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O presente trabalho tem por fim estudar e sugerir algumas
observagles aplicadas & iéenica de Howard, empregada na con-
tagem microscopica de cogumelos dos produtos de tomate e, bem
assim, lembrar a necessidade de ser estipulada em nosso Cédigo
Bromatolégico, uma cifra ajustada a ecada tipe desses produtos,
de acdrde com suas densidades.

A nossa regulamentacfo oficial estabelece 65% de campos
positivos com filamentos micelianos para “produtos de tomate®™,
sem se referir ac estado de concentracic apreseniade pelos mes-
mos. Como os extratos e ag massas de fomate jamais poderfio ter
0 mesmo teor mieeliano dos sucos de que procederam, por evapo-
racio, nfo & justo tolerar-se para estes sucos uma cifra que s0-
mente deverd ser enecontrada naqueles concenirados, cujas densi-
dades sdop sensivelmente mais elevadas,

O método original de Howard (1911) e o de Moward e Ste-
phenson (1917) tém servide de base 4 elaboragio da legislacio
para controle e classificacio dos produtos de tomate de varios
paizes, apezar de nfo ser um método totalmente perfeito, por
apregentar ainda algumas falhas.*® Tem gsido, por &ste motivo,
alvo de insistentes criticas, muito embora continue sendo o método
oficial, o finico existente no momento para o fim a que se destina.

O nosso interesse na elaboracio deste trabalho surgiu ac no-
tarmos a causa de érro que poderia advir das conclusdes anszliticas
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de produtos de tomatle, apresentande diferentes densidades e, a
existéneia de uma cifra lUniea tolerada pelo nosso Regulamento
a lodos esses produtos, Idéniiea observacho se pode fazer neste
sentido ao Regulamento Bromatoldgico da Provincia de Buenos
Alres, *¢, go fixar um limite méaximo de 60 campos positivos para
o3 diversos produtos derivados do fomale e ao de Santa Fé, ¢ fi-
xande n&e mals de B0 campos positives para os extratos, unica-
mente.

Moveu-nos a isto, todavia, ndo o espirite combative de crifica,
porém o desejo de contribuir com wmma parcela do nosso esforco a
aplicacio e ao aperfeicoamento de um método amplamente adotado
nos controles de alimentos. '

Fundaram-se nossos ensdios ma observacio do aumento gra-
dual e progressivo dos micélios de cogumelos nos diversos esta-
gios de concentracio do suco de tomate, Para isto usamos frufos
nas diversas fazes de maturescéncia ¢ apresentande gradacGes no
seu estado sanitirio — desde os aparentemente sfios sos sensivel-
mente avariados. N&o utilizamos tomates podres ou completa-
mente alterados em nossas experimentacdes, por censiderarmos
que semelhante matéria prima resultaria improcedente para fins
industriais. '

CRITICAS A(Q METODO

As dificuldades existentes em esclarecer alguns detalhes da
téenica de Howard, ¢ que sfo consideradas como falhas, nic po-
dem diminuir o valor désse método — o primeirc organizade para
o controle microscdpico de produtos de fomate.

Nio ¢ facil organizay certos principios e adapti-los com Tfeli-
cidade e precisio a normas analfticas, principalmente gquando a
subgtincia a ser estudada oferece um conjunto de obsticulos pro-
venientes de sua prdpria contextura, comoe acontece com 08 pro-
dutos de tomate.

Entre as diversas causas de criticas ao método, poderemos
citar as seguintes:

a) exigir de iniclo muita experiéncia e habilidade do ana-
lista, gualidades que nao podem ser adquiridas senfic apés acurada
- observacio e pelo exercicio de repetidas contagens;
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b) a semelhanca estrutural de muitos elementos do tomate
com o8 filamentos de cogumeios, cuja confusio induz o observa-
dor ao risco de prejudicar a exatidfio da contagem;

¢} considerar como positive tanto o campo gque apresente
um unico micélio de cogumelo com o ecomprimento minimo de 1/6
de seu didmetfro, como o que exibe um bléeco constituido pelo
entrelacamento de numerosos filamentos micelianos abrangendo
indo o campo microscbpico;

d) a sedimentacfio de detritos do tomate sbbre hifas de co-
gumelo, prejudicando ou impedindo a sua perfeita visibilidade;

e} a nio existéneia de uma cifra prefixada para produtos
com diferentes densidades;

f) a concentraciio do produto como eausa fundamental de
érro nas conclusbes dos resultados;

g) ser a tomada da amostra para o preparo da solucio des-
tinada & contagem feita por medicio (cm®) do material e néo
por pesada (em gra.), a fim de se chegar a wm resultado mais
ibgico e exato,

Entre as muitas dificuldades apresentadas pelo método de
Howard, a do reconhecimento e identificacfio dos filamentos mi-
celianos ¢ sua diferenciacdo dos do tomate, parece ocupar o pri-
meire planc, O esclarecimento ao microscépio destes dois elemen-
tos torna-se trabalhoso, n&o g6 pela transparéncia que apresentam,
como pela refringéneia sofrida pelo efeifo dos ralos luminosos
gue lhes pdem em releve certos detalhes inexpressivos.

Rivas 1 aconselha a diluicfo do material a examinar, nio em
Adgua como indica Howard, mas em uma solugio de azul de algo-
ddo, com ¢ fim de facilitar a coloracdo do protoplasma do cogu-
melo e de tornar mais visiveis suas paredes. Ainda assim 2 difi-
culdade de identificacio déstes elementos nfo foi removida, bem
como outras causas, gue levam 0 observador a interpretactes
erréneas.

Ag células do mesocarpo do tomate mostram seu protoplasma
corado em azul, contrastande com a membrana celular gque, per-
manecendo incolor, di por juxtapozicio de suas paredes, o aspéeto
de micélios em seus hordos. O mesmo se nota na superficie visivel

.

da célula, devido 3 rugosidade surgida pelo aquecimento e sua
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consequente retracko durante a elaboragio do produto. Idéntico
fendmeno é observado ao microscépio nos fragmentos de parén-
quima do tomate, pela superposiciio de suas células (Microfoto,
1). A isto se deve a dificuldade de observacfio, motivada pela
concentraciio e falta de homogeneidade da amostra, como sucede
particularmente no caso de produtos tais como extratos e massas
de tomate.

Como o azul de algodio nido cora os protoplasmas micelianos
velhos 15, este fato se torna de sums importdncia no caso de uma
inexperiente obgervacio.

Acontece, muitas vezes, estar sbbre a célula, uma hifa mais
gspbssa, hialina e sem tabiques, podendo oferecer ensejo a uma
possivel confusfio com uma dobra da membrana celular (Micro-
fote, 2).

Podem ser observados, também, sObre a célula, micélios finis-
simes, curtamente septados, & semelhanca de granulacBes proto-
plasmicas, e por 8ste motivo, passarem despercebidos.

No campo microseépico aparecem comumente pélos proceden-
tes do episperma da semente do tomate e cutros filamentos, com
caractéres aparentemente idénticos aos dos micélies de cogumelo.

Na figura 8, procuramos ilustrar todos @&sses detalhes acima
mencionados, com aumento de 100 vezes, precisamente como sfo
observados no campe microscépico, a fim de facilitar e objetivar
os necessarios esclarecimentos que acabamos de fazer.

Haynes 7 procurando elucidar a semelhanca existente entre
o8 filamentos de tomate e oz micélics de cogumele, meneiona os
sels seguintes caraecteres diferéneiais:

1) - Segmentacio — Alguns filamentos de cogumelo sdo seg-
mentados. Os filamentos de tomate nunea sdo segmentados.

