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RESUMO

A pimenta do reino deve ser colhida, processada, embalada em condi¢des ideais para evitar a presenca de matérias
estranhas. Com o objetivo de avaliar as condi¢des higiénicas da pimenta do reino em pd, comercializada em Sao Paulo,
foram analisadas 22 amostras por meio de duas diferentes técnicas no periodo de maio a setembro de 2006. Para a analise
de sujidades leves foi utilizada a técnica de flutua¢ao segundo AOAC e ensaio imunoenzimatico — ELISA. Observou-se
que 100% das amostras continham fragmentos de insetos e em vdrias amostras foram demonstrados mais de um tipo
de matéria estranha; e 23% das amostras mostraram ser imprdprias ao consumo em virtude da presenca de pelos de
roedor. Para realizar o ELISA, foram adicionados os padrdes constituidos de 1, 2, 4, 8 e 10 insetos para estimar o nimero
de insetos nas amostras em andlise, por meio de valores de densidade 6ptica (DO). Verificou-se que 36,4% das amostras
apresentaram valores de DO préximos aos correspondentes ao do padrio 8 insetos, 40,9% ao do padrio 4 insetos, 18,2%
ao do padrao 10 e 4,5% ao do padrao 2 insetos. A técnica descrita na AOAC mostra ser mais apropriada, em fun¢ao de sua
eficiéncia de detec¢do de insetos, bem como de outras matérias estranhas, enquanto que o ELISA detecta especificamente
a miosina presente no musculo dos insetos, cuja degradagdo ocorre com o passar do tempo.

Palavras-chave. pimenta do reino, ELISA, flutuac¢io, sujidades leves.

ABSTRACT

The pepper ought to be collected, processed, packed under optimum conditions to avoid the presence of foreign matters.
The hygienic conditions of ground pepper marketed in Sao Paulo city were assessed by means of two methodologies on
22 samples during the period from May to September 2006. For determining the occurrence of light filth the flotation
technique was employed following the methodology recommended by AOAC, and the enzyme — linked immunosorbent
assay (ELISA). It was observed that 100% of the samples contained insect’s fragments and in various samples more than
one type of foreign matters were found. Twenty-three percent of samples were unqualified for consumption owing to the
occurrence of rodent hair. For performing ELISA, the standard samples containing 1, 2, 4, 8 and 10 insects were included in
order to estimate the number of insects in the analyzed samples by means of optical densities (OD) values. Of 22 samples,
36.4% of samples presented OD values close to that corresponding to standard 8 insects, 40.9% samples to standard 4
insects, 18.2% to 10, and 4.5% to standard 2 insects. According to the results observed in the present study, the technique
described in the AOAC is more suitable for detecting not only the insects but also the additional filth in analyzed samples,
while ELISA is specific to detect myosin from the insect muscle, which undergoes degradation after some time.

Key words. pepper, ELISA, flotation technique, light filth.
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INTRODUCAO

O Brasil é um grande produtor de pimenta do reino e sua
utilizagdo como guarni¢do representa um risco a saide,
uma vez que a mesma pode ser utilizada diretamente
sobre o alimento, sem nenhuma etapa que neutralize os
contaminantes presentes’.

A pimenta do reino de boa qualidade deve ser
colhida, processada, embalada, transportada e conservada
em condi¢des que nao desenvolvam e/ou agreguem
substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem
em risco a satide do consumidor?.

As variagoes climdticas e a secagem artesanal
em regides tropicais e subtropicais fazem com que as
especiarias fiquem mais sujeitas a contamina¢ao por micro-
organismos e insetos. Esses tltimos, por sua vez, favorecem
o crescimento de fungos por meio da atividade metabdlica
que aumenta o teor de umidade e temperatura do meio’.

A pesquisa de matérias estranhas em alimentos é de
fundamental importancia para a manutenc¢ao da qualidade
fisica, sanitaria e nutricional do produto. A Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) define como matéria
estranha qualquer material diferente, nao pertencente
ao alimento que possa estar presente, devida as praticas
inadequadas durante a fase de produgao, armazenamento
ou distribui¢do. Dentre as matérias estranhas estdo as
sujidades leves, como exemplos os insetos e seus fragmen-
tos, acaros, pelos de animais e barbulas de aves*. A deteccao
desses contaminantes representa um desafio constante
paraaindustria e é indicativa das condi¢oes sanitdrias dos
produtos armazenados, estocados e/ou processados.

