (Alemanha), modelo Axioscopy. e
para pesagem balanca semi-micro analitica, modelo AG285, Mettler Toledo. O
procedimento para o preparo de amostra para a microscopia com luz polarizada é o
mesmo para a microscopia Optica. Para demonstrar a seletividade um minimo de 80%

das amostras deve apresentar amido identificavel (adaptado de EMEA, 2011).

3.7 - CONCORDANCIA ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS NOS METODOS
ELISA, PCR E MICROSCOPIA.

Os resultados categéricos (positivo ou negativo) para a presenca dos cereais
trigo, cevada, centeio e aveia foram obtidos nas diferentes técnicas e a porcentagem
de concordancia entre os métodos, foi calculada e classificada como: Pobre (<0.00%),
Leve (0-20) %, Razoavel (21-40)%, Moderada (41-60)%, Substancial (61-80)% ou
Quase Perfeita (81-100)%, como descrito por Landis e Koch (1977).
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4. RESULTADOS

4.1 PRODUCAO DE FOTOMICROGRAFIAS COMO MATERIAL DE REFERENCIA.

Na imagem 1 estdo apresentadas fotomicrografias das 3 laminas que servem

para caracterizar os granulos de amidos presentes em arroz.

Imagem 1 a) arroz temperatura ambiente (25 + 2) © C (aumento 200X); b) arroz temperatura ambiente
(25 = 2) ° C com luz polarizada (aumento 200X); ¢) arroz aquecimento levando a ebulicao (>100 ° C)
até alteracé@o da consisténcia para goma com luz polarizada (aumento 400X).

(b)

Elaborado por: autora
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Na imagem 2 estdo apresentadas fotomicrografias das 2 laminas que servem

para caracterizar os granulos de amidos presentes em aveia.

Imagem 2 a) aveia temperatura ambiente (25 £ 2) © C (aumento 200X); b) aveia temperatura ambiente
(25 £ 2) ° C com luz polarizada (aumento 200X); c) aveia aquecimento levando a ebulicdo (>100 ° C)
até alteracdo da consisténcia para goma (aumento 400x).

(b)

Elaborado por: autora
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Na imagem 3 estdo apresentadas fotomicrografias das 2 laminas que servem

para caracterizar os granulos de amidos presentes em batata.

Imagem 3 a) Batata temperatura ambiente (25 * 2) © C (aumento 200X); b) batata temperatura ambiente
(25 + 2) ° C (aumento 200X); c) batata aquecimento levando a ebulicdo (>100 ° C) até alteragdo da
consisténcia para goma sem e com luz polarizada (aumento 400X).

N\
)

(©)

Elaborado por: autora
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Na imagem 4 estdo apresentadas fotomicrografias das 2 laminas que servem

para caracterizar os granulos amidos presentes em centeio.

Imagem 4 a) centeio temperatura ambiente (25 £ 2) © C (aumento 200X); b) centeio aquecimento
levando a ebulicdo (>100 ° C) até alteracdo da consisténcia para goma (aumento 200X); ¢) centeio
aquecimento levando a ebulicdo (>100 ° C) até alteracéo da consisténcia para goma.com luz polarizada
° C (aumento 200X).

(b) (©)

Elaborado por: autora
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Na imagem 5 estdo apresentadas fotomicrografias das 2 laminas que servem

para caracterizar os granulos de amidos presentes em cevada.

Imagem 5 a) cevada temperatura ambiente (25 + 2) © C (aumento 200X); b) cevada aguecimento
levando a ebulicdo (>100 °© C) até alteracdo da consisténcia para goma (aumento 200X) ; c) cevada
aquecimento levando a ebuli¢édo (>100 ° C) até altera¢&o da consisténcia para goma com luz polarizada
(aumento 200X) .

(b)

Elaborado por: autora
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Na imagem 6 estdo apresentadas fotomicrografias das 2 laminas que servem

para caracterizar os granulos de amidos presentes em mandioca.

Imagem 6 a) Mandioca temperatura ambiente (25 = 2) © C (aumento 200X); b) mandioca temperatura
ambiente (25 + 2) © C com luz polarizada (aumento 200X); ¢) mandioca aquecimento levando a ebulicao
(>100 ° C) até alteracao da consisténcia para goma com luz polarizada (aumento 200X).

(b)

Elaborado por: autora
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Na imagem 7 estdo apresentadas fotomicrografias das 2 laminas que servem

para caracterizar os granulos amidos presentes em trigo.

Imagem 7 a) trigo temperatura ambiente (25 £ 2) © C (aumento 200X); b) trigo temperatura ambiente
(25 £ 2) ° C com luz polarizada (aumento 200X); c) trigo aquecimento levando a ebulicdo (>100 ° C) até
alteracdo da consisténcia para goma com luz polarizada (aumento 200X).