2)  Granulocdo — Os filamentos de cogumelo s80 granulosos.
Os filamentos de tomate sfo limpos, vitreos ou fibrosos.

8) Parglelismo dos lados das puredes do célula — Qs lados
das paredes da célula sfio sempre paralélos na hifa de cogumelo.
Nos filamentos de tomate os lados do filamento frequentemente
aparecem comprimidos ou dilatados.

4y  Comparagio do Plono Focal oy lpde dos paredes — Os
dois lados das paredes do micélio de cogumelo estio sempre em
f6co ao mesmo nivel, enquanto que os lados das paredes de outros



METODO DE HOWARD NAS CONTAGENS DE COGUMELOS 103

filamentos podem vir a féco em dois niveis diferentes. Estes
resultados advém do fato de gerem ag hifas filamentos cilindricos
ou tubulares, enquanto que os filamentos de tomate sio como fitas.

5) Caraeleres dos ramos — HEntre as hifas ccorrem ramos,
de dngulos agudos, que podem perfeitamente nio ser notados nos
outros filamentos,

8) Aparéncia dos extremidades dos filamentos As extre-
midades das hifas de cogumelo sfo arredondadas, porém, nunca
desfeitas ou ponteagudas como nos filamentos de tomaste.

COGUMELOS

Cogumelos ou fungos (Eumicelos), sBo vegetais pertencentes ao
ramo dos Tal6fitos, formando uma classe diferente das algas por
nio conterem clorofila. Por éste motivo estio impossibilitados de
realizar fotossintese ¢ de fixar carbono, impréscindivei 3 reali-
zaclo désse trabalho de nutricio entre og vegetais, E esfa a
razflo por que procuram os geres vives vegetals ou animais e os
produtos de decomposicdo para seu sustento, sende considerados
no primeiro caso come parasitas e no gegundo como sapréfitos.

Sao plantas e, entrefante, nio apresentam diferenciacio en-
ire paiz, caule e folha., Tém estrutura muito simples, reduzida a
um talo, donde lhes vem o nome de Taléfitos 14,

As formas inferiores (Ficomicetos ou Sifomicetos), sBo cons-
tituidas por filamentos unicelulares, semelhantes a tubos ou sifdes,
continuos ou ramificados3. A estas ramificacBes deu-se 0 nome
de hifas e ao conjunto — de micélio. (fig. 4).

Nos cogumelos superiores (Septomicetos) hd uma perfeita
diversidade de formas e de estrutura em cada grupe e as hifas
apresentam-se separadas por paredes ou tabigues denominados
septos 3. Fig. 5,

As hifas podem variar de espessura e de comprimento con-
forme a espécie e as condiches do meio e, os micélios, de simples
filamento isolado, 2 um entrelacado compacto, formando um falso
parénquina ou pleténquima. (Microfoto, 6).

A reproducio dos cogumelos se dd por processo sexual ou
assexual,



104 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO. LUTZ

O processo sexual geralmente se realiza por conjugacho e &
comum aos Zigomicetos, Ascomicetos e Basidiomicetos,

O processo assexual se faz por cissiparidade, gemiparidade e
por esporos, geralmente iméveis. _

Os esporos tém formas variadas e recebem nomes diversos.
conforme sta origem: ascospdrecs, zoospbreos, esporangiosporeos,
zigospéreos, oospéreos, basidiospéreos, conidios, efe.?

Associados as bactérias, os cogumelos decompdem as matérias
orgénicas, desdobrando-as em &gua, gis carbbnico, hidrogénio,
aménea ete.

Hi espécies comestivels, outras extremamente venenosas, al-
gumas empregadas ha indfstria de fermentacdes e indmeras es-
pécies patogénicas tanto para o homem e animails, como para as
plantas.

Sendo o tomate muifo rico em substincias nutritivas, estd
francamente sujeito ao atague por cogumelog gue parasitam o
fruto ainda mo tomateiro e por espécies sapréfitas que prejudicam
seriamente o8 sucos, as massas e os extratos de tomate, em todas
as fazes de elaboracio do produto industrial.

0Os cogumelos sfio, portanto, um dos causadores principais da
deterioracio dog produtos de tomate, Dai a necesséria observa-
¢do de uma técnica perfeita e de uma rigorosa assepsia na mani-
pulaciio désses produtos, como tambem de uma seleciio meticulosa
da maféria prima, & fim de ser evitada, pela indiistria, a expedi-
¢lo de produtos com elevada concentracfo miceliana, os quais re-
sultariam impréprios para o eonsumo e, por conseguéneia, conde-
nados sanitariamente.

As variedades 1, 17,1 mais comumente responsiveis pelos:
dinos eausados aocs produtos de tomate s8o:

ALTERNARIA (Dematiccesr) Fig, T
COLLETOTRICHUM (Melunconitces) Fig. 8
Fusariom (Tuberculoriaces) TFig. 9
Mvucor (Mucoracez) Fig. 10.

Ruizopus (Mucoracesz) Fig, 11

Omivy  (Monilinces) Fig, 12.
PENICILLIUM {(Aspergillucez) Fig. 18
ASPERGILLUS (dsgpergillacex) Pig, 14
Borryris (Montlineez) Fig. 15
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Os trés primeiros desia série atacam o frulo antes da colheita,
os restantes o fazem logo apés a mesma e durante a elaboragfo
do produto.

Na indistria, quando hia demora no periodo de concentracio,
o suco estd sujeito a contaminacdes, por ser, por sua composicio,
um meio favoravel ao crescimento de microrganismos.

TOMATE
Solanuwm Lycopersicusn .
Sinonimia: Lycopersicum esculentom MilL,

(Solanacex),

VARIEDADES — Numercsas sfo as variedades de tomates culti-
vadas em nosso Estado, destinando-se umas, exclusivamente ao
consumo fresco, em saladas e tempercs, e oufras, a fins indus~
triais, na confecciio de sucos, mblhos, “ketchups™, massas ¢ extra-
tos de tomate. Na indistria de massas, mélhos e conservas de
tomate, sdo usadas as seguintes variedades vermelhas: ““Pera”
“Rei Humberto”, “Purungo”™, “Redondo”, “Alsa Graig”, “Triumph™,
“Radio™ e “Canérias” S,

CARACTERES BOTANICOS - O fruto é umsa baga cuja cdr varia
do amarelo ao vermelho vivo e apresenta {6rmas s tamanhos di-
versos, chegando a atingir o volume de um caqui. Ferri e Joly 3,
em recenfe trabalho, referem & possibilidade de serem produzi-
dog, por meio de hormonios sintéticos, tomates partenocarpicos,
maiores que os normais da mesma espécie, Possue o epicarpo
Hso o lustroso, tendo na parte inferior pequena cicatriz genérica
e, na superior, em depressio, a cicatriz peduneular que é proemi-
nente. '

Tem o mesocarpo polposo e sucalente, o endocarpe ténue,
pouco volumose e, numerosas sementes, mergulhadas e envoltas
por ums substincia gelatinosa que enche duas lojas laterais, si-
métricas, implantadas na parte mals interna do mesocarpo, onde
8ste se liga, verticalmente, ao endocarpo. A semente é revestida
por densa camada de falsos pélos, possue resistente espermoder-
ma, dentro do gual, cercado pelo endosperma, se destaca o embrifo
que & formado, na parte mais central, pelos cotilédones, cilindri-
cos, alongados e enrolados e, na extremidade oposta e periférica,
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pels radicula (fig. 16). Aberta a semente, o embrifio se destaca
facilmente do endosperma e, por éste motivo, & comumente en-
contrado nas massas e condimentos de tomate de baixo preco,
preparados com o fruto infegral, iriturade, dando a impressio
perfeita de pequenos vermes, pelo seu aspecto e sua ¢br brance-
leitosa, contrastando com a cir vermelho-escura do produto.

