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RESUMO. Com objetivos de padronizar procedimentos analiticos e avaliar a contaminag@o por matérias
estranhas e filamentos micelianos de fungos em doces de frutas em pasta industrializados (bananada,
goiabada e marmelada), foram colhidas 57 amostras dos doces citados em supermercados da cidade de Sao
Paulo. Os métodos utilizados para determinacdo dos parametros estudados mostraram-se adequados.
Quanto aos resultados das analises, 54,4% das amostras apresentaram matérias estranhas (principalmente
fragmentos de insetos); 80,7% continham filamentos micelianos pela contagem Howard e 31,6% estavam
positivas para hifas de Geotrichum. Considerando a legislag@o de alimentos em vigor, 83,0% das amostras
de doces em pasta estavam positivas em pelo menos uma das trés determinagdes, podendo concluir que
os produtos analisados apresentaram alto indice de contaminacao, tendo como principal fator a presenga
de filamentos micelianos.

PALAVRAS-CHAVE: Metodologia; doces em pasta; analise microscopica; matérias estranhas; filamentos

micelianos; fungos

INTRODUCAO

Os produtos alimenticios, principalmente de origem
vegetal, nem sempre estdo isentos de matérias estranhas como
fragmentos de insetos, insetos adultos e suas fases
intermediarias, acaros ¢ pélos de animais.

Os insetos e os acaros, além de depositarem suas
dejecdes sobre os alimentos, causando doengas por fungos,
bactérias, virus, protozoarios e helmintos®'>#, também podem
contaminar os produtos com microrganismos que se

encontram aderidos ao seu corpo e pernas'®!>4 Além disso,
os acaros podem desencadear processos alérgicos em
individuos susceptiveis, quando ingeridos com
alimentos®>!%1°,

Entre os insetos, as moscas exercem papel importante na
contaminagdo de alimentos e sdo potencialmente prejudiciais a
saude humana, por serem vetores passivos de patogenos
causadores de doengas transmitidas por alimentos, como
Shigella, Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter jejuni
e Vibrio cholera''.

! Secdo de Microscopia Alimentar, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Av.Dr. Arnaldo, 355, CEP.: 01246-902, e-mail: mcorreia@ial.sp.gov.br

® Faculdade de Satde Pablica da Universidade de So Paulo, Sdo Paulo, SP.
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Os insetos, ao atacarem o alimento, facilitam a entrada
de bactérias e fungos e de invasores secundarios, como outros
insetos e acaros. Roedores e passaros, como primeiro nivel de
consumidores, além de se alimentarem do produto, os
contaminam com excrementos, pélos e penas, propiciando o
aparecimento de consumidores de terceiro nivel, como outros
insetos e acaros micofagos. Também os excrementos dos
consumidores de primeiro nivel sdo utilizados como substrato
para o crescimento microbiano e como alimento para alguns
consumidores de segundo e terceiro niveis'.

As frutas mantidas em caixas ou outros espagos
confinados formam um microclima favoravel ao desenvolvimento
dos fungos que podem estar presentes na lesdo causada pela
colheita ou pelo manuseio inadequado. O extravasamento de
liquidos tissulares da fruta facilita a germinagéo de esporos e,
mesmo que os fungos ndo se desenvolvam o suficiente para
produzir a doenca na fruta, na industrializagdo, apds o
processamento, podem deteriorar o produto’®.

Apesar dos fungos serem inativados na etapa de
processamento térmico, durante a industrializagdo e, portanto,
com resultados negativos nas culturas microbioldgicas, suas
estruturas (hifas) permanecem no produto, freqiientemente de
forma fragmentada, indicando que foi utilizada matéria-prima
contaminada com esses organismos ou condi¢des inadequadas
de higiene durante o processamento!’.

Entre os fungos que podem contaminar os alimentos
encontra-se o Geotrichum candidum Link, presente no solo e
em frutas e hortalicas em decomposi¢do. No campo, seus
esporos e fragmentos de micélio sdo transportados pela mosca-
da-fruta que, assim, contamina vegetais sdos, causando, entre
outros, a podriddo acida em frutas citricas e tomates. Esse fungo
apresenta como caracteristica o desenvolvimento e aderéncia
do micélio a superficie de equipamentos e utensilios utilizados
no processamento dos vegetais, como madeira, metal, borracha
e a¢o inoxidavel; em contato com o alimento, esse micélio se
desprende, causando contaminag¢do do produto final’.