(b)

Elaborado por: autora
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Na imagem 8 estdo apresentadas fotomicrografias das 2 laminas que servem

para caracterizar os granulos amidos presentes em milho.

Imagem 8 a) Milho temperatura ambiente (25 £ 2) ° C (aumento 200 X); b) milho temperatura ambiente
(25 2) © C com luz polarizada (aumento 200 X); c) milho aquecimento levando a ebulicdo (>100 ° C)
até alterac@o da consisténcia para goma com luz polarizada (aumento 200 X).

@)

Elaborado por: autora

4.2 IDENTIFICAGCAO DO AMIDO POR MICROSCOPIA

Os resultados quanto a presenca dos amidos identificados pela microscopia em
alimentos farinaceos, com declaracdo do rétulo “ndo contém gliten” ou “contém
gluten” estdo dispostos no quadro 6, 7, 8 e 9.

As imagens obtidas nos resultados pelo método por microscopia citadas nos quadros,

se encontram no Apéndice A nas paginas 98 a 111.
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Quadro 6 Resultados do método de triagem por microscopia dos alimentos farinaceos, biscoitos,

declarados ielo fabricante “ndo contém ilﬂten”.

1

2

10

11

12

13

14

15

Biscoito de povilho
salgado
Snack de soja legumes
ao queijo

Snack de soja ervas
finas

Cookies maga, canela e
passas

Snack de soja calabresa
com pimenta

Snack de soja de queijo

Snack de soja pizza

Snack de soja requeijao

Granytos com tortilha
chips

Snack integrais assado
crocante com tomate e
orégano
Snacks integrais ervas
finas
Biscoito amanteigados
banana com canela

Bolacha

Snack de soja com
bacon

Snacks integrais assado
crocante de queijo

Mandioca

Farinha de arroz,
farinha de soja integral

Farinha de arroz,
farinha de soja integral

Farinha de arroz
integral, farinha de
soja integral, amido de
milho

Farinha de arroz,
farinha de soja integral

Farinha de arroz,
farinha de soja integral

Farinha de arroz

Farinha de arroz

Tortilhas de milho

Milho integral, fibra de
milho

Canjica de milho
integral
Amido de milho,
farinha de arroz

Farinha de arroz,
fécula de batata,
fécula de mandioca,
amido de miho

Farinha de arroz

Canjica de milho, fibra
de milho

Trigo
Mandioca
Trigo
Cevada
Centeio
Milho
Arroz
Trigo
Milho
Mandioca
Arroz
Trigo
Cevada
Centeio
Aveia
Mandioca
Milho
Arroz
Trigo
Centeio
Mandioca
Milho
Trigo
Mandioca
Milho
Trigo
Centeio
Mandioca
Milho
Trigo
Milho
Mandioca
Trigo
Milho
Mandioca
Trigo

Cevada
Trigo
Trigo

Centeio

Mandioca
Milho
Trigo

Centeio

Cevada
Milho

Mandioca
Trigo
Cevada
Mandioca
Milho
Arroz
Trigo
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Quadro 7 Resultados do método de triagem por microscopia dos alimentos farinaceos, biscoitos,

declarados ielo fabricante “contém iIL’Jten”.

16 Biscoito integral Farinha de trigo Trigo
integral Cevada
Mandioca
Centeio
17 Biscoito salgado Farinha de trigo Trigo
integral integral Centeio
Cevada, Aveia,
Mandioca, Milho
18 Biscoito salgado Farinha de trigo, Trigo, Centeio, Cevada,
farinha de trigo Mandioca, Milho
integral,
19 Cookie integral aveia e Farinha de trigo Trigo, Centeio,
mel integral e Farinha Mandioca, aveia
trigo,
aveia em flocos,
fécula de mandioca
20 Biscoito de Leite Farinha de trigo, Trigo, Centeio, Cevada,
maltado light amido de milho Mandioca, Milho
21 Biscoito maisena Farinha de trigo, Trigo, Milho, Mandioca,
amido de milho Cevada, Centeio
22 Biscoito salgado Farinha de trigo Trigo, Centeio, Cevada,
Mandioca, Milho
23 Biscoito salgado Farinha de trigo Trigo, Centeio, Cevada
integral integral
24 Biscoito de presunto Farinha de trigo Trigo, Centeio, Cevada,
Mandioca, Arroz
25 Biscoito salgado Farinha de trigo, Trigo, Centeio, Cevada,
integral farinha de trigo Mandioca
integral
26 Biscoito integral de trigo Farinha de trigo, Trigo, Centeio, Cevada,
e flocos de arroz farinha trigo integral, Mandioca, Arroz
flocos de arroz,
farinha de Centeio
integral
27 Biscoito salgado Farinha de trigo Trigo, Centeio, Cevada,
aveia, Mandioca
28 Pit Stop integral Farinha de trigo, Trigo, Centeio, Cevada,
farelo de trigo Mandioca
29 Cookie integral light de Farinha de trigo, Trigo, Centeio, Cevada,
mel e linhaca amido de milho, aveia aveia, Mandioca
30 Biscoito de leite com Farinha de trigo, Trigo, Centeio, Cevada,

granulos de aveia

Farinha de trigo
integral, aveia em
flocos, Farinha de

centeio, Farinha de
cevada

aveia
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Quadro 8 Resultados do método de triagem por microscopia dos alimentos farinaceos, farinhas,
declarados pelo fabricante “ndo contém gliten”.

