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RIAlA6/1512

RESUMO 
As vacinas são um dos instrumentos mais importantes para a saúde pública. O registro sanitário é uma das 
ferramentas que a vigilância sanitária dispõe para controlar a entrada de todos os medicamentos e constitui a 
base das informações sobre eles para o Sistema de Vigilância Sanitária. no caso da meningite meningocócica, 
doença causada pela bactéria Neisseria meningitidis (nm), várias vacinas foram desenvolvidas inicialmente 
contra os sorogrupos A, C, W135 e Y, utilizando-se os polissacarídeos capsulares. Pelo fato de o antígeno 
polissacarídico do sorogrupo B não induzir boa resposta imunológica em seres humanos, outras estratégias 
vacinais foram testadas. O objetivo deste trabalho foi mapear as patentes de produtos vacinais contra o 
sorogrupo B, depositadas no período de 1990 a 2005, e comparar esses pedidos com as vacinas registradas. 
O levantamento dos pedidos de patentes foi realizado utilizando-se as bases de dados eletrônicos do 
Instituto nacional de Propriedade Industrial (InPI) e do Escritório de Patentes Europeu (EPO), a partir 
de janeiro de 1995. Várias patentes solicitaram proteção dos antígenos presentes em vacina já registrada, o 
que não caracteriza inovação. Os maiores depositantes de patentes são as multinacionais, o que mostra a 
necessidade de incremento dessa pesquisa aplicada por instituições brasileiras.
Palavras-chave. patentes, controle sanitário, vacinas meningocócicas.

ABSTRACT 
Vaccines are important instruments for public health. Sanitary registration is an important tool for the 
national regulatory authorities to control the medicines use and it is the basic source of information for 
the national Sanitary Surveillance System – nRAs. for meningococcal meningitis, caused by Neisseria 
meningitidis (nm), many vaccines were developed against serogroups A, C. W135, and Y using the capsular 
polysaccharides. Considering that the serogroup B polysaccharide is poorly immunogenic in human, 
other vaccines strategies were tried. This study aimed at identifying the applied patents for meningitis 
B antigens during the period from 1990 to 2005, and these were compared to the registered products. 
The European Patent Office and the national Institute for Industrial Propriety data basis were used to 
survey the patents request. Several patents requested the antigens safekeeping, which are included into 
the registered vaccine, and it does not characterize an innovation. The majority of the patents depositories 
belong to multinational companies and the Brazilian institutions should put in practice the process of 
requesting the patent for their research products. 
Keywords. patents, sanitary control, meningococcal vaccine.
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INTRODUÇÃO

As vacinas são um dos instrumentos mais 
importantes para a saúde pública. O investimento feito em 
uma campanha de imunização é rapidamente recuperado 
pela economia nos gastos com a internação e tratamento 
das doenças imunopreviníveis, além de evitar mortes e 
sequelas em decorrência da doença1.

Hoje há um grande investimento em pesquisa 
e desenvolvimento (P&D) para novas vacinas2. O 
instrumento legal que garante o interesse das empresas 
nessa área são as patentes, que permitem um monopólio 
de 20 anos da vacina desenvolvida. Os pré-requisitos 
para a concessão de uma patente são novidade, atividade 
inventiva e aplicação industrial, conceitos presentes em 
todas as legislações de propriedade industrial. Existem 
diferenças na interpretação, principalmente com relação 
à atividade inventiva, que é o conceito menos objetivo3.

Esse monopólio, que estimula o investimento 
em P&D, pode, por outro lado, tornar as vacinas muito 
caras, reduzindo o benefício econômico e social gerado, 
tornando os novos produtos inacessíveis a grande parte 
da população2.

Apenas uma pequena parcela das vacinas 
patenteadas apresenta eficácia/segurança para humanos. 
O mecanismo legal para garantir que a eficácia/segurança 
da vacina seja adequada para o uso é o processo de registro 
sanitário, que tem a finalidade de assegurar o acesso da 
população a produtos de qualidade4. A preocupação com a 
qualidade, que é importante para todos os medicamentos, 
é crítica para as vacinas, que são administradas em 
indivíduos saudáveis e de toda uma faixa etária.