Segundo a legisla¢do de alimentos em vigor®, em relagéo
aos parametros microscdopicos, os doces em pasta ndo podem
apresentar sujidades, partes de insetos, fungos, detritos
organicos ou substancias que indiquem a utilizacdo de
ingredientes em condic¢des insatisfatdrias ou tecnologia de
processamento inadequada.

Como a “Association of Official Analytical Chemists
International” (AOAC International)! estabelece métodos para
a determinag@o de matérias estranhas em geléias e gelatinas
mas ndo para doces de fruta em pasta, e métodos para contagem
Howard em néctar, puré, geléia e doce em pasta de diversas
frutas mas ndo para banana e marmelo, o presente trabalho foi
desenvolvido com objetivo de padronizar procedimentos
analiticos para matérias estranhas e filamentos micelianos em
bananada, goiabada e marmelada e de verificar o nivel de
contaminagdo desses doces industrializados e comercializados
em supermercados da Cidade de Sdo Paulo, quanto aos dois
parametros citados.
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MATERIAL E METODOS

1. Amostragem

Para a padroniza¢ido do método Howard para contagem
de filamentos micelianos em doces de frutas em pasta foram
colhidas, em supermercados da cidade de Sao Paulo, 12
amostras-teste, sendo 4 de bananada, 4 de goiabada e 4 de
marmelada, além de 4 amostras-teste de cada tipo de geléia das
frutas que apresentam diluicdo padronizada na metodologia da
AOAC (goiaba, amora, framboesa e morango).

Para verificar as condigdes higiénicas dos doces em pasta
industrializados, foram realizadas 3 colheitas de amostras de
mesma marca ¢ com numeros de lote/datas de fabricac¢do e/ou
validade diferentes em cada colheita, de todas as marcas
comercializadas nos principais supermercados da cidade de Sao
Paulo, no periodo de abril/1998 a janeiro/1999. Como o nimero
de industrias fabricantes foi diferente para cada tipo de doce,
das 57 amostras colhidas, 6 foram de bananada, 36 de goiabada
e 15 de marmelada (respectivamente, 2, 12 e 5 marcas).

2. Métodos

Matérias estranhas

O método 16.10.06/950.89a da AOAC! para determinagéo
de matérias estranhas (sujidades) em geléias de frutas, foi
utilizado para a analise das amostras de doces de frutas em
pasta, com a seguinte adaptacdo de metodologia: pesar 100 g de
amostra em frasco armadilha, adicionar 200 mL de 4gua filtrada a
50°C e aquecer em banho-maria até dispersao do material (Figura
1).

As matérias estranhas extraidas e retidas no papel de
filtro foram identificadas e quantificadas ao microscdpio
estereoscdpico, com aumento de 30 vezes.

Contagem Howard

No método 16.18.05/982.33AdB (AOAC)! para contagem
Howard de filamentos micelianos em produtos de frutas, o
sedimento obtido na etapa de centrifugacdo deve ser diluido
com solu¢do a 0,5% de carboximetilcelulose. Como o método
ndo estabelece a diluicdo que deve ser usada para produtos de
banana e de marmelo, foi adotado como parametro o teor de
solidos soluveis da amostra ou grau Brix (°Brix), medido em
refratdmetro, baseando-se nos valores de °Brix obtidos apds as
dilui¢oes dos sedimentos resultantes de frutas descritas no
método, ou seja: goiaba (1+3); amora, framboesa e morango
(146), para o que foram utilizadas amostras de geléias.

Foram testadas diferentes dilui¢des com solucdo a 5%
de carboximetilcelulose do sedimento das amostras de
bananada, goiabada e marmelada, para a obtengdo de valores
de °Brix em intervalo semelhante aquele das frutas padronizadas
no método citado. Também foi padronizada a aliquota da amostra,
utilizando-se 50 g.