Caodigo das Alimento Ingredientes Microscopia
amostras
2* Polvilho Doce Fécula de mandioca Trigo, Centeio,
Mandioca
3* Creme de Arroz Amido de arroz Mandioca, Milho
4* Fécula de Batata Batata Trigo, Aveia,
Centeio, Mandioca,
Batata
5* Farofa de Soja Farinha de mandioca, Trigo, Mandioca,
proteina texturizada de Milho

soja, 6leo vegetal,
alho, sal, cebola e
condimentos diversos
6* Fuba de Milho de Trigo, Milho
germinado

Quadro 9 Resultados do método de triagem por microscopia dos alimentos farinaceos,farinhas,
declarados pelo fabricante “contém glaten”.

7 Farinha de Milho Fina Farinha de milho Milho
8* Sopa de Cebola Fécula de mandioca,
Farinha de trigo, Trigo, Centeio,
proteina vegetal, Mandioca, Milho
gordura vegetal,
cebola, sal e
especiarias
9* Fuba Farinha de milho Trigo, Mandioca,
Milho, Batata
10* Farinha de Milho Farinha de milho, 6leo Trigo, Centeio,
temperada vegetal, alho, sal, Cevada, Milho
cebola e pimentas
diversas
11~ Farinha de Milho Flocada Farinha de milho Trigo, Milho

4.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS COM O METODO DE TRIAGEM
POR MICROSCOPIA COM OS METODOS IMUNOENZIMATICO E MOLECULAR.

Os resultados da comparacao do método de triagem por microscopia com 0s
métodos imunoenzimatico e molecular, da analise de alimentos farindceos declarados
pelo fabricante “ndo contém glaten” estdo dispostos nos quadros 10 e 11.
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Quadro 10 Comparacao dos resultados do método de triagem por microscopia com os métodos
imunoenzimatico e molecular, da andlise de alimentos farinaceos, biscoitos, declarados pelo fabricante
“ndo contém gluten”.

Cadigo da

ELISA
Conc. calc. de

Ingredientes Microscopia

amostras

glaten (mg/kg)

1 Mandioca Trigo, Mandioca N&o contém Trigo, Cevada
glaten 9,00
2 Farinha de Arroz, Trigo, Cevada, Contém glaten Trigo, Cevada
Farinha de Soja Centeio, Milho 34,00
Integral
3 Farinha de Arroz, Trigo, Milho, Nao contém Trigo, Cevada
Farinha de Soja Mandioca glaten 11,00
Integral
4 Farinha de Arroz Trigo, Cevada, Nao contém Trigo, Cevada, Aveia
Integral, Farinha de Centeio, Aveia, glaten 8,00
Soja Integral, Amido Mandioca, Milho
de Milho
5 Farinha de Arroz, Trigo, Centeio, Nao contém Trigo, Cevada
Farinha de Soja Mandioca, Milho glaten 7,00
Integral
6 Farinha de Arroz, Trigo, Mandioca N&o contém Trigo, Centeio, Cevada
Farinha de Soja Milho glaten 7,00
Integral
7 Farinha de Arroz Trigo, Centeio, Contém glaten Trigo, Cevada
Mandioca, Milho 30,00
8 Farinha de Arroz Trigo, Milho, N&o contém Trigo, Centeio
Mandioca glaten 6,20
9 Tortilhas de Milho Trigo, Milho, N&o contém Trigo, Cevada
Mandioca glaten 6,30
10 Milho Integral, Fibra Trigo, Milho Nao contém Trigo, Aveia
de Milho glaten 16,00
11 Canijica de Milho Trigo, Milho, Nao contém Trigo, Cevada
Integral Cevada glaten 11,00
12 Amido de Milho, Trigo, Centeio, Nao contém Trigo, Cevada
Farinha de Arroz Mandioca, Milho gliten 7,3
13 Farinha de Arroz, Trigo, Centeio, Nao contém Trigo, Cevada
Fécula de Batata, Cevada, Milho, glaten 13,00
Fécula de Mandioca, Mandioca, Batata
Amido de Milho
14 Farinha de Arroz Trigo, Cevada, N&o contém Trigo, Cevada, Aveia
Mandioca, Milho glaten 19,00
15 Canijica de milho, Trigo, milho N&o contém Trigo, Cevada

fibra de milho

glaten 11,00
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Quadro 11 Comparacao dos resultados do método de triagem por microscopia com os métodos
imunoenzimatico e molecular na anélise de alimentos farinaceos, biscoitos, declarados pelo fabricante
“contém glaten” .