ESTRUTURA MICROSCOPICA — O pericarpo!?® & constituido por
4 camadas:

1) Epicarpo — formado por células mais ou menos poligo-
naig, ricas em pigmentos de cbr vermelho-alaranjada. A mem-
brana celular ¢ bastante espéssa, de c6r amarelo brilhante e apre-
senta o aspecto de rosaric ou de fileira de econtas irregulares,
presas nos Angulog por pequenos fridngulos massicos. Ao micros-
edpio com aumento de 400 vezes, estas células s8o vistas em nf-
mero de 9 a 12 s6bre v difimetro do campo, particularidade esta
que permite distingi-las das do pimentfo, que nfo ultrapassam o
namero de 7 células e com as quais apresenta perfeita semelhanca
morfolégica. (Fig. 1T).

»

2) Hipoderina — a estrutura 8 idéntica & do epicarpo, po-
rém suas eélulas sdo bem maiores.

3) Mesocarpe -~ consta de grandes células arredondadas,
alongadas, pirviformes ou elipsdides, revestidas por membranas ge-
lificadas, cujos citoplasmas apresentam granulacfes de materia
corante amarela e vermelha (cromoplastos), identificadas como
— caroteno e licopeno %, Nos frutos madurog, algumas destas
células revelam grios de amido, notadog em maior guantidade
nos tomates verdoengos. Os grios de amido sfo arredondados,
elipticos ou piriformes, com estrias numerosns, hilo pontuado e
excentivico 12, Sofrende agquecimento estas células aumentam de
volume e o amido perde suas caracteristicas tipicas, Atravessando
&ste tecido polposo, vém-se feixes de vasos estreitos, espiral6ides,
geralmente recobertos por célulag menores, entremeadas por uma
substancia de aspecto mucilaginoso que dificultam a perfeita viséo
da estrutura dos mesmos. Alguns dutos se desprendem do feixe
e sio vistos, isolados, no-campo microscopico, (Fig. 3).

4) Ewndoctrpo — formade por jum parénquima de célulag
arredondadas, de paredes finas, semelhantes 43 do mesocarpo, po-
rém menos ricas em granulacies de matéria corante.
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SEMENTE — O tegumento ou episperma & formado por eélu-
las isodiaméiricas caracteristicas, de paredes esclerificadas, mar-
cadamente sinudsas (Fig, 18), de onde emanam falsos pélos, lon-
gos, de lumem bagtante estreito, de base larga, achatada e ligei-
ramente tridngular. Perisperma pouco evidente, porém facilmente
notado por prévio tratamento com soluto de hipoclorito de sédio.

O endosperma e o embrifio sdo constituidos por pequenas cé-
lulas poligonais, cheias de diminutos grios de aleurona e de goias
oleosas. (Fig. 17). As do endosperma sfo, porém, maiores.

PARTE EXPERIMENTAL

Procedemos nossos ensaios partindo de sucos obtidos de 2
quilos de tomates, apresentando graus diferentes de contaminacio
pela maior ou menor proporcio de frutos avariados. Todas as
observacdes foram realizadas nos laboratérios do Instituto “*Adolfo
Lutz”, em Sio Paulo.

Em todas as amostras, o suco depois de submetide a vérias
provas analiticas, foi reduzido, por evaporacfo, aproximadamente
4 metade de seu volume, em estufa a 55-60°C., Para maior faci-
Yidade na compreensfio de mnossos esclarecimentos, resclvemos
chamar ao produfo néste 2.° estagio de — Extrato “a”,

Logo apdés terem sido feitas determinacGes idénticas as pri-
meiras, o extrafo “a” foi congervado em estufa até alcancar 1/8
do volume inicial, gquando apresentou a contextura dos extratos
de tomate ecomerciais e ao qual denominidmos — Extrato “b™.

Foram tambem procedidas neste extrato “b” as mesmas pra-
ticas anteriores, que constaram de contagens microscopicas, deter-
minacbes da umidade, do extrato z8co e da dengidade.

Ag contagens foram feitag, uma pela técniea de Howard, fa-
zendo-se a diluicho na proporcio de 1:3, isto &, medindo-se em
céalice graduado uma parte da amostra ¢ duas do dilvente que, no
nosso caso fol a solucfio de azul de algoddo conforme propde Rivas,
e outra, diluindo-se em Agua destilada, a volume conhecido (1:3),
a amostra préviamente pesada e adicionada de algumas gofas de
soluglio alcodlica de tiomina ou de azul de algodio a 1%.

As determinacbes de umidade e de extrato séco foram feitas
pelos métodos correntes de andlise quimica, e as de densidade por
picnometria.
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Deixamos de descrever as técnicas destas determinagfes por
julgarmos bastante conhecidas de todo analista e de uso eomum
em Bromatologia,

PREPARACAO DA AMOSTRA

Lavar em agua corrente 2 quilog de tomates, enxuga-los muito
bem e triturd-los em magquina de moer carne; passar a polpa as-
sim desfeita em tamiz n.? 20 (64 malhas por cm?), paras priva-la
das cascas e sementes, recolhendo o suco, em seguida, em um
cristalizador grande, préviaments aferido.

Geralmente 2 quilos de frutos maduros dfie, aproximadamente,
1.70G cc. de suco.

Fazer as determinactes neste periode (Suco) e nos dois se-
guintes (Falratos “a” e “b”"), depois da amostra permanecer na
estufa a 55-60°C, para a devida evaporacdo até concentracio se-
melhante a das massas e dos extratos de tomate do comérelo.

CONTAGENS

Téenien A — METopy DE Howanbp — Modificacio de Rivas.

Muaterial wnecessdrio:

1) Microseépio (de preferéncia Baush Lomb) equipado, com
objetiva de 16 mm. e ocular de 10x, capazes de obterem aumento
compreendido entre 90 a 125 vezes, focalizando um campo ecir-
cular (area) de 1,5 milimetros quadrados, ou um didmetro de
1,382 mm. Este didimetro é facilmente obtido por intermédio do
disco calibrador existente em um dos cavaletes da camara de
Howard, o que torna digspensavel o uso da lamina micrométrica
para ¢ ajustamento do eampo microscdpico. ?, 10

2) Camsara de Howard (fig. 19).

3} Disco micrométrico de Howard (fig. 20).

4) Calice graduado de 15 ce.

5) Bastio de vidro pequeno e fino (10 cents. x 1 mm.),

6) Corante — Solucio de azul de algeddo, cuja férmula é a
seguinte:
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g, 19 — Camara de Howard

E constituida por uma Jamina espdssa de vidro opaco, tendo
ng parte central um disco polido de 19 mm de didmetro., De cada
lado déste disco estfio implantados 2 cavaletes, sbbre oz guais de-
verd pousar & laminula que guarda entre o disco, preeisamente,
urn espaco de 0,1 mm, onde deveri ser coloeado o maferial a
examinar, Sdbre um dos cavaletes estd gravado um circulo entre
duas linhas, que & o disco calibrador, por meio do qual seri faeil
ajustar o microsedpio a fim de focalizar um campo micrescépico
precisamente de 1,382 mm de difmetro. Area do campo: 1,5
mm?.  Capacidade: 0,15 mm? (= 0,00015 cc.)

