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RESUMO

O presente traba ho teve como objetivo conhecer o desempenho do método modificado de extragéo de
sujidades leves em farinha de trigo integral no laboratério de MicroscopiaAlimentar do Instituto Adolfo
Lutz de S&o Paulo, por meio de um estudo intralaboratorial. O método € normatizado e publicado nos
Métodos OficiaisdaAOAC Internaciona (AOAC, 2000) efoi modificado suprimindo-se o refluxo parao
desengorduramento daamostra. Parao estudo foram aplicadostrés niveis de contaminagéo parafragmentos
deinsetos (fi) e parapélosde roedor, com seisreplicatas em cada concentracdo. Dois analistasrealizaram
ametodol ogiaindependentemente em trés meses. A modificagdo do método ndo alterou arecuperacdo dos
fragmentos de insetos. Os resultados quanto arecuperagéo de fragmentos de insetos foram mai ores nesse
estudo (97%, 96%, e 94% em média) quando comparados com os dados daA OA C (estudo interlaboratorial
94%, 86% e 86%0). Para pél os de roedor houve umarecuperacdo inferior (78%, 77% e 70% em média) aos
dadosdaAOAC (95%, 91% e 96%). Verificou-se que umapossivel explicacdo paraessabaixarecuperagdo
seria a agitacdo magnética, narecuperacdo do contaminante biol égico pélo de roedor.

Palavras-Chave. fragmentos de insetos, pélos de roedor, matérias estranhas, precisdo, recuperagéo,
sujidades leves.

ABSTRACT

This investigation aimed to evaluate the modified method performance of extraction of light filth from
whole wheat flour, which was carried out at Food Microscopy Laboratory of Instituto Adolfo Lutz, So
Paulo-SP by means of intra-laboratory study. For performing this study, the technique standardized and
published by International AOAC, 2000 was modified by suppressing thereflux step for defatting theflour.
The experimental design wasasfollowing: three spiked levelsfor insect fragments- Fl (5, 15, and 30 FI per
50 g), and three for rodent hairs - RH (5,10, and 15 RH per 50 g) with six replicates for each level. Two
analysts independently were performed the techniques. No change was observed in insect fragments
recovery by means of the modified technique. Our resultswere of 97%, 96%, and 94% in averagefor Fl, and
of 78%, 77%, and 70% for RH in average. These results were higher when compared with AOAC
interlaboratorial study datafor FI (94%, 86%, and 86%), but lower for RH recovery comparingto AOAC RH
data (95%, 91%, and 96%). A possible explanation for thelow RH recovery in the present study might be
on account of the use of magnetic stirring.

Key Words. insect fragment, rodent hair, extraneous materials, light filth, accuracy, precision.
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INTRODUCAO

A definicéo dematériaestranhaapresentadapel os M étodos
AnditicosOficiaisda“ Association of Officid of Andytica Chemists
International” (AOAC) é qualquer material diferente, ndo
pertencente a0 aimento, que possa estar nele contido devido a
ocorrénciaanormal, ou de condigBes e préti casinadequadas durante
a fase de produgdo, armazenagem ou de distribuicao’. Dentre as
matérias estranhas estdo as sujidades, que sdo substancias
originadas pela contaminagdo animal do produto e que possam
contribuir para condigdes higiénicas insatisfatorias, e sujidades
levesdefinidas como particulasde sujidades maisleves, oledfilicas,
separadasdosaimentos pelaflutuacdo, numamisturaliquidadleo-
agua, exemplos: fragmentos de insetos, insetos inteiros, acaros,
pélo de roedor e barbulas de aves’ .

O alimento contaminado com sujidades leves tem
aparéncia normal, ndo permitindo que o consumidor as
identifique a olho desarmado. A fim de possibilitar essa
separacdo foram desenvolvidos métodos microanaliticos de
flutuagdo que sado técnicas de separacao baseadas em
propriedades fisicas e quimicas, dependentes do grau de
diferencial de molhabilidade dacuticuladosinsetose dospélos
de mamiferos pelo 6leo. As marchas analiticas desses métodos
requerem grande nimero de etapas visando preparacdo da
amostra paraaextracéo final, onde ha separacéo 6leo em agua.