Caodigo da

amostras

Ingredientes

Microscopia

ELISA
Conc calc. de

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Farinha de Trigo
Integral

Farinha de Trigo
Integral

Farinha de Trigo,
Farinha de Trigo
Integral,
Farinha de Trigo
Integral e Farinha
Trigo,
Aveia em Flocos,
Fécula Mandioca
Farinha de Trigo,
Amido de Milho

Farinha de Trigo,
Amido de Milho
Farinha de Trigo

Farinha de Trigo
Integral
Farinha de Trigo

Farinha de Trigo,
Farinha de Trigo
Integral
Farinha de Trigo,
Farinha Trigo
Integral, Flocos De
Arroz, Farinha De
Centeio Integral
Farinha de Trigo

Farinha de Trigo,
Farelo de Trigo

Farinha de Trigo,
Farelo de Trigo

Farinha de Trigo,
Amido de Milho,
Aveia

Trigo, Cevada
Mandioca

Trigo, Centeio,
Cevada, Aveia,
Mandioca, Milho
Trigo, Centeio,
Cevada, Mandioca,
Milho
Trigo, Centeio,
Mandioca

Trigo, Centeio,
Cevada, Mandioca,
Milho
Trigo, Milho,
Mandioca
Trigo, Centeio,
Cevada,
Mandioca, Milho
Trigo, Centeio,
Cevada
Trigo, Centeio,
Cevada, Mandioca,
Arroz
Trigo, Centeio,
Cevada,
Mandioca
Trigo, Centeio,
Cevada, Mandioca,
Arroz

Trigo, Centeio
Cevada, Aveia,
Mandioca
Trigo, Centeio,
Cevada, Aveia,
Mandioca
Trigo, Centeio,
Cevada, Aveia,
Mandioca
Trigo, Centeio,
Cevada, Aveia,
Milho, Mandioca

gluten(mg/kg)
N&o contém
glaten
131,0
Contém glaten
16,0

Contém glaten
160,0

Contém glaten
172,0

Contém glaten
113,0

Contém glaten
175,0
Contém glaten
152,0

Contém glaten
152,0
Contém gluten
147,0

Contém glaten
138,0

Contém glaten
123,0

Contém glaten
119,0

Contém gluten
100,0

Contém glaten
139,0

Contém gluten
152,0

Trigo, Cevada

Trigo, Centeio
Cevada

Trigo, Centeio
Cevada, Aveia

Trigo, Centeio
Cevada, Aveia

Trigo, Cevada,
Aveia

Trigo, Centeio
Cevada
Trigo, Centeio,
Cevada

Trigo, Centeio,

Cevada, Aveia

Trigo, Centeio
Cevada

Trigo, Centeio,
Cevada, Aveia

Trigo, Centeio,
Cevada

Trigo, Centeio,
Cevada, Aveia

Trigo, Centeio,
Cevada

Trigo, Centeio,
Cevada, Aveia

Trigo, Centeio,
Cevada

Os resultados da comparacdo do método de triagem por microscopia com o
método imunoenzimatico, da analise de alimentos farinaceos declarados pelo
fabricante “ndo contém gluten” e contém gluten estao dispostos no quadro 12 e 13.
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Quadro 12 Comparacao dos resultados do método de triagem por microscopia com os métodos
imunoenzimatico, na andlise de alimentos farinaceos, farinhas, declarados pelo fabricante “n&o contém
glaten”.

Cabdigo da amostras Ingredientes Microscopia ELISA
Conc calc. de
gluten(mg/kg)
2* Fécula de mandioca Trigo, Centeio, N&ao contém Gluten
Mandioca 7,85
3* Amido de arroz Trigo, Mandioca, N&o contém Glaten
Milho, arroz 11,50
4* Fécula de Batata Trigo, Aveia, Centeio, Contém Glaten
Mandioca, Batata 35,73
5* Farinha de mandioca, = Trigo, Mandioca, Milho Nao contém Glaten
proteina texturizada de 571

soja, 6leo vegetal,
alho, sal, cebola e
condimentos diversos
6* Farinha de milho Trigo, Milho, mandioca N&o contém Glaten
6,37

Quadro 13 Comparacdo dos resultados do método de triagem por microscopia com o método
imunoenzimatico, na analise de alimentos farinaceos declarados pelo fabricante “ contém glaten” .