A laminula fem 33 x 33 cents. e 2 mm de espessura.

(*30 azul de algedfo ¢ um derivade trisulfonade da rosanilina, euja formula
segundo Tassart™ & a segUinte:

S0;Na
7 Ceﬁe \-.N{IC{)H‘S
__~S0;Na

HOC\ s Svmen
alglis
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Fia. 20 — Disco microméirico de Howard

E’ um disco de vidro transparente tendo gravado na parte
central um quadrado gque estid subdividido em 28 quadradinhos.
Cada um déstes pequenos quadros representa exatamente 1/6 do
campo microscdpico, porquanto seis déstes quadradinhos perfazem
precisamente o difimetro ddsse campo. Hste diseo 6 colocado no
interior da ocular e & observado sdbre o campo examinade, co-
brindo inteiramente a sua superficie.

Método operatdrio

1)}  Diluir a amostra na proporefo de 1:3. Para isfo, toma-se
um célice graduado de 15 ce e, por meio de um bastio de vidro,
mede-se b ec. da amostra, completando-se em seguida o volume de
15 cc. com solugdo de azul de algodio. Agita-se muito bem s fim
de evitar a presence de grumos na diluico e até que esia se
apresenie perfeitamente homogénea.

2y Colocar, com o bastio, uma gota da diluicho sdbre a
cimara de Howard e eobrir com a laminula. Verificar que nio
haja extravasamento lateral do material a examinar, sbbre a ci-
mara, € si os aneis de Newton sfio notados, a fim de que se tenha
umsa preparacio em condicfes de assegurar uma contagem precisa.
Quando hi perfeita juxtaposicfio de superficies polidas, 8stes anels,
com as cbres do arco-iris, se formam, devido a decomposicio da
Iuz,

3) Levar a preparacio ao microscépio, contar 25 ecampos
seguidos, anctando os positivos e negativos. Considera-se posi-
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tivo um campo quando nele forem notados um ou varios fila-
mentos micelianog ou, ainda, quando o comprimento do cogumelo
presente ou a soma de trés hifas, seja superior a 1/6 do campo. 18

Esta determinacfo & grandemente facilitada pela adaptacio do
disco micrométrico de Howard & ocular.

4) Carregar novamente a caAmara e repetir a contagem.

5) Somar os campos positivos das duas contagens e multi-
plicar por 2 a fim de ser obtida a porcentagem de campos posi-
tivog, 15 :

Téeniea B — Méropo pE Howarp — (Técnica por nés ensaiada),
Muaterial necessdrio:

1) Microscépio equipado, ete., como o da Téenica A,
2} Cémara de Howard., (Fig. 19).
3) Disco microméirico de Howard, (Fig. 20),
4) Balanca.
5) Calice graduade de 15 ce.
6) DBastfo de vidro pequeno e fino (10 cents. x 3 mm.).
7} Corante — Scluglo aleodlica de tionina (cloridrato de
diaminadifeniltiazina) a 1% ou
Soluclio alcodlica de azul de algodio a 1%.

Método operatiorio

1} ©Pesar & grs, da amostra em um calice tarado.

2) Adicionar 20 gotas de solucio de tionina.

3) Agitar com um bast@o por 2-83 minufos, até perfeita ho-

mogeneizacio.

4) Juntar sgua destilada até completar 15 cc.

5) Misturar bem.

8} Deixar em repouso por uns 10 minutos,

7) Carregar a cimara, usando o bastfo, pois o uso déste é
de maijor conveniéncia para a uniformidade da téenica, por poder
empregar-se em forma calibrada.

8) DPraticar a contagem.

Com o intuito de se obter uma média mais exata, fizemos 4
preparagbes, nhas quals se contaram 200 campos, ou sejam, 50
em cada uma. O total de campos positivos foi dividido por 2
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‘para se computar a respectiva porcentagem. De posse dos dados
correspondentes As deferminacdes de densidade e de residuo séco,
foram feifos os necessdrios caleulos para a obtencio dos resulta-
dog de campos positives, primeiramente por gv. e por ce. da amos-
tra analisada e, em seguida, para se referir a 1 gr. de matéria
7 Para a obtencio dos zludidos resultados, aplicar as seguintes
formulas:

P i Dil
Em 1 gr. da amostra: % w = &G deonde
CN 0,00015 P
CP = Campo posifivo,

CN = Campo negativo,
0,60015 cc = Liguide examinadoe por campo,
1 = Para referir a 1 cc.
Dil = Diluigdo da amostra {em ec.).
P = Peso da amostra (em grs.).
G = Numeroc de eampos positivos por gr. da amosira,

Exempic {Amosira ne 3 — Suce)
17 i 15
b 3 o 2z 4077 compos positivos por 1 gr. da amostra
ge 0.00015 5

Em 1 ce. da amoestra: 1: G D¢ X em cue

1 = Refertnecia a 1 gr. da amostra.

3 = Numerc de campos posifives por 1 gr. da amosira.
D = Densidade da amostra.

X = Numero de campos positivos por 1 ce. da amosira,

Exemple {Amostra ne 3 — Suco)

1 : 4077 :: 11,0088 1 X = 4112 campos positivex por 1 cc.
da amostra.

Em 1 gr. de matéria seca: R : G:: 1: X onde
R == Residuo séceo de 1 gr. da amestra.
G = Nidmero de campos positivos por 1 gr. da amostra.
1 = Referdneia a 1 gr. de matéria sBea.
X — Nemero de campos positives por 1 gr. de matéria séea.
Exemplo (Amostra ne 3 Saec)
0,048 © 4077 :: 1 @ X = 04,813 campaos positives por 1 gr.
de matéria séca,
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DESCRICAO DAS AMOSTRAS

Amostra ne 1 -— Fol obtida com 100% de tomates sfos. Frutos apresen-
tando defeitos, amassados, moles ou parfidos, foram regeitados, a fim de
se conseguir wm suco, aparentemente puro ou com um feor minimo de conia-
minagio.

Foi evaporado aié a obiengfo dos extratos “a e b,

QUADRQ N.o

4l o N = w0 1w 2]
o) D 10 o |#d s S ind L w e .
aMos-t 22 | S0 B2 (3.9, | S0 18E sZ 18 E12T . 14254
THA [ 22 | 0§ [2E 80k | aR IR MELS Y5 s -
2 | Z5 |guman 20T i30T iz | zh iR i
No gm é = E'f'g‘i’ mat=tlmm s jrw Lo la@ ;;—_‘; LT qu::j |
N B EC e EE G 3 S R K
Suco § 1.6078 {85,250 | 4,750 402 299 8.48% 2o, 2 %
Exto. | 1.0968 | 86,755 | 13,245 | 1.065 { 1.888 7868 | 39, 5 9,
1 a
Exto, | 10444 {50,550 [ 19428 | 1798 | 17 | sse0 ] 50 89
b

Amostre 1.2 £ ... Na confecgfio desse suee foram utilizades 759 de frutos
#8os e 25 ¢ de avariades. Foram obtides os extraios “a e b".