O principio do método de flutuacdo da farinhade trigo
integral éadigestéo acidado amido constituinte, restando apenas
os elementos histolégicos vegetais. Essa hidrdlise écida ndo
ataca 0 exoesguel eto dos insetos e nem os pélos de mamiferos.
Os constituintes vegetais restantes séo preparados para
absorverem égua, tém seu peso elevado e assim precipitam no
fundo do frasco. As sujidades leves sdo atraidas para a fase
oleosa, extraidas e filtradas em papel de filtro riscado
propriamente e examinada em microscopio estereoscopico.

Namarchaandliticaestudadafoi suprimidaafasedorefluxo,
onde se faz 0 desengorduramento da amostra (pré-tratamento) e
em substituicdo foi colocado o béquer tampado com vidro rel6gio
nachapaaquecedora. A montagem do refluxo ndo seriapréticapara
arotinado servico no laboratdrio e tomariaespago nacapelao que
demandariamaistempo narealizagdo deste ensaio.

Este é o primeiro trabalho desenvolvido nesta &rea com
parémetros de validagdo no Brasil. O objetivo dessetrabalho foi
de estudar amodificagéo introduzida ao método de extragéo de
sujidades leves em farinha de trigo integral publicado nos
Métodos Analiticos Oficiais da AOAC 2000, através de um
estudo intralaboratorial para conhecer a acurécia analitica do
método modificado.

MATERIAL E METODOS
Matéria Prima

Foram obtidas 36 amostras de farinha de trigo integral,
pelamistura de farinha branca (75 %) e farelo detrigo (25 %),
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processadas em moinho localizado na cidade de S&o Paulo.

Técnica n° 993.26 descrita nos Métodos Analiticos
OficiaisdaAOAC?® paraextracdo de sujidades|evesem farinha
detrigo integral, modificadana etapa de desengorduramento da
amostra:

Pesar 50g (+ 0,5g) defarinhadetrigo integral em béquer de
250mL.

ADICAO DE PADRAO

Pré-tratamento
d

Em béquer de 2000mL adicionar 800mL de solugéo &cidade
HCl a3%, levar achapa aguecedora a agitacdo magnética
J

Transferir quantitativamente afarinhadetrigo integral em
porcdes para a solugdo &cida, lavar o béquer de 2L com
solucéo &cidade HCI a3%

Cobrir o béguer comvidro rel6gio elevar aebulicgo por 15
miNutos sempre com agitacao magnética.

MODIFICACAQO

\J

Transferir quantitativamente o contedido do béquer para
tamis 230 (em porcOes) e tamisar auimido com jatos de agua
filtrada quente (50-70°C) até o eluente sair claro.

Transferir quantitativamente o residuo para o béquer anterior
com o auxilio dealcool isopropilico

Elevar o volume amarcade 400mL., cobrir comovidrorelégio
ferver por 5 minutos com agitacéo magnética.

Transferir quantitativamente o contelido do béquer para o
tamis 230, tamisar auimido com jatos de aguafiltrada quente
(50-70°C) atéo eluente sair claro.

Enxaguar o residuo com solucéo de alcool isopropilico a40%
etransferi-lo para o frasco armadilha utilizando soluc&o de
alcool isopropilico a40% . Elevar o volume 600mL com
solucdo de alcool isopropilico a40% prender a haste do
frasco eferver por 5 minutos com agitagéo magnética.

Isolamento

Remover do calor eadicionar 65 mL de 6leo mineral e agitar
magneticamente por 3 minutos. Descansar 1 a2 minutos.

\J
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Adicionar 5mL dasolucéo de Tween 80 - alcool isopropilico
40% e 5mL de Na4EDTA - alcool i sopropilico 40%,
vagarosamente pela haste.

Agitar manual mente por 30s com movimentos rotatorios
brandos. Descansar 1 a 2 minutos.

Completar o volume do frasco armadilhacom solugdo de
alcool isopropilico a40%, ficando a parte oleosa no gargal o.

Agitar o contetido do fundo a cada 5 minutos nos primeiros
20 minutos e descansar 0s 10 minutos restantes.