Cdédigo da amostras Ingredientes Microscopia ELISA
Conc calc. de
gluten(mg/kg)
* Farinha de milho Trigo, Milho Nao contém Glaten
8,86
8* Fécula de mandioca, Trigo, Centeio, Contém Glaten
Farinha de trigo, Mandioca, Milho 26,27
proteina vegetal,
gordura vegetal,
cebola, sal e
especiarias
9* Farinha de milho Trigo, Mandioca, N&o contém Glaten
Milho, Batata 6,59
10* Farinha de milho, Trigo, Centeio, N&o contém Gluten
6leo vegetal, alho, Cevada, Milho 7,62
sal, cebola e
pimentas diversas
11* Farinha de milho Trigo, Milho Nao contém Glaten

6,07
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4.4 LIMITE DE DETECCAO E SELETIVIDADE DO METODO PARA BISCOITOS

O intervalo de concentracfes estudado foi 2,5 a 25 mg/kg (ppm). O método foi
capaz de detectar o amido de batata, trigo, mandioca, milho, centeio e cevada contidos
na amostra, biscoito, mostrada na imagem 9. O limite inferior de detecgao foi 10 mg/kg
(ppm).

Imagem 9 Amido e fécula presentes no biscoito no limite de detec¢do 10 mg/kg (aumento 200X).

@) (b)

4.5 LIMITE DE DETECCAO E SELETIVIDADE DO METODO PARA FARINHAS

O intervalo de concentracfes estudado foi 2,5 a 25 mg/kg (ppm). O método foi
capaz de detectar o amido de batata, trigo, mandioca e milho contidos na amostra, na

fécula de batata, mostrada na imagem 10. O limite inferior de detec¢éo foi 5 mg/kg
(ppm).

Imagem 10 Amido e fécula presente na Farinha no limite de deteccao 5 mg/kg (aumento 200X).

(b)
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5 DISCUSSAO

As fotomicrografias foram produzidas com o objetivo de registrar a imagem e
utiliza-las como material de referéncia que permitiu identificar as caracteristicas
morfolégicas dos diferentes amidos detectados por microscopia nas amostras
estudadas. E comum nas areas bioldgicas se utilizar das fotomicrografias como
abordagem metodoldgica a captura de imagens de laminas com o objetivo de estudo
ou pelo simples fato de ilustrar. Santos (2011), utiliza da fotomicrografia para estudos
taxondmicos de insetos.

Considerando os resultados da microscopia em comparacado com a lista de
ingredientes declarados pelo fabricante, tanto nos produtos declarados, contém ou
nao contém glaten, constatamos que todos os alimentos farinaceos apresentaram
gluten ingredientes ndo descritos no rétulo, comprovando a nao autenticidade do
produto. Ressaltamos que a Lei n°® 8078, de 11 de setembro de 1990, o cédigo de
defesa do consumidor, reforca e amplia os preceitos do Decreto-Lei n°® 986, de 21 de
outubro de 1969 considerando que o rotulo constitui uma representacao do produto.
No artigo 31, do cédigo de defesa do consumidor consta que o rétulo do alimento deve
conter informagBes de forma correta, clara, precisa e legivel sobre o0s seus
componentes (BRASIL,1990a). Estas sdo informacdes Uteis e necessarias para que
o consumidor possa fazer opcdo de compra, de acordo com suas necessidades e
peculiaridades. Segundo Valente (2002), o acesso a informacdo correta sobre o
contetudo dos alimentos, por ser um elemento que impacta na adog¢do de praticas
alimentares e estilos de vida saudaveis, configura-se, em seu conjunto, como uma
questao de seguranca alimentar e nutricional.

Os celiacos transgridem a dieta por varios motivos: falta de orientacao sobre a
doenca e suas complicagOes; descrenca na quantidade de cereais proibidos (qualquer
guantidade é prejudicial e agressiva aos celiacos); dificuldades financeiras, pois os
alimentos permitidos séo os de custo mais elevado; dificuldade de modificar os habitos
alimentares; falta de habilidade culinaria para preparar alimentos substitutivos; forte
pressdo da propaganda dos produtos industrializados que contém glaten; rotulos,
embalagens ou bulas que nem sempre contém a correta ou clara composi¢céo dos
ingredientes (ZANDONADI,2006). De acordo com Sdepanian e colaboradores (2001),

a transgressao a dieta pode ser voluntaria ou involuntaria, sendo que a segunda pode
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acontecer, dentre outros fatores, devido a falta de informacgéo dos portadores da
doenca ou a incorreta inscricdo dos ingredientes nos rétulos dos alimentos.

Na comparacao de resultados obtidos com a lista de ingredientes declarados,
na analise das quinze amostras declaradas pelo fabricante ndo contém gluten, em
quinze amostras foi detectada 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 aveia. A Lei N°10.674, de 16 de maio de 200 3, afirma que todos os alimentos
industrializados que contenham em sua composicdo fonte de gluten, como trigo,
aveia, cevada, malte e centeio deverdo conter as inscricdes contém gluten.

Nas amostras de biscoitos declarados pelo fabricante “contém gluten” foi
detectada a presenca de ingredientes ndo declarados em sua composi¢cao pelo
fabricante.