QUADROQ N.° 2

= w @& ) W o
L@ o) e o o lwe . lw Elwne ooles w
aMosd £ 1 <0 188, 1505 ;182 182 E 10 ug (8221|885
TRA L 2z | 28 |ZER 008G | Lo BT F S0~ ihuEx |2EEa
; Om [ U (@i Rl SRt T8 s 20 53 =82S |25
No | = 2y lete e iEitta|i8azishe T S P Ol
Eo i =e i ® og? ag ol R ug U?.
Suco | 1.0671 § 94,565 5,635 2474 2,457 43.875 1200 1184,
s} Est.o . oo P - =nr s
2 a 1.0246 | 84763 § 10,2587 3.880 3.788 87,035 159 16%
Exto ) yoeos | 74780 | 25,270 | 2e207 | 0008 | weams | s, | o509
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Amostrg ne 3 — Esta amostra foi preparada com paries iguais desses
frutos, ou seja, 509% de tomates sfios e 509 de avariades. Foram obtidos
o extratos “a ¢ b,

QUADRO N.o 3

@ a = ] 0208 slnd £8 8
AMOS-| =0 | 29 |22 EPO e bl K E g R o
TRA | 22 | 22 |88% SCSa!GE - g:‘*g EE= B [EEEn
S O (B | Bt TR BT s 20 sd 1298 | {Z0 5
N.o 2] - | ETS e T L LB G w fni SR | -
S I R R R-El et F < A F<
Suco |1.0086 [05607 | 4308 | 4112 ] s0v7 | o483 | ase, | 79y
Ext.o § 10026 | 85,150 § 10,840 9,611 | 5309 87,027 36 B B2 0f
3 &
Exto | 10524 | 75886 | 26120 {29043 | 27507 j105735 | sg ey | 58 vy
I
Amostra ne 4 — Constou a preparacio dessa amostra de 25% de frutos

sfos e de 789 de avariados. Foram obtidos os extratos “a e h”.

QUADEO N2 4

= ) 0 w o=l ow 0 n
1 e o, bl o 0o o ez tnd oxlnd ., jw
AMOS. Lr":g =& 1ag 155, g oS&g O BmRies g ogg’,i
TRA | 22 [ 28 | 2851208 k| eh (SRS en-v|api Jariy
£ A - k= el A RS FFRRIY = pag Zimy
¥o | EH 2T s f’.ﬁ;ﬁ;ﬁ =8 a:g’g;g SLEE[=08 23-»21
N, % A 2 E15885]: £
= 2 & = CRAEICE TSP TEICE “E
Suco § 10685 | 05,415 4585 8.079 | s5.062 199583 1 81 % A
Ext.o 10161 osese | 2250 | 13817 | w308 | 17e207 | 400 ) g
4 a
Exto § 10642 | 78,322 | 26,478 43.648 | 46.653 176715 | 81 % T o
b
Awmostra #.° § .. Foi preparada com 1009 de frutos avariados. Foram
ebtidos os extratecs “a e b".
QUADRO N.° 3
o 2 I 235 [0l Elwd < ad 0 s
AMOSY SR 127 |SEu|2apulozb|Sskioshgiozs 10521
TRA | 2= %ﬁ g FuEk ETeI Eotetnil = Etalil t-iol: Bl Eiales
. o Kn — - ks ) s ST E-NEE Brrr i R BT q:;?”
N.o = TP B EFh i el RN RS BNl B R S
B | E 3 CREN B et B SQ

Suco | 10067 § 54,820 | 5,180 19.825 | 19,187 876411 1 499, 49 07,

Exto | 10214 { 89,800 | 10,200 § 34.763 { 54035 335676 | 64 9, G3 %y

Exto | 10354 | 85560 | 14,440 ] 55.056 { 54.054 375.376 | 76 9 T8 8,
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Asnostra w0 6 — Fol obtida com tomates completamente alterados, infes-
tados, partidos, amassades, apresentando mbdfo visivel e manchas escuras ns
superficie dos frutos. Deizon-se de proceder 2 evaporacio do suec para a
obtengdio dos extratos “a e b”, por desnecessiivia, visto ter a contagem de
cogumelos atingido a 100% de camvpos positives 16go na primeira fase (soeo}.

QUADRD N.°2 §

jote) S = nZ 2.8 n::‘; s lwd pa
i ¢ wd | S lad .5 lw 4
AMOS-} £2 | 20 1891228 4105 [coasiorp i ozl {os gl
TRA == o (S8R oo e nm e e Hiso e TR o E
§5 | 2% |27:|2900 278 |20, |02 5057|258
N.e ~5 L - %wrS‘ SE e ‘:c“""?’ 4@ 2= (“Qiz: | ":QH !
= o e fae] = 3 ’Q"h-: e
& = = CET|CE RS IUE TR [UT Uy
6 | sec — — N — 100 %, | 100 %,
} BECO ) 10067 | 95,250 | 4,750 §27e.080] 27a.270 | VBO7.500 — 5 Uy

# TPara se obterem os resultados que aparecem neste guadrs, mo-
dificou~se a téconica B, pesando-ze I gr. da amostra gue ficou diluida em
.8 para 15 cc. de apua destilada,

Amestras de PRODUTOS COMERCIAIS — Constaram de trés sucos de

tomate, Déstes 3 produtos um era de proccdéncia estrangeira e oz oubros
dois de fabricagio nacional.

QUADRO N,° 7

< P < 03 . |08 oFof, s ]ud w3
< 23} . - { - el . , '
£ 13 | Z2 |32 ]|2eEsicEs o EioE RSO (S8
2 | @ | 2% |Z2a]o08E 0~ 120~ S |2E~ 7 |CREL|SNEy
oy R BE RS DRt B i ot S R et =3
S g | AL Bt leatF | ARSI EE S |10 5E (4B 1xas
5 i S & ¢ = 5 — b
& = & = = REA EEA-S Rl R Y
I“;éfr‘{;‘ Suce {10445 | 938200 6180 | 2.249 | 2217 | 36344 ) 120, | 199,
Nacio- | gueo [ 10124 | 04520 | 5480 {2204 | 2207 | 41085 | 8 % | 100
NRcio- 1 guco | 10154 [ 91,420 | 5580 §9.985 | 9887 | 15720 | 380, | 389
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QUADRO GERAL