O registro sanitário é um dos instrumentos de que 
a vigilância sanitária dispõe para controlar a entrada em 
circulação de todos os medicamentos e constitui a base 
das informações sobre eles para o Sistema de Vigilância 
Sanitária5. Constitui uma avaliação das investigações 
realizadas com uma substância ativa, suas características 
químico-farmacêuticas, especificações e a capacidade de 
produção da empresa, visando outorgar autorização para 
sua comercialização6.

no caso da meningite meningocócica, doença 
causada pela bactéria Neisseria meningitidis (nm), várias 
vacinas foram desenvolvidas desde a década de 1970. O 
desenvolvimento dessas vacinas foi um desafio científico 
muito grande, devido à diversidade de estruturas capsulares 
(polissacarídeos) que essa bactéria apresenta. Inicialmente, 
foram desenvolvidas vacinas contra sorogrupos dessa 

bactéria que provoca doenças em seres humanos, que são 
A, C, W e Y. As primeiras vacinas foram preparadas apenas 
com os polissacarídeos capsulares desses sorogrupos, 
sendo que, na década de 1990, foram lançadas vacinas 
em que os polissacarídeos foram conjugados a proteínas 
imunogênicas7-8.

O maior problema foi o sorogrupo B. O 
polissacarídeo desse sorogrupo não imuniza seres 
humanos, por essa razão outras estratégias vacinais 
foram tentadas. na década de 1990, algumas vacinas 
que utilizaram misturas de proteínas da superfície do 
sorogrupo B foram lançadas no mercado9-10.

Além disso, com o avanço da genética e com a era 
pós-genômica, algumas tentativas têm sido desenvolvidas 
no sentido de produzir uma preparação candidata à 
vacina que seja capaz de conferir proteção contra N. 
meningitidis sorogrupo B11.

O sequenciamento do genoma de N. meningitidis 
possibilitou a predição de 600 antígenos em potencial. 
Destes, 29 foram capazes de induzir a produção de 
anticorpos em modelos animais. Atualmente, sabe-se que 
a abordagem vacinal à base de OMV (outer membrane 
vesicle) está relacionada à obtenção de proteínas com 
alta variabilidade em sua estrutura primária. Essa nova 
abordagem, associada aos avanços no entendimento 
base molecular da resposta imune, promete introduzir 
novas candidatas para as preparações vacinais capazes de 
induzir proteção para a diversidade de cepas existentes11.

Dessa forma, com o intuito de garantir o sigilo 
e os direitos ao uso de antígenos em potencial, muitos 
autores que identificaram novos antígenos recorreram ao 
pedido de patente de suas descobertas11.

O objetivo deste trabalho foi mapear as patentes 
depositadas no período de 1990 a 2005 sobre antígenos 
vacinais contra o sorogrupo B de Neisseria meningitidis, 
comparando os pedidos com as vacinas registradas 
para o sorogrupo. Os resultados deste trabalho poderão 
orientar as ações tanto de propriedade industrial, como 
ações reguladoras no âmbito desses imunobiológicos.

METODOLOGIA  

O levantamento dos pedidos de patentes 
relativos aos antígenos vacinais contra Neisseria 
meningitidis sorogrupo B foi realizado através de bases 
de dados eletrônicas e gratuitas do Instituto nacional 
de Propriedade Industrial (InPI) e do Escritório de 
Patentes Europeu (EPO). O período de investigação 
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escolhido começa em 1º de janeiro de 1995, data em que 
começa a ser permitida a concessão de patentes para 
produtos e processos farmacêuticos no país, de acordo 
com a lei nº 9.279/96 (lPI).

foram levantados os pedidos de patentes 
depositados e publicados até outubro de 2012, e o acesso 
às bases de dados para a realização do levantamento 
ocorreu no período compreendido entre janeiro e 
outubro de 2012.

A busca foi realizada através da utilização das 
seguintes palavras-chave no título e no resumo: Neisseria, 
vacina meningite, vacina meningocócica B e antígenos 
meningite B.