O preparo das laminas e a contagem foram realizados
segundo o0 método 16.17.01/984.29ABC da AOAC!. Para cada
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Determinac¢io de matérias estranhas

Retirar pedagos de diferentes partes da amostra e pesar 100 g em frasco armadilha de 1000 mL. Adicionar 200 mL de
agua filtrada a 50°C e aquecer, em banho-maria, até dispersar a amostra, mexendo com a haste do frasco. Adicionar
10 mL de HCI, mexer, suspender a haste e prendé-la. Ferver o material em chapa aquecedora durante Smin. Esfriar até
a temperatura ambiente. Adicionar 25 mL de heptano e agitar em agitador magnético, durante 5 min. Completar o
volume do frasco com 4gua filtrada e mexer, com a haste, em intervalos de 5 min, durante 20 min. Deixar em repouso
10 min. Extrair em béquer de 400 mL, lavar o gargalo e a haste do frasco com agua filtrada e coletar no mesmo béquer.
Filtrar a vacuo o material do béquer, sobre papel de filtro riscado.

Contagem Howard para filamentos micelianos

Retirar pedagos de diferentes partes da amostra e pesar 50 g, em béquer de 400 mL. Adicionar 150 g de agua filtrada
e mexer com espatula para dispersar a amostra. Misturar bem o material do béquer ¢ transferir 40 mL para tubo
conico de centrifuga graduado, de 50 mL. Centrifugar a 2.200 rpm por 10 min. Deixar a centrifuga parar
espontaneamente e retirar os tubos. Decantar o sobrenadante sem mexer o sedimento. Ler o volume do sedimento
¢ diluir com solugio de carboximetilcelulose na proporgdo 1+4 (v/v).

Contagem de filamentos micelianos de Geotrichum

Misturar bem o material do béquer, transferir 40 mL para tubo conico de centrifuga graduado, de 50 mL, adicionar 10
gotas de solugdo de cristal violeta e misturar bem. Imediatamente apos a parada da centrifuga, retirar os tubos,
decantar o sobrenadante e ler o volume do sedimento. Diluir o sedimento na propor¢dol+3 (v/v) com solugdo de

carboximetilcelulose.

Figura 1. Métodos empregados na analise de doces de frutas em pasta

duplicata foram contados 75 campos (3 montagens com 25

campos cada uma) e o numero de filamentos micelianos foi

calculado por:

N= n°de campos positivos x 100
75

onde: N = percentual de campos positivos para filamentos
micelianos

Nas analises das 57 amostras comerciais para avaliar a
contaminagdo por filamentos micelianos foi utilizada a dilui¢o
1+4 proposta neste estudo (Figura 1).

Contagem de Geotrichum

As amostras de doces de frutas em pasta foram
preparadas segundo o procedimento 16.19.13/982.34AdB
(AOACQ)', em duplicata, com 50 g cada (Figura 1). O preparo das
laminas, a contagem e o calculo do numero de filamentos
micelianos de Geotrichum foi realizado segundo o método
16.19.09/984.30ABC (AOAC)".

Para cada amostra, em duplicata, foram preparadas 2
laminas e a contagem dos filamentos micelianos foi realizada em
microscopio estereoscopico, com luz transmitida, e aumento de
30 a 45 vezes. Somente foram contadas as hifas com 3 ou mais
ramifica¢des caracteristicas de Geotrichum (hifas com
ramificagdes regulares e em 45°, aparentando uma pena)'.

O numero de filamentos foi calculado pela seguinte
formula:

N=Sx100

onde:
N = namero de filamentos micelianos/100 mL de preparagao
S = total dos filamentos micelianos contados nas 2 laminas

Para as trés determinagdes, os resultados foram expressos
como a média aritmética dos valores encontrados nas duplicatas.

As analises foram realizadas na Secdo de Microscopia
Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo/SP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Matérias estranhas

O método de determinaco de matérias estranhas em geléias
de frutas mostrou-se adequado para os doces de frutas em pasta,
com introduc@o da etapa de dispersao a quente da amostra, resultando
em uma extragdo das matérias estranhas com poucos elementos
histolégicos dos vegetais, que nao interferiram na identificagdo e
contagem das matérias estranhas presentes nos papéis de filtro.