O Cddigo de Defesa do Consumidor, em vigor
desde 1991, provocou mudancas significativas nas
relagoes entre consumidores de alimentos e industrias
processadoras do Brasil. As atuais legislagdes para o
cumprimento dos pardmetros microscopicos sdo: a
Resolugao RDC ne 175/MS e a Portaria n° 326/MS, que
estabelece disposi¢des gerais para a avaliacao de matérias
estranhas macroscopicas e microscopicas prejudiciais a
satde humana em alimentos embalados e os requisitos
gerais de higiene e de boas praticas de fabricacdo para
alimentos produzidos ou fabricados para consumo,
respectivamente>®”.

A metodologia de flutuacdo para a extrac¢dao
de sujidades leves em pimenta do reino é preconizada
pela AOAC e vem sendo utilizada ha muitos anos nos
laboratérios oficiais.

Atualmente, o ensaio imunoenzimatico - ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) foi desenvolvido
para detectar insetos em amostras de alimentos, por meio
da detec¢do de miosina, proteina presente no musculo de
insetos. A técnica pode apresentar vantagens em relagdo ao
método de flutuacio por ser rapida, custo relativamente
baixo e permitir a analise de um grande numero de
amostras em um Unico ensaio. A miosina presente em
grandes quantidades, tanto em larvas como em insetos
adultos, é facilmente extraida e difere muito pouco entre
as espécies de insetos *°.

Este estudo tem como objetivo avaliar as condigoes
higiénico-sanitarias da pimenta do reino em po,
comercializada em diferentes pontos da cidade de Sao
Paulo, por meio das metodologias da AOAC (flutua¢ao)
e imunoenzimatica - ELISA.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 22 amostras de pimenta do reino em
p6 adquiridas no comércio da cidade de Sao Paulo, com
marcas, lotes e prazos de validade distintos, no periodo
de maio a setembro de 2006.

O estudo foi realizado nos laboratérios de
Microscopia Alimentar e HIV/Aids do Instituto Adolfo
Lutz — Laboratério Central e no Laboratério Grain
Marketing and Production Research Center, do Ministério
da Agricultura, Kansas, USA.

Para a andlise de sujidades leves em pimenta
do reino moida foi utilizado o método de flutuac¢ao n°
972.40A, descrito na Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) International, 18¢ ed., 2005 e o ensaio
imunoenzimdtico — ELISA - kit comercial Biotec (Austin
TX) para a detecgao de miosina, por meio de anticorpos
policlonais, observando-se todos os procedimentos
sugeridos pelo fabricante.

As amostras foram processadas em duplicatas e os
resultados expressos como média aritmética.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as amostras de pimenta do
reino em po pelo método de flutuagao estao apresentados
nas Tabelas 1 e 2.

De acordo com as Tabelas 1 e 2, observou-se,
respectivamente, que 100% (22/22) das amostras de
pimenta do reino continham fragmentos de insetos e em
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Tabela 1. Numero e porcentagem de amostras com presenca de sujidades leves em 22 amostras de pimenta do reino
moida. Sao Paulo, 2008

. . Presenca Auséncia
Pimenta do reino
Ne % N° %
Inseto 4 18,2 18 81,8
Fragmento de inseto 22 100 0 0
Larva 3 13,6 19 86,4
Fragmento de larva 4 18,2 18 81,8
Acaro 9 41 13 59
Pelo de roedor 5 23 17 77
Fragmento de pena de ave 1 4,5 21 95,5
Pelo de animal nao identificado 1 4,5 21 95,5

n = nimero de amostras.

Tabela 2. Amostras de pimenta do reino moida por tipo de matéria estranha encontrada, Sao Paulo, 2008

N° da Fragmento Fragmento Fragmento Pelo de I?elo de~
amostra  de inseto Larva dde pena Inseto de larva Acaro roedor 2n'™Ma I ndo
e ave identificado
1 3,5 1 0 0 0 0 0 0
2 34 0 0 0 0 0 0 0
3 22,5 0 0 0 0 0 0 0
4 7 0 0 1 0 0 0 0
5 11 1 0 1 5 1 0 0
6 6,5 0 0 0 0 0 0 0
7 17 0 0 0 0 0 0 0
8 49,5 0 0 0 0 1 0 0
9 293 1 0 0 1 1 0 1
10 67,5 0 0 0 0 1 0 0
11 40,5 0 0 3 1 2 1 0
13 352 0 0 0 0 0 2 0
14 65 0 0 0 0 0 0 0
15 10,5 0 0 1 0 1 0 0
16 19 0 0 0 0 0 1 0
17 56,5 0 0 0 0 0 2 0
18 12,5 0 0 0 0 1 0 0
19 6 0 0 0 0 1 0 0
20 466 0 1 0 1 9 1 0
21 23 0 0 0 0 0 0 0
22 14 0 0 0 0 0 0 0
23 55 0 0 0 0 0 0 0
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vérias amostras mais de um tipo de matéria estranha,
que podem ter sido originados no campo ou durante o
do armazenamento.