\J

Fazer aprimeiraextragdo em béquer de400 mL.

Adicionar 40mL de 6leo mineral ao frasco, agitar
manual mente por 15 segundos com movimentos brandos
verticais.

\J

Descansar por 20 minutos.
Fazer asegundaextragao e coletar no mesmo béquer de400 mL.

Filtrar o contetdo do béquer em papel defiltro riscado com
linhas paralelas de distanciade 0,5 cm.

Examinar ao microscopio estereoscopi co com aumento de 30X.

Contaminag&o das amostras

O padréo microanalitico para fragmentos de insetos e
pélos de roedor foi elaborado no préprio laboratério
empregando-seatécnicadescritapor Brickey et a.%, foi utilizado
Sitophillus oryzae, a praga mais abundante do trigo que deu
origem afarinhacomo rel atado por Nogueira’, e pélos de roedor
Mus musculus, obtidos no biotério do IAL para contaminacdo
de amostras.

Analise Estatistica

O delineamento experimenta foi inteiramente casualizado.
Efetuou-se a comparacéo de médias das recuperacoes obtidas
entre os analistas A e B e os dados publicados no estudo
interlaboratorial daAOAC, utilizando-seaAndlisede Variancia
(ANOVA). Vaores extremos foram detectados pelo teste de
Grubbs.Utilizou-se o pacote estatistico Minitab.

Estudo intralaboratorial

O estudofoi realizado por 2 analistasindependentemente
num periodo de trés meses. Foram analisadas 18 amostras de
50g defarinhadetrigo integral, por analista, contaminadasem 3
niveis (5,15 e 30 fi/50g) para fragmentos de insetos e 3 niveis
(5,10 e 15 pélos/50g) parapélo deroedor.

RESULTADOS E DICUSSAO

Paraavaliar o desempenho de um método analitico, pode-
se utilizar certos par@metros de validagdo como: precisdo,
recuperacdo e coeficiente de variagdo (CV) que serdo guias da
variabilidade do método analitico.

O periodo utilizado para o estudo foi de 3 meses, poisa
confeccdo de padrBes analiticos é demorada e exige certa
habilidade de quem os prepara, e asmarchasandliticas sdo longas
levando em média12 horas paracompletélas. A naturezaanalitica
do método é umaseparacao fisicanum sistemadleo-agua (Figura
1.

O analito possui propriedades oleofilicas e assim, é
separado da matriz alimentar, que anteriormente sofre um pré-
tratamento, neste caso umahidrdlise &cida e desengorduramento.
A andlise depende do reconhecimento dos fragmentos deinsetos
epélosderoedor por parte do analista, utilizaumalupaparaseu
isolamento eidentificag&o.

Osmétodos microanaliticos utilizados parao i solamento
de sujidades leves ndo sdo especificos para cada analito, o
método separa toda substancia oleofilica que o alimento
contenha, dependendo somente do poder de atragdo de cada
analito pelafase oleosa. O desengorduramento nesta marcha
analiticatem o objetivo de retirar a matéria gordurosa contida
nos tecidos vegetais da farinha de trigo integral, localizadaem
Seu germe, e aumentar apenetragdo daaguanostecidosvegetais
congtituintes do trigo para que estes precipitem para o fundo
do frasco armadilha e assim néo sejam atraidos pelafase oleosa.
Estalltimaagdo éauxiliadapel aadicéio deNa,EDTA +Tween 80
eafervuracom écool isopropilico.

Por essa razéo, os pré-tratamentos realizados séo
importantes para cada separacdo e devem ser seguidos
minuciosamente, como ametodol ogiarecomenda.

Na metodologia empregada neste estudo, o
desengorduramento (pré-tratamento) através do refluxo

> Oleo

> Agua

Figura 1. Frasco de Wildman ( FDA Technical Bulletin n°2, 1978)
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consistiria em aumentar o tempo da marcha analitica e
compartilhar espaco dentro da capela, dificultando assim as
atividades corriqueiras do laboratorio. Preferimos realizar esta
etapa no préprio béquer tampado por vidro relégio com o
solvente.