-
: L s o ® w w 0
o o ) 2o e o jedsiva Sludielude o
AMOS:| <. | 50 ] 20 |89y 12T 4|0 8 [CE REjc B2 |SRT1EET
TRA 22 | 22 | 0% | 288|208 k] B0 [En-s|an~" |EET L |EET W
: f o e o i L e b O Do Rl Bl
No | BO 1 S8 { ¢ Plemsfute|SaE 2R e {5083 1=08 e |
2 Fo | 7 187 |m TT e P T Vs TEuDw [OPE
!_: e = =9 £y = fie 2 ~
g,a’; Suee | 10679 ] 95,250 4,756 462 3gn 8.489 2 o 2
-
1 ”;;"; Fxt® a7 1.0268 L 56760 1 18.245 7 1.063 1 438 7.863 38, a
& ;3 Extob| 1.044d | 505£0 | 19,420 | 1785 | 1719 | 8860 [ 5o CRA
o35 [ Sweo [1.6071 | 94265 | 5635 | 2.oma| 2ast| ammms | 139, | w1 o
B 7
z ETU% LExtony 1 0216 ) 10763 | 10,257 | s.880) 37680 87.285 1 159, | 16 %
;‘3{;’% % |Extebh] 18685 | 74,780 | 2527 21 07 19,098 | 79.558 | 52 0 [ A
<
B8 | Suco |1.0086 | o560y | 4m0n | eniz) awrr i semiz]| mmey | oi7oeg
sg=
3 5 [?, Exto oz 1.0226 1 84,160 16 84G § 4.6 4,580 R7.G27 1 OUB B, 82 8
£§°§ Extob| 1.0524 | 73850 § 06,590 | 20.048 | 27.507 | 105.785 1 B8 %, | BB O,
@z
2252 1 Suce {19086 | 05415 | 4385 | s.ove]| sz | sesm) omy | s
Ry
4 E7T VExteal 10161 [ 02250 | 7750 13317 38006 f 10207 ] 40 % 40 %
< =
Hz% Z{Extobl1.0642] 75522 | 35478 | 48.8481 46.653 } 176.7153 61 %, 70 U,
Y
w8 o f Suco | 1.0067 | 4820 [ 5180 [30.820] 19.197 [ wiG.411 | 48y | @99
5 “'g-g@ ExtPa)1.0214 § 89800 10200 P84.765 ] ad.0ms | sasevs o seay o ss ey
ol
ST Exet b) 10854 | 55,560 | 14440 | 55,056 | 54.054 | graavs | 8, | 78 0
L5
§ = 22§ Suce — b . e — —_ — 100 05 § 100 o,
=t LGEHEY 0,45 . 2.0k LT Gl o i3 .
g (= 1.G067 | 95,250 4,750 JA72.0EG) 270,370 { 7.507.540 ER
=
Estrangeire | Suco [ 1.01451 98620 | 6,180 1 2,249 } 2207 | #6.30¢ ) 220, | 109,
Nacional Suco | 1.0124 | 94,520 | 5,450 2244 F 2 17 41,055 § e, 18 9
Nacional Suco 1 1.6i54 | 91,426 | 8380 9,988 | 9.597 1315.728 | 33 9, 33 %
* Poreentagem obtida com a diluicBo a 10 13

INTERPRETACAO DO QUADRO GERAL

Convem recordar para os fins inferpretativos déste quadro,
que os tomates considerados como avariados sdo o0s que apresen-
tavam aspecto aparentemente suspeito, quer dizer, moles, amas-
sados, porém Inteiros e sem defesitos.

Os resultados da amostra n.® 1, provam de um modo mani-
festo que, produfos preparados & base de matéria prima selecio-
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nada e emprégo de processe higiénico, permitem a obtencio de
uma porcentagem minima de campos positivos, ¢ gque nos revela
a sua otima qualidade.

Ao contrario, na amostra n.% 2, observamos um aumenio de
campos positivos propercional ao grau de selecdo da matéria prima,
que neéste caso representa 25% de material avariado ou um pgrau
de contaminacio compardvel. Consideramos que as cifras obtidas
ecom essa amostra sfo as mais significativas e orientadoras para
o8 fing de controle sanitdrio, porque represeniam o grau de cou-
taminacdo méxima gque pode indiear matéria prima devidamente
selecionada e convenientemente elaborada., E' por isto gue nas
“Conelustes”, sugerimos para os extratos de tomate nic mais de
50% de campos positivos:; para as massas, produtos cuja densi-
dade oscila entre a dos sucos e dos extratos, 30% de campos po-
sitivog e, para os sucos, tomando em consideraciio o estabelecido
a respeito, em outros paizes * 19, recomendamos a cifra toleravel
de 20% de campos positivos,

Qs resultados gue nos indica a amostra n® 3, revelam pro-
porcionalidade do grau de contaminacio com a selecio da matéria
prima, e ainda que estas cifras guardem certa relagho com as
antericres, nfo exprimem uma diferenca acentunada, ecomo seria
de esperar-se nessas contagens. Convem recordar néste sentido
o apontado anteriormente com relacio a tomates avariados, e &
tolerincia da cifra de 50% de campos positivos para os extratos.

As cifrag obtidas com as amostras n.® 4 e 5 nos indicam a
qualidade de produtos obtidos & base de uma matéria prima re-
jeitavel, e por sua vez, poder evidenciar o exposto com respeito
ao critério gue sustentamos na “Discussio”, referente ao definido
ecomo campo positivo,

A amostra n.® 6 fol preparada com o fim de observacdo, ja
gue o material empregado se encontrava alterado, e portanto, im-
préprio sanitariamente para fins industriais. Néste caso, pdde-se
observar a elevada porcentagem da contagem, gue nos obrigou
modificar a quantidade de amostra pesada segundo a técnica B
(5 gra. em 15 cc.), por outra de diluicie maior (I gr. em 15 ce),
para obter ag cifras reapectivas,

As anilises dasg trés dltimas amostras também se fizeram a
titulo de observacfio. As cifras apontadas por estas anilises
evidenciaram, uma vez mais, a necessidade de se fixar um méximo
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de campos positivos para os sucos, de acérdo eom a sua qualidade.
tal como indicamos anteriormente.

Ao expressar resultados sbbre matéria imida (1 gr. e 1 cc),
ammou-nos o desejo de poder destacar as porcentagens obtidas
em forma diferenciada que permitisse uma melhor apreciacfo, ja
que esta maneira de expressar as contagens, nfo obstante ser mais
légica, resulta menos pratica. Contrariamente, as cifras que nos
indicam a matéria séea (1 gr.), tém grande importincia porque
nos refletem o grau de uniformidade que se observa nas contagens
por éste método, jA que estas cifras, por amostra (suco, extrato
“a” e extrato “b”) deveriam guardar relacfio constante,

Os resultados apresentados pelas contagens obtidas pelas téc~
nicas A e B, apresentaram cifras aproximadas, conforme demons-
tra o respectivo grafico (fig. 21), onde as linhas descritas, algu-
mas vezes, chegam a ser guasi paralelas. Entretantc, os ntimeros
referentes aos resullados da téenica B, encerram um conceito
mais légico de interpretaciio e mostram, com malor clareza, a
perfeita relaglo existente entre o estado sanitdrio das amostras e
as diversas determinactes nelas procaedidas.
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Legenda:
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DISCUSBAC

Com o objetivo de podermos chegar a resultados concluden-
tés, procedemos nossas experimentacbes em produtos de fomate
de composiciio conhecida, Para isto, as amostras utilizadas nésses
ensaios, foram por nés preparadas, em nimero de seis e apresen-
tavam todos os graus de contaminacfo julgados imprescindiveis
3 obtencao de resultados seguros e orientadores. Em cada amos-
tra, depois de conhecido o mnimero de filamentos micelianos do
suco, procurdmos verificar o progressivo aumento de cogumelos
nos extratos “a e b™.

Esta pratica s6 se tornaria possivel nas econdigles adotadas,
porguanto com produtos comerciais jamais poderiamos chegar a
conclusdes satisfatérias, tendo-se em mira gue ¢ extrato de tomate
esti sujeito a uma série de fatores gque favorecem a sua deferio-
racio nas diversas fazes por que passa o produto industrial.

Notamos que a porcentagem de cogumelo existente no suco,
aumenta geralmente de 2 a 4 vezes para o respectivo extrato
“h”, e gque neste tGltimo, a porcentagem aumentada é inversamente
proporcional & riqueza miceliana dagquele. Desta forma, um suco
de tomate contendo 2% de campos positivos dari um extrato “b”
com 8%, ao passo que, um suco contendo 49% de campos posi-
tiveos dificilmente apregsentara um exirato final com contagem
superior a 739% de campos positivos. (Ver quadros 1 e 5);

Consideramos que tal fato tenha origem em um dos prinei-
pios basicos do método, ao definir o que se entende por campo
positivo. Um exemplo simples aclararia esta situacfo ao supor-
mos que a contagem de um suco nos desse 50% de campos posi-
tivos, tendo em geral 1 a 2 filamentos de cogumelo por campo.
Ao se concentrar éste suco a 50% gr. e praticar nova contagem,
seriam encontrados T0% de campos positives, observando-se na
maioria dos campos positivos 4 a 5 filamentos micelianos, o que
explica a falta de proporcionalidade nes resultados obtidos. (Mi-
crofote, 22).