Embora estes tipos de insetos ndo causem nenhum
dano a satide do consumidor, as industrias devem produzir
seus produtos de maneira adequada, adotando as boas
préticas de fabricacio, armazenamento e distribui¢ao®”.

Os fragmentos de insetos sdao constituidos
por quitina e quando ingeridos pelo homem nao sao
metabolizados, pois o sistema digestivo humano nao
apresenta a enzima quitinase, deste modo, além de nao
trazer beneficio nutricional podem causar danos a mucosa
intestinal'’.

O produto pode ser infestado e avariado por
insetos que se desenvolvem na drea de produgao e colheita.
No campo, os insetos mais comuns sao os das Ordens
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera e
Hemiptera, e no armazenamento, os que podem atacar
o produto sao, principalmente, os da Coleoptera e
Lepidoptera.

Muitos dos insetos encontrados nas amostras
deste estudo pertenciam a ordem Homoptera, que sao
fitéfagos e muitas espécies aparecem como pragas de
plantas cultivadas'>'%.

Neste estudo encontramos 41% (9/22) de amos-
tras com presenca de dcaros, que podem veicular bactérias,
leveduras e fungos. As particulas fecais dos dcaros possuem
substancias toxicas capazes de causar sensibilizacao nos
homens ou animais, resultando em enterites agudas e
podendo provocar lesdes macréticas na mucosa intestinal.
Os acaros encontrados pertenciam as ordens Mesostigmata
e Cryptostigmata, sendo muitos da familia Oribatidea, que
sao acaros de solo' .

Gecan et al. realizaram um estudo com varios tipos
de condimentos adquiridos no varejo para determina¢ao
da qualidade sanitaria dos mesmos. No que concerne a
pimenta do reino, os autores verificaram que das 1523
amostras analisadas, 98,4% continham fragmentos de
insetos, 46% estavam contaminadas com 4caros e 20%
com pelos de roedores, o que vem de encontro com os
dados obtidos™.

As amostras com presenca de pelos de roedores
sao improprias a0 consumo por conter matéria estranha
considerada prejudicial a saide, uma vez que os roedores
sdo transmissores em potencial de uma serie de doengas,
entre elas a leptospirose, salmoneloses, peste (bubonica,
pneumonica, septicemica) e viroses, entre outras'> '°.

No trabalho realizado por Graciano et al em
amostras de pimenta do reino moida, foram encontradas
98,5% de amostras contendo fragmentos de insetos, 24,6%
com presenca de dcaros e 23,2% com pelos de roedores.
Comparando os dados encontrados neste estudo com
o realizado em 1999/2000, nota-se que o controle
de qualidade realizado pelas industrias produtoras e
empacotadoras de pimenta do reino no Estado de Sao
Paulo, ndao se mostrou efetivo'.

Com relacao a legislagao em vigor, 100% (22/22)
das amostras estdo em desacordo, por conter insetos e
fragmentos, acaros, pelos de animal nao identificado,
larvas, fragmentos de larvas, indicando a ndo ado¢do e/ou
manuten¢ao das Boas Praticas de Fabrica¢do’. Conforme a
RDCn°175/2003 para matérias estranhas macroscopicas
e microscopicas prejudiciais a saide, somente as amostras
contendo pelos de roedor (23%) sao consideradas
impréprias para o consumo® ',

Para a metodologia imunoenzimdtica — ELISA
os resultados sao apresentados conforme mostra a
Figural.

Na Figura 1 foram adicionados os padroes, nos
quais o nimero correspondente indica a quantidade de
insetos presentes - 1,2,4, 8 e 10 - para estimar o nimero de
insetos presentes nas 22 amostras, por meio das densidades
opticas (D.O) obtidas. De acordo com os padroes acima
citados, 36,4% (8/22) das amostras apresentaram suas
D.O préximas ao padrdo 8, 40,9% (9/22) ao padrio 4,
18,2% (4/22) ao padrao 10 e 4,5% (1/22) ao padrao
2. Pelos padrdes pode-se estimar o numero de insetos
adicionados.