Na Tabela 1 estéo apresentados os resultados gerais
das contagens de fragmentos de insetos e de pélos de roedor
obtidos pelos dois analistas, nos trés niveis de concentragao.
Parafragmentos deinseto, o valor 11 do nivel de concentragdo
15foi considerado um dado extremo pelo teste de Grubbsaum
nivel de significancia de 5%. Ta dado, no entanto néo foi
retirado da posterior andlise pois se verificou ser um possivel
valor davariével, ndo sendo consequiénciade falhanaexecucdo
do experimento ou erro de medida. As médias de recuperacéo

para os 3 niveis de contaminagdo variaram de 94 a 97%. Nos
resultados das contagens de pélos de roedor obtidos pelos
doisanalistas nenhum dado foi considerado extremo pelo teste
simplesde Grubbs (a=5%), 0 percentual de recuperacdo variou
de70a78 %.

Ao compararmos os coeficientes de variagéo obtidos
para os analitos estudados nota-se a grande variabilidade
dos dados na recuperacdo de pélos de roedor. A fim de
entender esta variabilidade construiu-se a Tabela 2.
Comparando os resultados, o analista B mostrou uma
recuperagéo inferior: 65% e 60% nas concentragdes 10 e 15
respectivamente e o analista A conseguiu 88% e 80% nos
mesmos niveis, sendo queA tinhamenos experiénciaqueo B
na conducdo da marcha analitica. Pesquisando as agdes

Tabela 1. Desempenho do método realizado paraisolamento de fragmento de inseto e pélo de roedor

Fragmento de Inseto (fi/500) Pé o de Roedor (pélos/50g)
Analise Analista resp 5 respls resp30 resp 5 resp 10 resp 15
1 A 5 15 2 4 9 14
2 A 4 15 2 2 9 12
3 A 5 15 5 4 9 13
4 A 5 15 3 5 u u
5 A 5 11* D 4 8 12
6 A 5 14 2 4 7 10
7 B 5 15 2 5 5 13
8 B 5 14 2 4 5 u
9 B 4 13 % 4 8 7
10 B 5 15 2 5 6 6
u B 5 14 2 3 8 7
12 B 5 14 K0 3 7 10
Média 48 14,5+* 283 39 77 105
Desvio Padréo 04 07 17 09 17 25
CV% 83 48 57 23 2 24
Recuperagéo% % 97 A 8 7w 70

* Dado considerado extremo pel o teste de Grubbs (o0 = 5%, n =12). ** média sem dado extremo.

Tabela 2. Comparacdo entre os dois analistas do estudo intralaboratorial para pélos de roedor.

AnalistaA Analista B
5 10 15 5 10 15
4 9 14 5 5 13
2 9 12 4 5 n
4 9 13 4 8 7
5 n n 5 6 6
4 8 12 3 8 7
4 7 10 3 7 10
média= 38 88 120 40 6,5 90
DP= 10 13 14 09 14 28
CV%= 263 147 11,7 225 215 311
Recuperagédo % = 76 &8 & & &b &

94



Dimov, M. N. et a. Extracdo de sujidades|evesem farinhadetrigointegral: validagdo de metodologia. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):91-96, 2004

realizadas, o analista B tomou uma decis&o de continuar o
experimento ao quebrar o agitador magnético, substituindo-
0 pelaagitacdo manual (ver técnicadescrita), através dahaste
do Frasco de Wildman, fato este as vezes corriqueiro nos
procedimentos analiticos. Isto poderia justificar a baixa
recuperacdo obtida para pélo de roedor, ndo ocorrendo o
mesmo fato parafragmentos de insetos que foram colocados
simultaneamente em teste cego para os analistas.

Brickey? relatou que a agitagdo desempenha um papel
importante na recuperacéo desse tipo de analito, uma vez que
individualmente ou grupos de analistas ndo agitam da mesma
maneira, na mesma velocidade. Assim necessita-se de uma
padronizac&o como determinaametodologia.