Dentro dos mecanismos de busca de pedidos de 
patentes utilizados neste trabalho, vale ressaltar que a lei 
de Propriedade Industrial (lPI) prevê um período de 
sigilo de 18 meses, contados a partir da data de depósito do 
pedido, que pode ser abreviado, ou não, pelo requerente, 
sendo ao final deste prazo publicado o pedido. Com isso, 
os pedidos relativos aos anos mais recentes, por estarem no 
período de sigilo, poderão não constar no levantamento. 
Somados a este fato, deve-se considerar que a publicação 
na Revista de Propriedade Industrial e na base de dados 
eletrônica pode sofrer alguma defasagem.

Com relação ao levantamento dos registros de 
vacinas contra meningite B, foi utilizada a Base de dados 
da AnVISA.

Como no Brasil não existe associação entre 
patentes concedidas e vacinas registradas, foi necessário 
realizar uma investigação a respeito dos pedidos de 
patentes relacionados aos antígenos vacinais contra 
Neisseria meningitidis sorogrupo B e a identificação de 
novos antígenos nas vacinas tradicionais registradas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Patentes   
Após o levantamento realizado e a seleção dos 

resultados, de forma a incluir somente os pedidos cujo 
objeto de proteção relacionava-se diretamente aos 
antígenos vacinais contra o sorogrupo B de Neisseria 
meningitidis, foram selecionados 56 pedidos de depósito 
de patente no Brasil, no período estudado.

na figura 1, é apresentado o perfil de distribuição 
dos pedidos de patentes relacionados aos antígenos 
vacinais contra o sorogrupo B de Neisseria meningitidis, 
depositados e publicados no período de 1995 a 2012 no 
Brasil, por país de origem do depositante.
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Figura 1. Distribuição dos pedidos de patentes relacionados a vacinas 
antimeningite B depositados no Brasil por vários países, no período 
de 1990 a 2005

Observou-se que o maior número de depósitos 
deu-se na Itália, seguido dos Estados unidos. É 
interessante observar que o Brasil é o terceiro país 
em depósitos. A participação de países como a Itália 
e os EuA nesse cenário pode ser facilmente explicada 
quando são analisados os investimentos em P&D 
realizados nesses países. Esses investimentos acabam 
refletindo em uma maior participação no mercado 
mundial. 

Além disso, a participação expressiva da Itália e 
dos Estados unidos também se deve ao fato de que a maior 
parte dos estudos que culminou no sequenciamento 
completo do genoma de Neisseria meningitidis sorogrupo 
B ocorreu no Instituto tIGR, nos EuA, com a colaboração 
do laboratório novartis da Itália.

Embora o Brasil apareça em terceiro lugar na 
participação de pedidos de patentes, tal posição pode ser 
vista sob duas óticas diferentes. uma dentro do contexto 
de patentes nacionais em medicamentos, e outra sob a 
ótica de patentes biotecnológicas. Se a análise desse 
resultado for realizada de forma descontextualizada, 
pode-se dizer que essa representação é muito pequena 
diante do cenário internacional. 

Por outro lado, a participação do Brasil no 
campo patenteável farmacêutico pode ser dividida 
em dois momentos, um anterior ao ano 1996, em que 
a legislação brasileira de propriedade industrial não 
estabelecia proteção ao setor farmacêutico e tão pouco 
ao setor farmacêutico-biotecnológico, e outro que 
corresponde ao período pós-1996, em que o Brasil 
começou a reconhecer essas patentes. Essa informação 
também deve ser levada em conta quando avaliamos o 
cenário nacional de patentes em imunobiológicos.
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Comparando a posição do Brasil, apresentada na 
figura 1, com os dados apresentados por Gemal et al.6 
para patentes em comprimidos de liberação modificada, 
observa-se que para este tipo de medicamentos o Brasil 
possui uma representatividade mínima, correspondendo a 
apenas 1% o total de pedidos depositados por residentes no 
país. Esse resultado demonstra que, nesse caso, os maiores 
beneficiários da adoção de patentes na área farmacêutica 
foram as companhias transnacionais. tais dados refletem 
a necessidade de um maior investimento no setor de P&D, 
para que seja possível o país acompanhar o desenvolvimento 
tecnológico mundial ou pelo menos começar a modificar a 
sua participação no cenário nacional farmacêutico.

no que diz respeito à tecnologia de 
imunobiológicos, os dados apresentados neste trabalho 
podem apontar para uma direção oposta, já que estamos 
atrás apenas da Itália e dos Estados unidos. Isso pode 
indicar que o desenvolvimento biotecnológico pode ter 
sido mais bem impulsionado no período em que o Brasil 
começou a reconhecer as patentes farmacêuticas do que no 
apresentado para medicamentos micromoleculares, já que 
o país não chegou a realizar atividades de P&D de maior 
densidade tecnológica neste segmento farmacêutico. 