Das dez amostras de Farinhas que sao alimentos naturalmente livres de gluten
que deveriam conter em seus rétulos grafado “ndo contém gluten” temos informacdes
distintas declaradas no rétulo. Nas cinco amostras declaradas pelo fabricante néo
contém gluten foi detectado trigo em quatro amostras, centeio em duas amostras e
aveia em uma. Nas outras cinco amostras declaradas pelo fabricante contém glaten
foi detectada a presenca de trigo em quatro amostras, centeio em duas amostras,
cevada em uma amostra. Atualmente a legislacdo brasileira, Lei 10.674 de 16 de maio
de 2003, corrobora com esta “desinformacdo” pois ndo exige a comprovacao
laboratorial quanto a eventual presenca de glaten. A inadequacdo acerca da
rotulagem de produtos que contém gluten € preocupante, pois a presenca do gluten é
prejudicial para portadores da DC, que consiste em uma intolerancia permanente a
proteina do trigo, cevada, centeio e aveia.

A presenca de outros ingredientes detectados sugere a presenca de
contaminacgao cruzada por falta de boas praticas de fabricacdo, deve ser considerada,
pois os pacientes celiacos possuem individualidades imunolégicas e alguns podem
ser susceptiveis a uma quantidade menor que 20mg/kg. Segundo Johnson e
colaboradores (2011) casos de contaminacéo cruzada também ficam sem controle,
pois, no mundo todo apenas o Japao e a Suica contemplam esses casos em suas
legislacdes.

Na comparacao dos resultados do método de triagem por microscopia com 0s
métodos imunoenzimatico e molecular, em alimentos declarados pelo fabricante

“contém glaten” e ndo contém gluten, das 30 amostras analisadas, o cereal trigo foi
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encontrado em todas as 30 amostras quando realizados os métodos ELISA, PCR e
Microscopia (concordancia = 100%) considerada uma concordancia quase perfeita, o
cereal cevada foi identificado pelo método PCR em 28 amostras e destas em 20 por
microscopia (concordancia = 71,46%), considerada uma concordancia substancial; o
cereal aveia foi identificado pelo método PCR em 11 amostras e destas em 6 por
microscopia (concordancia = 54,55%), considerada uma concordancia moderada; o
cereal centeio foiidentificado pelo método PCR em 15 amostras e destas em 14 por
microscopia (concordancia = 93,33%), considerada uma concordancia quase perfeita.

Para as amostras declaradas em seu rétulo “ndo contém gluten” das 15
amostras: em 15 foi detectada a presenca de trigo, tanto pelo método de PCR como
de Microscopia (concordancia = 100%), considerada uma concordancia quase
perfeita; em 15 foi detectada a presenca de cevada pelo método de PCR e em 13
amostras por Microscopia (concordéancia = 81,25%), considerada uma concordancia
quase perfeita; 15 amostras foi detectada a presenca de centeio por PCR e em 14 por
Microscopia (concordancia = 93,33%), considerada uma concordancia quase perfeita.
Em 8 amostras foi detectada a presenca de aveia pelo método de PCR e em 5 por
microscopia (concordancia = 62,50%) considerada uma concordancia substancial,
indicando a presenca de glaten.

Para as amostras declaradas em seu rotulo “contém gliten” das 15 amostras:
em 15 foi detectada a presenca de trigo, tanto pelo método de PCR como de
Microscopia (concordancia = 100%), considerada uma concordancia quase perfeita;
em 15 foi detectada a presenca de cevada pelo método de PCR e em 13 amostras
por Microscopia (concordancia = 81,25%), considerada uma concordancia quase
perfeita; em 13 amostras foi detectada a presenca de centeio por PCR e em 12 por
Microscopia (concordancia = 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 (concordancia = 28,57%) considerada uma concordancia razoavel.

Neste estudo a Microscopia serviu como meétodo de triagem, ndo sendo
possivel quantificar o amido. No método ELISA R5 utilizado no trabalho de Pires
(2013) para andlise de teor de glaten, que possibilita a detec¢do de até 1,5 ppm de
gliadina ou 3 ppm de glaten das prolaminas do trigo que é a gliadina, o Unico padrdo
utilizado. Entretanto, nas amostras estudadas 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
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caracteristicas dos produtos encontrados no mercado, quando se trata de alimentos
para celiacos, faz-se necessério analisar outros cereais além do trigo.

Qualquer proteina vegetal comercial derivada de uma fonte cereal
inevitavelmente contém granulos de amido, a morfologia do qual serviria de
diagnéstico para esse cereal, uma proteina vegetal comercial derivada de milho
devera conter amido de milho, que apresenta forma poliédrica caracteristica. O amido
de trigo € amplamente usado como um ingrediente, a identificacdo dos granulos de
amido de trigo em uma matriz de proteinas é apenas um guia para a origem da
proteina, existindo a necessidade da realizagdo de um ensaio de confirmacdo que
caracteriza a proteina (KENT-JONES, AMOS apud FLINT; JOHNSON, 1979).