Apesar do analistaA apresentar um resultado melhor em
relagcdio a0 B nosniveis 10 e 15, teve umarecuperagéo inferior ao
estudo interlaboratorial desenvolvido por Glaze e Bryce?, o que
ndo seria esperado, por se tratar de um estudo com menores
condi¢des de variabilidade. Estes dados indicam a necessidade
de se avaliar os agitadores magnéticos do laboratério para
recuperagdo de pélo roedor. Evidenciando que este analito esta
sendo subestimado nas andlises de rotina do laboratério em
questéo.

Os resultados obtidos pelo estudo colaborativo da
AOAC, andistaA e analista B estéo resumidos natabela 3. As

médias das recuperagoes foram comparadas para avaliar o
desempenho do método. Utilizou-se a Andlise de Variancia
Paramétrica (ANOVA) e Nao Paramétrica, obtendo-se
concordancia em ambas. Esta andlise exibiu fortes evidéncias
para ndo rejeitar a igual dade das médias das recuperacdes do
estudo da AOAC, andlista A e andlista B, nos trés niveis de
concentracdo, paravariavel dependente fragmento deinseto, a
um nivel designificanciade0,05.

Comparando-se os coeficientes de variacdo, para
fragmentos de insetos, vé-se que houve uma melhora na
variabilidade dos resultados no método desempenhado pelos
analistasA e B, resultado ja esperado umavez que o estudo foi
de precisdo dentro do mesmo |aboratério, mesmos equi pamentos
(intralaboratorial) enquanto que o estudo daAOAC envolveu 8
laboratorios (interlaboratorial) diferentes. Portanto, a decisdo
de suprimir o refluxo néo afetou o desempenho do método para
recuperacdo dos fragmentos de insetos.

Para avariavel dependente pélo de roedor, aAndise de
Variénciademonstrou evidéncias parando rejeitar aigualdade de
médias somente naconcentragdo 5. Nosniveis 10 e 15 amédiado
analistaB édiferente (contrastes pelo método de Tukey, o= 0,05).
Isto vai de acordo com as observagtes feitas anteriormente sobre
a baixa recuperacdo de pélos de roedor para o analista B.
ComparagdesdosCV entreandistaA eestudo AOAC nosmesmaos

Tabela 3. Comparagdo nos desempenhos do método modificado e o estudo interlaboratorial daAOAC.

FRAGMENTOSDEINSETOS

nivel de andlista média Desvio Padréo CV (%) Recuperacéo
contaminacéo (%)
A 48 04 83 %6
5 B 48 04 83 %6
AOAC 47 08 16,0 A0
A 14,2%* 16 13 A4
15 B 142 08 56 A4
AOAC 12,6(13,8)* 11(19 89(10,8) 859(91,9)
A 283 21 74 A3
0 B 282 15 53 A0
AOAC 259 36 140 86,2
PELOSDEROEDOR
nivel de analista média Desvio Padréo CV (%) Recuperagéo
contaminacao (%)
A 38 10 263 76,0
5 B 40 09 25 80,0
AOAC 4,8(4,4) 14(15) 298 95,0(87,4)
A 838 13 147 880
10 B 65 14 215 650
AOAC 9,1(9,0) 12 135(130) 90,7(90,0)
A 120 14 11,7 80,0
15 B 90 28 311 60,0
AOAC 14,4(14,2) 12(1,0) 8,3(69) 96,0(94,0)

* especialistana areado estudo daAOAC, **dado extremo nao retirado.
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niveisindicam que avariabilidade dos dadosfoi maior no estudo
in-house, o que ndo seria esperado, indicando algum problema
naconducdo dametodol ogia pararecuperacdo de pél osde roedor.
Sugere-se que a agitacdo magnética utilizada ndo foi suficiente
para o desempenho do método.

CONCLUSAO

O método proposto para extragdo de sujidades|evesem
farinha de trigo integral tem acurécia, indicando que a
modificagdo introduzida ndo afetou o desempenho do método
para recuperacéo de fragmentos de inseto.

A agitacdo magnética deve ser objeto de estudo futuro
porque houveindicios que poderiater influéncianaacuréciado
método pararecuperacdo de pélo deroedor. A recuperacdo desta
variavel foi subestimada nesta marchaanalitica.
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