O primeiro marco da biotecnologia farmacêutica 
moderna foi a produção de insulina humana recombinante, 
no início da década de 1980. Já a produção de medicamentos 
sintéticos iniciou-se no final do século XIX. nessa ocasião, 
o Brasil estava muito menos preparado para acompanhar 
a evolução tecnológica do que recentemente, fato que 
possivelmente explica a menor diferença observada na 
biotecnologia.
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Figura 2. Distribuição dos pedidos de patentes relacionados a vacinas 
antimeningite B depositados no Brasil pelas principais empresas de-
positantes, no período de 1990 a 2005

na figura 2, os 56 pedidos de depósitos estão 
apresentados de acordo com a distribuição de pedidos 
por empresas depositantes.

Esses dados demonstram que a maioria 
dos pedidos de depósitos é oriunda de empresas 
transnacionais. 

Dentre as empresas apresentadas na figura 2, 
destaca-se a Chiron, empresa do grupo novartis, como 
sendo a maior solicitadora de depósitos de patentes em 
vacinas contra meningite B. Isso pode ser explicado, 
pois o grupo de pesquisas que sequenciou o genoma da 
Neisseria meningitidis faz parte da divisão de pesquisas 
dessa empresa e vem, desde 1986, realizando pesquisa e 
lançando produtos na área de vacinas. 

Outras empresas que também apresentaram 
depósitos nessa área de interesse foram a Sanofi e a 
Smithkline Beecham, com quatro e três depósitos 
respectivamente. 

O Brasil também apresentou participação através 
da fundação Butantan e da fundação Oswaldo Cruz, 
ambas as instituições com dois depósitos cada. 

Esses resultados nos levam a pensar que, embora 
no campo de desenvolvimento biotecnológico o Brasil 
apresente resultados melhores na área de patentes do 
que o apresentado para outras classes farmacêuticas, 
tal colaboração poderia ser melhorada, pois os grupos 
brasileiros de pesquisa na área ainda se dedicam na 
maior parte das vezes à pesquisa básica, cujo indicador de 
produção são os artigos. Além disso, falta a mentalidade 
de trabalho voltada para a produção industrial, o que 
acontece com frequência em outros países, como é o caso 
da Itália, país sede da novartis.

Esse cenário precisa ser modificado, não só 
puramente pelo aspecto de desenvolvimento tecnológico, 
mas como, e principalmente, pelo aspecto do impacto 
desse investimento no setor de saúde pública e pela 
questão de soberania nacional ou de desenvolvimento 
estratégico. 

na figura 3, são apresentados os dados dos 
pedidos de depósitos de patentes, distribuídos ao longo 
do período estudado.

De acordo com os dados apresentados, verificou-se 
que o número de depósitos relacionados às vacinas contra 
meningite B começou a ter significância a partir do final 
da década de 1990. Esse período, caracterizado como de 
grande avanço na área da biotecnologia, gerou em nosso 
país, e no mundo, um grande número de pedidos de patentes 
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referentes a produtos, processos e até mesmo organismos 
transgênicos, obtidos por processos biotecnológicos. 

A publicação do genoma completo da Neisseria 
meningitidis sorogrupo B, em 2000, levou a um segundo 
pico de depósitos em 2005, em consequência da mudança 
da tecnologia12.

Com relação ao objeto dos pedidos de patentes 
investigados, observou-se uma grande variação. um 
grande número de pedidos requereu sequências de 
proteínas candidatas a antígenos vacinais. Outras patentes 
tratavam de processos de purificação e superexpressão 
dessas proteínas. Parte das patentes tratava de associação 
entre antígenos e adjuvantes. Em um grande número os 
objetos são descritos de forma superficial ou extremamente 
genérica.