No quadro 12, das cinco amostras declaradas no rotulo ndo contém glaten,
analisadas pelo método ELISA, em quatro das amostras os resultados do teor de
gluten foram abaixo de 20 mg/kg, como preconizado pelo CODEX, em duas amostras
foram detectadas a presenca de trigo e centeio. Destas amostras analisadas por
Microscopia foi identificada a presenca de trigo em cinco amostras. Neste caso
ocorrem tracos da presenca de gluten, sugerindo contaminacéo cruzada por falta de
boas praticas de producao, incorrendo na néo veracidade do rotulo. No quadro 13 das
cinco amostras declaradas no rétulo contém glaten e analisadas pelo método ELISA,
guatro amostras (80%) continham glaten abaixo de 20 mg/kg, podendo ser rotulados
como nao contém gluten. Destas amostras analisadas por Microscopia foi identificada
a presenca de trigo em todas as amostras (concordancia = 100%), no entanto, o
produtor possivelmente para nao correr riscos e nao se responsabilizar pelo ato,
identifica o produto como contendo glaten, incorrendo na ndo veracidade do rétulo,
mesmo o produto mesmo sendo livre naturalmente de gluten € declarado como
contém glaten. Infelizmente alguns produtores desconhecem ou nao se importam com
0 problema da contaminagdo e continuam vendendo seus produtos sem a devida
analise do teor de gluten. Esta pratica é preocupante, pois faz diminuir a diversidade
de produtos no mercado, e por vezes torna um produto naturalmente livre de glaten,
sem necessidade de tratamento para retirada do glaten, ndo recomendado aos
celiacos, 0 que leva a uma elevacdo no custo dos produtos para os celiacos
dificultando o acesso a populagéo carente.

Outro ponto a ser considerado é que apesar do CODEX estabelecer um limite

para o teor de gluten para alimentos livres dele, a legislacéo brasileira, contrariando a
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tendéncia mundial de seguir estas determinagdes, ndo coloca um limite para esse teor
(SILVA, 2010; JOHNSON et al, 2011).

Em contrapartida, na Australia o excesso de rigor em alimentos sem gluten,
exigindo que nado contenha glaten detectavel, tem causado escassez de produtos
desta natureza devido ao custo elevado na producdo com isencdo de gliten e tem
havido movimentos de associa¢des de celiacos para que a legislagdo se adeque ao
recomendado pelo CODEX, visando aumentar a oferta dos produtos sem glaten
(LEDERMAN, 2013).

No Brasil existe pouca diversidade de alimentos com um limite de 20 mg/kg
possivelmente com o aumento no rigor do limite para 10 mg/kg, buscado pela Consulta
publica N° 29 de 05 de junho de 2014, leve a uma diminuicdo ainda maior da
diversidade de produtos no mercado. Silva (2010) recomenda manter os limites
preconizados pelo CODEX e aumentar a fiscalizacao para evitar as fraudes e oferecer
incentivos fiscais aos produtores de alimentos sem gliten para tornar mais atrativa
economicamente a producéo destes alimentos. O avanco em relacéo a identificacao
dos alimentos livres de gluten possibilitou a populacdo celiaca o consumo de
alimentos antes proibidos (SILVA, 2010).

O movimento “gluten-free” tem levado, no mundo inteiro, pessoas nao
portadoras de doenca celiaca a buscar dietas a base de produtos livres de gluten. As
principais justificativas para esta dieta, sem gluten, sdo as modificacbes genéticas
introduzidas nas plantas ao longo dos anos e o aumento do consumo de trigo. S6 nos
Estados Unidos, 28,5% das pessoas dizem querer reduzir ou eliminar essa substancia
da dieta. Naquele pais o mercado de alimentos sem glaten j& movimenta mais de 10
bilhdes de délares por ano (PANDOLFI et al, 2014). Sendo esta procura aumentada
mais um fator de elevacéo do preco destes produtos.

A escolha de um método padrdo de determinacdo de glaten e de sua
guantidade limite € necessaria tanto para determinar o contetdo de gluten quanto para
servir de base para novas regulamentacdes. Ainda é necessaria uma politica de
vigilancia mais efetiva de forma a fiscalizar minuciosamente o produto que chega até
o consumidor celiaco (THOMPSON; MENDEZ, 2008; SILVA, 2010).

E fundamental ndo apenas regulamentar alimentos, mas fazer a inddstria de
alimentos cumprir a legislacdo, através da rotulagem que garanta a veracidade das
informacdes e sua comprovacdo e consequentemente a seguranca alimentar,

promovendo a prevencdo a saude dos consumidores.
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O estudo realizado sugere que o controle da qualidade dos alimentos tem sido um
dos grandes desafios colocados para a industria alimentar, pois somente a informagédo sem
garantir a qualidade do produto e autenticidade das declaracfes feitas nos rotulos ndo sao

suficientes.
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6 CONCLUSOES

A producdo de fotomicrografias gerou material de referéncia para a
comparacao na identificagdo das caracteristicas morfoldgicas dos diferentes amidos
detectados por microscopia nas amostras estudadas.