O limite minimo de detec¢ao do ensaio imunoen-
zimatico - ELISA é de 0,5 inseto e o limite miximo ¢é
de 10 insetos por 50 gramas/amostra. A amostra com
contamina¢ao acima desse valor terd seu resultado
maximo de detec¢do para 10 insetos, enquanto que pelo
método da AOAC ndo importa a quantidade de infestagao
que a mesma serd detectada, mesmo que em numero
elevado.

Segundo a literatura, o anticorpo policlonal utili-
zado no ensaio imunoenzimdtico - ELISA reage com a
miosina presente em vdrias espécies que podem infestar
o0s graos, deste modo, a infestacao dos graos e subprodutos
pode ser determinada quantitativamente. O ensaio
baseado em uma reacao colorimétrica fornece resposta
consistente para avaliacdo de uma grande quantidade de
insetos'’.
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Figura 1. Resultados obtidos (D.O.) das amostras e dos padrdes no en-
saio imunoenzimatico — ELISA.

O kit utilizado neste trabalho foi desenvolvido
com anticorpos policlonais e os padrdes sao especificos
para S.granarius. Para as amostras infestadas com outros
tipos de insetos, os valores de miosina podem estar abaixo
daqueles encontrados para o padrao. Nestas amostras de
pimenta do reino, nao foram identificados todos os insetos
presentes e os que foram identificados pertenciam a Ordem
Homoéptera, sendo assim a quantidade de miosina pode
ter sido subestimada, uma vez que o teste foi desenvolvido
para insetos pertencentes 8 Ordem Coleoptera'®.

No trabalho desenvolvido por Kitto, o ensaio
imunoenzimdatico — ELISA mostrou uma excelente
correlagdo entre a cor produzida e o numero de Sitophilus
granarius adicionados em amostras de trigo limpo. A
cor desenvolvida e sua intensidade sdo proporcionais a
quantidade de miosina presente na aliquota avaliada,
correlacionando bem com a massa muscular do inseto
presente na amostra de trigo ou farinha, o que pode
ser extrapolado para o numero de insetos presentes na
amostra®.

No estudo realizado por Atui et al., 2002, foi
demonstrado que a miosina presente na farinha de trigo
(depois da moagem do grao) degradou apds duas semanas.
O mesmo pode ter acontecido com a concentrac¢ao de
miosina presente na pimenta do reino adquirida em
diferentes pontos do comércio de Sao Paulo, pois nao se
sabe quando ocorreu o processamento’®,

As amostras, quando infestadas com nimero
conhecido de insetos, tém alta correlacao com os valores de
densidade 6ptica obtidos no ELISA, conforme verificado
em varios estudos. Neste caso, ndo existe a correlagao dos
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resultados encontrados pelo método de flutuagdo com a
técnica de ELISA, por nao conhecer a contaminagao prévia
das amostras de pimenta do reino'®2.

CONCLUSAO

O ensaio imunoenzimdatico — ELISA utilizado é especifico
para detectar a miosina presente no musculo dos insetos,
portanto somente detecta insetos e fragmentos de insetos,
porém sabe-se que a miosina degrada-se com o passar
do tempo.

Pelo método de flutuacao pode-se determinar
qual espécie estd infestando a amostra, por meio da
identificacdo dos fragmentos de insetos recuperados,
diferente do ensaio imunoenzimadtico - ELISA que nao é
capaz de determinar a espécie do inseto presente.

A concentra¢do de miosina pode servir para
estimar o nimero de insetos e fragmentos.

O ensaio imunoenzimdtico - ELISA ¢é rdpido,
sensivel e barato e de facil execu¢ao, pode ser utilizado no
controle de qualidade na industria, porém nao é adequado
para as amostras que se encontram no comércio.

O ELISA correlaciona a miosina do inseto presente
na amostra fornecendo meios quantitativos para estimar a
contaminacao por insetos dentro do limite de detecgao do
kit, ja o método de flutuagao faz a contagem de fragmentos
de insetos sem se preocupar com o tamanho.

Neste trabalho, a metodologia da AOAC foi mais
apropriada para pimenta do reino, uma vez que por ela
sao recuperadas além de insetos e seus fragmentos outras
matérias estranhas, tais como 4caros, larvas, pelos de
roedores e outros animais.
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