Apresentaram matérias estranhas 31 amostras (54,4%),
sendo 1 (16,7%) de bananada, 27 (75,0%) de goiabada ¢ 3 (20,0%)
de marmelada.
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Tabela 1. Numero e percentual de amostras de doces de frutas em pasta, por tipos de matérias estranhas

Matérias estranhas

Amostras de doces de frutas em pasta

Tipos Intervalos Bananada Goiabada Marmelada
Ne % Ne % Ne %

Inseto 1-5 0 0,0 1 2.8 0 0,0
Larva 1-5 0 0,0 4 11,1 0 0,0
Exuvia 1-5 0 0,0 5 139 1 2.8
Ovo 1-5 0 0,0 9 25,0 0 0,0
Fragmento 1-5 0 0,0 19 52,8 1 2.8
de inseto 6-10 0 0,0 3 83 1 28

11-20 0 0,0 1 2.8 0 0,0
Acaro 1-5 1 28 8 22 1 28
Pélo de roedor 1-5 0 0,0 1 2.8 0 0,0
Total 6 36 15
Tabela 2. Dilui¢do e °Brix das amostras-teste de doces de frutas em pasta e geléias.

Tipos de doces N° de amostras Dilui¢do °Brix *
Goiabada 4 1+4 40
Bananada 4 1+4 38

Marmelada 4 1+4 37
Geléia de amora 4 1+6 33
Geléia de framboesa 4 1+6 33
Geléia de goiaba 4 1+3 40
Geléia de morango 4 1+6 34

*Média dos valores obtidos das 4 amostras-teste

Fragmentos de insetos e acaros foram os contaminantes
encontrados em maior percentual de amostras, enquanto pélo
de roedor foi isolado de 1 amostra de goiabada (Tabela 1). Uma
amostra (goiabada) apresentou simultaneamente 4 dos 7 tipos
de matérias estranhas isolados.

Os acaros isolados das amostras de bananada e de
marmelada foram identificados como pertencentes a Ordem
Acariforme: Familia Oribatidae; na goiabada, além destes, foram
identificados acaros da Ordem Parasitiforme: Familia Ascidae.

Contagem Howard para filamentos micelianos

Na Tabela 2 sao apresentados os resultados dos ensaios
para padronizac@o da dilui¢do das amostras-teste de doces de
frutas em pasta (representam a média dos valores obtidos nas 4
amostras-teste de cada tipo de doce de fruta em pasta) ¢ das
geléias utilizadas como padrao.

Como as amostras-teste de geléias de amora, framboesa,
goiaba e morango, apds a dilui¢do do sedimento, apresentaram
valores de °Brix entre 3,3 € 4,0, adotou-se esse intervalo de °Brix
a ser usado para as amostras de bananada, goiabada e
marmelada. Assim, empregando-se dilui¢ao 1+4 para os doces
em pasta, resultaram valores de °Brix entre 3,7 ¢ 4,0 ¢, portanto,
em intervalo semelhante aquele obtido para as amostras-teste
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de geléias.

A distribuigdo dos percentuais de filamentos micelianos
dos trés tipos de doces de frutas em pasta (Tabela 3), mostraram
existir uma maior contaminag¢o nas goiabadas, com 100% das
amostras apresentando fungos (valor minimo 9,0% e maximo
96,0% de campos positivos). Para marmelada, 53,3%
apresentaram hifas de fungos com maximo de 35,0% de campos
positivos. Em relagdo as bananadas, foi obtido o maior percentual
(66,6%) de amostras isentas de filamentos de fungos e, nos
positivos, o valor maximo de 12,0% de campos.

Resultados semelhantes foram obtidos por outros
autores® que, embora tenham utilizado dilui¢do da amostra
diferente da adotada neste estudo, encontraram amostras de
goiabada contendo até 100% de campos positivos para
filamentos micelianos ¢ de marmelada com até 30% de campos
positivos.