A microscopia apresentou boa concordancia com os métodos ELISA e PCR na
deteccao do trigo, confirmando sua relevancia para este propésito.

O método de microscopia pode ser utilizado como método de triagem na
identificacdo rapida da presenca de gluten através da deteccdo de amido nas
diferentes espécies de cereais que contém glaten. E um método confiavel, sensivel,
com seletividade e limite de deteccdo conformes e de grande relevancia dada a sua
concordancia satisfatoria com o0 método preconizado, ELISA, pelo Codex

Alimentarius.

PERSPECTIVAS
A perspectiva é estender o estudo de valida¢cdo do método, determinando sua
especificidade e sensibilidade utilizando amostras negativas, no entanto, estas séo

dificeis de conseguir devido as contaminacdes cruzadas.
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APENDICE A — FOTOS IDENTIFICAGAO DO AMIDO POR MICRO SCOPIA
OTICA DAS AMOSTRAS DE BISCOITOS E FARINHAS,

As fotos apresentadas abaixo foram elaboradas pela autora.

Imageml1 Amostra 1 (a) aumento 400X com luz polariza da; (b) aumento 200X.

@) (b)

Imagem 2 Amostra 2 (a) aumento 200X; (b) aumento 40 0X.

(b)

Imagem 3 Amostra 3 (a) aumento 200X; (b) aumento 20 0X com luz polarizada.

(b)



100

Imagem 4 Amostra 4 aumento 400X.

Imagem 6 Amostra 6 (a) aumento 200X; (b) aumento 20 0X.

@
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Imagem 7 Amostra 7 (a) aumento 400X; (b) aumento 20 0X com luz polarizada.

.(a) -(b)

Imagem 8 Amostra 8 (a) aumento 400X com luz polariz  ada; (b) aumento 200X com luz polarizada.

.(a) -(b)

Imagem 9 Amostra 9 (a) aumento 400X; (b) aumento 40 0X com luz polarizada.

-(a) -(b)
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Imagem 10 Amostra 10 (a) aumento 200X com luz polar izada; (b) aumento 200X.

(b)

Imagem 11 Amostra 11 (a) aumento 200X; (b) aumento  400X.

(b)

Imagem 12 Amostra 12 aumento 200X.




103

Imagem 13 Amostra 13 (a) aumento 400X; (b) aumento 400X com luz polarizada.

(b)

Imagem 14 Amostra 14 (a) aumento 400X; (b) aumento 200X com luz polarizada; (c) aumento
400X; (d)aumento 100X.

(b)

(d)
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Imagem 15 Amostra 15 aumento 400X.

Imagem16 Amostra 16 (a) e (b) aumento 400X.

(b)

Imagem 17 Amostra 17 aumento 400X.
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Imagem 18 Amostra 18 aumento 400X.

Imagem 19 Amostra 19 aumento 200X com luz polarizad  a.

Imagem 20 Amostra 20 aumento 200X.
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Imagem 21 Amostra 21 (a) aumento 200X; (b) aumento 200X com luz polarizada.

(b)

Imagem 22 Amostra 22 (a) aumento 400X; (b) aumento 400X com luz polarizada; c) aumento
400X com luz polarizada; d) aumento 400X.

(b)
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Imagem 23 Amostra 23 (a) aumento 200X; (b) aumento 200X com luz polarizada.

(b)

Imagem 24 Amostra 24 (a) aumento 200X com luz polar izada; (b) aumento 200X.

(b)

Imagem 25 Amostra 25 (a) aumento 200X; (b) aumento 200X com luz polarizada.
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Imagem 26 Amostra 26 aumento 200X com luz polarizad a.

Imagem 27 Amostra 27 aumento 400X com luz polarizad a.

Imagem 28 Amostra 28 (a) aumento 200X com luz polar izada; (b) aumento 400X.

(b)
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Imagem 29 Amostra 29 aumento 200X com luz polarizad a.

Imagem 30 Amostra 30 aumento 200X com luz polarizad a.

Imagem 31 Amostra 2* (a) aumento 200X com luz polar izada; (b) aumento 200X.

(b)
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Imagem 32 Amostra 3* aumento 200X com luz polarizad a.

Imagem 33 Amostra 4* aumento 400X com luz polarizad a.

Mandioca g.,
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Imagem 35 Amostra 6* aumento 200X com luz polarizad a.

Imagem 36 Amostra 7* aumento 200X com luz polarizad a.

Imagem 37 Amostra 8* aumento 200X com luz polarizad a.
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Imagem 38 Amostra 9* aumento 200X com luz polarizad a.

Imagem 39 Amostra 10* aumento 200X.

Imagem 40 Amostra 11* aumento 200 X .