Desta forma, a amogtra de um suco de tomate com 100% de
campos positivos, apresentaria idéntica porcentagem para os seus
extratog “a-e b”, com a Gnica diferenca, do aumento, em cada
campo positive, do nlimero de filamentos micelianos.
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Entretanto o aumento de campos positivos em sucos de es-
cagsa contaminacio, guarda certa proporcfio nos concentrados dos
mesmos {extratos “a ¢ b”) devido nfio sdmente ao nimero de
campos negativos fornados em positivos, como tambem a que,
nestes extratos, podem manter-se os campos positivos com a pre-
senca de 1 a 2 filamentos por campo. (Microfoto, 28).

As seis amostras analisadas apresentavam os seguintes ca-
racteristicos:

N.o 1 — preparada com 1004 de temates sfos e escothidos.
I P R— " T 3B, 7 "' avariados.

Ne 3 — " T B0 " *

N.O 4 — " ”n 75(/2‘ ” 1” ”»

Ne b — " Y180 7 " i

N+ 6 — # vo1009% " " alterados

Por tomates avariados consideramos os frutos, moles, amas-
sados, praticamente contaminades, porém inteiros, sem defeitos
notérios, e por alterados, os completamente infestados, partides,
amassados, apresentando principio de fermentacfo, visivel infil-
tracdo de mofo e manchas escuras na parte externa.

Com as amostras preparadas com tomates avariados (n.% 2
a 5), a contagem n#oc ultrapassou a cifra de 73% de campos po-
sitivos no extrato *b”, enquanto que na de n.® 6, em que figura-
vam somente frutos alterados, o nfimero de micélios de cogumelo
atingiu a 100% logo na primeira faze (suco). Deixamos, por
éste motivo, de submeter o produfo 4 concentracio até o estado
de extrato, ficando entretanto evidenciado a impraticabilidade do
aproveitamento de frutos desta natureza para fins industriais.
{Microfoto, 24).

A fim de ser posgivel a computacio do nimero de cogumelos
existentes nesta amosira, fizemos a respectiva diluicdo pesando 1
gr. do suco para 15 cc de agua destilada, ao em vez de 1:3 como
fol usada para as técnicas A e B das demais amostras, aleancan-
do-se ainda a cifra elevada de 73% de campos positivos.

Procedemos a todas as provas analiticas, trés sucos de to-
mate do comércio, tendo sido o8 dois primeiros enquadrados entre
os produtos de boa qualidade pelas baixas contagens apresenia-
das e o 1ltimo, pelo nfimero de campos positivos suficientemente
elevado (33%), como produto condenavel. {(Ver Quadro n.® 7).

A apHleacfio da solugdo corante, em gotas, sbbre o material a
examinar, seguida da adicfic de Agua destilada, deu melhores re-
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sultados por apresentar maior nitidez e corar suave e uniforme-
mente todos os elementos do campo microseépico, mantendo éste
altimo claro e sem refringéncia, o que facilila grandemente a
identificacdo pelo perfeifo contraste apresentado. (Fig. 3).

Esta fol a técnica por nds ensalada e que recomendamos pe-
los 6timos resultados que nos permitiu alcancar,

A diluiedo feita por 8ste processc é de consisi@neia fluida,
ndo acontecendo o mesmo com a obtida por meio da solugio de
azul de algoddo (téenica A), que tem por veiculo o lactofeno] ——
liquido bastante denso e refringente.

Temos a impressdo de gue isto concorreria nio sé a uma
deficiente homogeneidade do meio, como a possivel flutuaclo de
microrganismos nele existentes, notando-se que o campo aparece
intensamente corado e denso, o que dificuylta a observacio da
presenca de filamentos micelianos.

O emprégo da sclucio aleodlica de azul de algodio a 1% deu
idénticos resulfados aos apresentados pela solucdo alcodlica a 1%
de tionina (técnica B).

Niao fol constatada diferenca sensivel entre a contagem de
25 ou 50 campos para ser caleulada a porcentagem de campos
positives com micelios de cogumelo dos diversos produtos do
tomate,

CONCLUIBAES

Do conjunto de observacbes feitas durante o experimento a
gue nos propuzemos, chegimog 48 seguintes conclusdes:

1.2y NE&o se pode adotar um mesmo critéric de tolerdncia
a0 estabelecer um limite miximo de eampos positivos para pro-
dutos de tomate de diferentes densidades comoe s@c o suco, as
massas e o8 extratos.

2.2y O aumento de campos positivos guarda certa propor-
cionalidade eom & concentracio dos produtos obtidos de uma mes-
mez matériza prima.

3.°) A tomada de amostra para a preparacio da diluicdo
destinada & contagem, deve ser feita por pesada, por ser éste pro-
cesso mais exalo e pratico e ainda, por facilitar a expressio dos
resultados obtidos por gramo de amostra, guando isto se torne
necessario.



122 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

4°) O uso de um corante para cogumelos favorece a obser-
vacho microscopica e coniribue eficazmente para a exatidio da
contagem.

5.9 A técnica B, por nds ensaiada, deu resultados melhores
e mals segurcs, o que nos anima a aconselhar sua aplicacdo.

6.9} A porcentagem de campos positivos obtida contando 25
ou 60 campos por carga de cdmara, acusa resultados aproxima-
dos para os efeitos déste método.

7.} Baseados nestes falos consideramos necessaria e justa
a fixaclo das seguintes cifras limites para os diversos produtos
de tomate: *

a) SUE08 ... i até 209 de campos positivos.

b) Massas comunsg (substancia sBez entre 109 e 169% ) — até 309 de
ecampos positivos.

! I —. Extrato simples (substiinecia sfca entre 16% e 28¢%) até bios
If — Eatrato duplo {subsi@ncia stea enire 289 e 33%) 1 de campos
II — Batrate triplice (substincia séea acima de 339} positivos

Queremos aqui deixar consignados og nossos sineeros agrade-
cimentos ao Dr. Bruno Rangel Pestana, Chefe da Subdivisio de
Bromatologia e Quimieca do Imstituto “AdoH¢ Lutz”, pela solici-
tude e valiosa colaboracfo, proporeionando-nes o8 meios neces-
gdrios & realizacfo déste trabalho; ao Dr, Hélio Martins, Chefe da
Seccio de Controles Bioldgicos e D. Olivia de Godoy, Chefe da
Sub-Seccio de Microscopia Alimentar, pela gentileza de torna-
rem possiveis nosgsos experimentos; e aos colegas Sr., Jordano
Maniero e Ds. Cordelia Nobrega Duarte, Vicentina da Cunha
Fleury Corréa ¢ Lygia Arantes Dantas, pela eficiente colaboracio.

RESUMO

Os autores procuram estudar e sugerir algumas observacdes
& ténica de Howard para contagem microscopica de cogumelos
nos produtos de tomate, e, bem assim, lembrar a necessidade da
fixacdo, em nosso Cédige Bromatolégico, de uma cifra limite de
campos positives com micélios de cogumelo para tais produotos,
de conformidade com suas densidades.