Contagem de Geotrichum

Assim como verificado nas analises de matérias estranhas
e de contagem Howard, as goiabadas apresentaram os maiores
percentuais de contaminagdo (Tabela 4), com 41,7% das
amostras contendo hifas de Geotrichum, com valor maximo de
2.300 filamentos/100 mL de preparacéo, sugerindo uma precaria
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Tabela 3. Numeros e percentuais de amostras por tipos de doces de frutas em pasta, quanto a contagem Howard para filamentos

micelianos.
Percentualde Bananada Goiabada Marmelada
campospositivos N° % N° % N° %

0 4 66,6 0 0,0 7 46,1

1—10 1 16,7 1 2.8 5 333
1120 1 16,7 2 55 0 0,0
21—30 0 0,0 4 11,1 2 133
31—40 0 0,0 3 84 1 6,7
41—50 0 0,0 4 11,1 0 0,0
51—60 0 0,0 2 55 0 0,0
61—70 0 0,0 7 194 0 0,0
71—80 0 0,0 6 16,7 0 0,0
81—90 0 0,0 4 11,1 0 0,0
91—100 0 0,0 3 84 0 0,0

Total 6 100,0 36 100,0 15 100,0

Tabela 4. Numeros e percentuais de amostras por tipos de doces de frutas em pasta, quanto a contagem de filamentos micelianos

de Geotrichum.

N° de filamentos Bananada Goiabada Marmelada

micelianos N° % N° % Ne %

0 6 100,0 21 583 12 80,0
1—500 0 0,0 0 0,0 0 0,0
501—1000 0 0,0 5 139 2 133
1001—1500 0 0,0 5 139 1 6,7
1501—2000 0 0,0 3 83 0 0,0
2001—2500 0 0,0 2 5,6 0 0,0

Total 6 100,0 36 100,0 15 100,0

selecao das frutas “in natura” ou utilizagdo de matéria-prima em
condig¢des higiénicas insatisfatorias. Em nenhuma amostra de
bananada foi encontrada hifa desse fungo.

Contagens de até 30.000 filamentos de Geotrichum em
amostras de marmeladas, 60.000 em bananadas e 80.000 em
goiabadas foram obtidas por outro autor?!, em estudo realizado
com esses doces, de marcas comercializadas em Sio Paulo,
concluindo que a utilizacdo de procedimentos de boas praticas
de fabricagdo como, por exemplo, rigorosa inspegdo de
equipamentos e utensilios utilizados na elaboragio desses doces
evitaria ou, pelo menos, diminuiria a contaminacao.

CONCLUSOES

* A adaptagdo do método para determinacgdo de
matérias estranhas em doces de frutas em pasta foi
adequada.

* A padronizagdo da dilui¢do da amostra para o método
Howard nos produtos cujas frutas ndo tinham

diluicdo estabelecida (banana e marmelo), permitiu a
contagem de filamentos de fungos em doces em pasta
dessas frutas.

Dos trés tipos de doces de frutas em pasta analisados,
a goiabada foi o que apresentou maior nimero de
amostras contaminadas, percentuais mais altos de
contaminacdo ¢ maior diversidade de matérias
estranhas (4 tipos).

Os doces de frutas em pasta apresentaram como
principal contaminante os filamentos de fungos,
determinado pelo método Howard, seguido pelas
matérias estranhas, em percentual significativo de
amostras (principalmente fragmentos de insetos).

O percentual de amostras de doces de frutas em pasta
com resultados positivos em pelo menos uma das
trés determinagdes (matérias estranhas, contagem
Howard e contagem de Geotrichum) foi de 83%, indice
que pode ser considerado alto e tendo como principal
fator a presenga de filamentos micelianos.
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ABSTRACT. In order to standardize analytical procedures and to evaluate the contamination for extraneous
materials and mycelial of molds in industrialized fruits pastes in sweets (banana sweet paste, guava sweet
paste and quince sweet paste), 57 samples of such sweet products were gathered in supermarkets from
Sao Paulo city, Brazil. The methods used for determination of the cited parameters revealed adequate. In
relation to the results of the analyses, 54.4% of the samples presented extraneous materials (mainly insects
fragments); 80,7% contained mycelial fragments for the Howard mold counting and 31.6% were positive
for mycelial fragments of Geotrichum mold. Considering the food legislation in force, 83.0% of the fruit
pastes in sweets were positive in at least one of the three determination, we can conclude that the analyzed
products presented high index of contamination, having as main factor the presence of mycelial fragments.

KEY WORDS: Metodology; fruit pastes; microscopic analysis; extraneous materials; mycelial fragments;

molds
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