Referem &s criticas ao méiedo de Howard e procuram escla-
recer todos os detalhes em que hd, ainda, dificuldades na inter-
pretaciio, ilustrando-os com desenhos e microfotos,
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Fazem um estudo botdnico e microscépico do tomate e dos
cogumelos que o atacam nas diversas fazes de elaboracic do
produto industrial,

A parte experimental foi feita nos laboratérios de Institute
Adolfo Lutz, partindo de 6 amostras de sucos de tomate, diversa-

-

mente contaminadas e submetidas & evaporaciio em estufa a 55
60.° C, primeiramente & metade e, em seguida, a 1/8 do seu vo-
lume inicial, até consisténcia dog extratos e massas comerciais.
Em ftodos os estagios a amostra passou pelas seguintes provas
analiticas: determinacfo da umidade, do extrato séco, da densi-
dade e confagens microscépicas de cogumelos, pelas téenicas A e B.

Téenica A — Método de Howard — modificacio de Rivas.

Téenica B — Método de Howard (modificado) — na qual,
A amostra préviamente pesada (e nio medida}, juntam-se 20
gotas de solucfio alcoblica de tionina a 1%, para em seguida
fazer-se a diluiciio com dgua destilada.

Hsta técnica, ensaiada pelos autores, deu O6timos resultados
nio 86 pela uniforme coloracio de todos os elementos do campy
microseépico, como por manter-se éste bastante claro e sem vre-
fringéncia.

Apresentam varios quadros em que resumem os trabalhos e
fazem sua interpretacio.

Do conjunto de suas observagbes os autores chegaram as
seguintes conclusdes:

N&o se pode adotar somente uma cifra de tolerancia de cam-
pos positivos para todos os produtos de tomate.

O aumento de campos positivos guarda proporcionalidade com
a concentraciio do produto.

A amostra deve ser pesada {gr.) e nfdo medida {cc.) a0 se
fazer a diluicdo.

0 usc de um corante favorece a observacio microscoHpica.

A econtagem de 25 ou H0 campos por carga de camara di re-
sultados aproximados,

Consideram necesgaria e justa a fixacfio das &seeguinte-s cifras
limites para os diversos produlos de tomate:

T até 209 de campos positivos.
Massas COMUDE v vver e rr s e, até 309 de campos pesitivos.

Extratos (simples, duplo e triplice) .......... até 509 de campos positivos.
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ABSTRACT

The authorg try to study and suggest some observations fo
Howard’s technigue for the microscopic count of fungi in tomato
produets and at the same time consider the necessity of deter-
mining, in our Bromatological Code, a limit for the number of
positive fields with myecelii of fungi for these products, according
to their density.

The observations refer to Howard’s method and try to point
out all the details in which there are yet difficulties in the inter-
pretation, illustrating these with designs and photomicrographs.

There is made a botanical and microscopical study of the to-
mato and of the fungi which aitack it during the different phases
of the elaboration of the industrial product,

The experimental part was made in the laboratories of the
instituto Adolfo Lutz, starting with 6 samples of tomato juice,
differently contamined and submitted to evaporation in the incnba.
tor at 55-60°C, first fo half and afferwards to 1/8 of its initial
volume, so as to obtain the consistency of commercial extracts and
pastes.

In all the phases the sample has passed the following analy-
tieal procedures: determination of moisture, of dry extract, of
density and microscopic count of the fungi, by the techniques
A and B.

Technique A — Howard’s method — modified by Rivas.
Technique B — Howard’s method {modified) in wich o the
sample previously weighed {and not measured) there were added

20 drops of an aleoholic solution of tionine at 19, and afterwards
there was made a dilution with distilled water,

This technique, tried out by the authors, gave excellent resulis
not only because of the uniform eoloring of all the elements of the
microscopic field, but also because of the faet that it remained
fairly clear and without refraction.

There are given various tables with abstracts of the experi-
menis and their interpretation.

As a resuli of their observations the authors eame to the fol-
lowing coneclusions:
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There should not be adopted only one figure of tolerance of
positive fields for all tomato products.

The increase of positive fields mantains a certain proportio-
nality with the concentration of the product.

The sample should be weighed {(gr.) and not measured (ml.)
when the dilution is made.

The use of a coloring matter favors the microscopical ob-
servation,

The count of 25 or 50 fields for each mount gives approximate
results. .

The authors consider as necessary and justified the fixation
of the following Hmils for the various tomato products:

Juiees ...l up to 20% of positive fields
Common pastes.... up to 20%% of positive fields
Extracts
(Simple, deuple and tripled ...... up to 504, of positive fields.
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Mrcnororo 1
Células de tomate, cujos bhordes podem estabelecer confusiio com
mictlies de cogumelo, Ac centro vi-se uma bifa comy o com-
primente de I/8 do difmetre do campoe microscdpico. (180 =)

MigroroTe 2

Fiifa de cogumelo pousands sobre a extremidade de uwma céluin
de tomate. (160 x)
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Fig 3

Tlementos histoldgieos de tomate & fllamentos micelancs, cora-
dos peia téenica B (1060 x)

a2) eelula do mesccarpo do tomate apresentando alguns cogu-
melog na sua superficie; b) parénguima de mesocarpo do tomate;
¢y feixes de vasog espiraldides; 4} falsos pdlos do episperma da
stmente ; &) varios tipos de micélio de cogumelo; ) gramo de
produto de tomate Infiliradce por micelics finfssimos; g) fibra
de algodido: h) péle pluricelular da =uperficie do camle, ramos,
calice e folhas do tomateiro, encontrade seldentalmente mos pro-
dutos de tomate, (Original)
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FLNTe N

Micélive unleslulares (fionmiicetos). (a0 =}

Fra. &

Mivdlioy septatios, (200 x)
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MicroPoTC, 6
Campo microesedpies moestrando um bloeo de micdlios de cogu-
melo ¢ levedura, em exirate de tomate, (160 x).
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g\d""‘}

Fia, 7 — Alternaria Fig. § —— Coletoirichum

114, 9 = Duzmarvivm Fig. 16 — Mueor
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Fig, 11 -~ Hhbizopus Tz, 12— Oidium

oo 0 & A O G

# ¥
a’\u"‘q %

T 13 —— Pente’ilium T 14— Aspergibios T, 1E — Bobritis
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Fra. 14
Semenie de tomaie (25 x)
1 — {eorte Jongitudinaly — a ~— falsor pélog; b - epig
porma,; ¢ — radicala; 4 — cotil&dones; ¢ — endos-

Nerma.,
2 e b

0, destncado dos demads elomentos do sementa.
(Origingl).

Fia, 1Y
Hlementos histoldgicos de lomate {400 3,
ay picarpao; B) Célhula do mescearpo com  matéria co-
ranic e graos de amide alterades pele calor: o) duntos

espiraléides; 43 endospermn: e) embrio, (O

al),
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. 18
Semente de tomnsale
Flementos histoldgicos do episperma — a) falzea

palosg

By camada extorna; ) camada interna  ou periperma.
(460 =)  Originall ’
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MICROFGTO KO 2D
Campos com poucces micdlios de cogumelo. (160 =3}

Bhionorary Nt 230
Camno pouco contaminndo (3 filumoentos micelians MNeste carne
po pode-ge obsorvar g semeilanca existenie cndre og fillumentoed

de cogunsle e oz de tubmale, {164 %),

=
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Mronopore NOOZE
Camps riguissimo em filamentos micellanes (produlo muito con-
taminado). 160 x.