A discussão sobre as patentes de vacinas contra 
a meningite B deve levar em consideração o processo 
de concessão de patentes no Brasil, que é único no 
mundo13.

no Brasil, os pedidos de patentes são depositados 
primeiramente no InPI, órgão vinculado ao Ministério do 
Desenvolvimento, Indústria e Comércio Exterior14. Após 
avaliação inicial desse órgão, os pedidos considerados 
patenteáveis de produtos e processos farmacêuticos são 
encaminhados para anuência prévia da AnVISA, via 
a Coordenação de Propriedade Intelectual (COOPI), 
divisão da agência que atua na área15.

A análise técnica da COOPI poderá emitir novas 
exigências, concedendo ou não a anuência. Concluído o 
exame, o pedido de patente será deferido ou indeferido 
pelo InPI, concedendo-se assim a carta-patente16.

tem-se, na verdade, uma atuação coordenada 
entre a AnVISA e o InPI, de modo a garantir melhores 
padrões técnicos no processo de decisão de patentes 
farmacêuticas, dado o grau de importância dos 
medicamentos para a saúde pública13.

nesse sentido, a COOPI, através do instituto 
legal da anuência prévia, vem atuando no exame de 
pedidos de patente, na tentativa de evitar a concessão 
de patentes indevidas e triviais, que não apresentam 
nenhuma contribuição tecnológica ou terapêutica e que 
tão somente servem como instrumento para reserva e 
prolongamento da exclusividade no mercado17. 

Grandes impasses ocorreram e ainda ocorrem 
no tocante à propriedade industrial no campo da 
biotecnologia. Os requisitos de patenteabilidade de tais 
processos geram muitas controvérsias entre os órgãos 
envolvidos (AnVISA e InPI), principalmente com 
relação ao conceito da atividade inventiva16.

A documentação patenteável deve possuir uma 
descrição suficiente daquilo que é reivindicado como 
invenção, para que possa permitir a um terceiro a 
reprodutibilidade tanto para fins de pesquisa quanto em 
escala industrial3.
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Figura 3. Distribuição de pedidos de patentes relacionados às vacinas contra meningite B, depositados e publicados no período de 1994 a 2012 
no Brasil, tomando por base o processamento do exame realizado no InPI
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Para a análise de tais pedidos de patentes no 
campo da biotecnologia, os critérios utilizados são 
basicamente os mesmos já estabelecidos para as outras 
áreas tecnológicas, entretanto, existem algumas diferenças 
com relação à repetibilidade e suficiência descritiva da 
invenção, visto que nem sempre é possível ser alcançada 
uma descrição escrita completa da invenção e, com isso, 
a realização prática torna-se inviável e inacessível ao 
público interessado no assunto3.

Várias patentes encontradas reivindicam as 
sequências de proteínas da membrana externa da Neisseria 
meningitidis sorogrupo B (nM B). Essa reivindicação 
está em desacordo com a lPI por dois motivos. Primeiro, 
trata-se de sequências naturais presentes na nM B. 
Segundo, a lPI permite apenas o patenteamento de micro-
organismos transgênicos18 e estas novas sequências são, a 
princípio, uma característica alcançável pela espécie em 
condições naturais.

Recentemente, as vacinas desenvolvidas na década 
de 1990 foram reavaliadas, utilizando-se a proteômica19. 
Essa avaliação permitiu identificar nessas preparações 
várias proteínas minoritárias, inclusive antígenos que 
estão sendo reivindicados nos pedidos de patentes. Como 
esses antígenos se encontram em preparações vacinais 
desde a década de 1990, eles não podem ser considerados 
novos, logo não são patenteáveis.

Em análise
82%
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5%
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3%

Arquivado
10% SITUAÇÃO DO INPI

 
Figura 4. Status das patentes no InPI, no período de 1990 a 2005

Dentre os 56 pedidos, nacionais e 
internacionais, depositados no Brasil, 37 depósitos 
efetuados ainda estão em fase de publicação do pedido 

ou “entrada na fase nacional”, ou seja, são pedidos que 
se encontram em análise formal e que provavelmente 
não estão sob análise técnica no InPI, o que significa 
que há um grande número de pedidos em espera 
para serem analisados. Ainda com relação ao total de 
pedidos encontrados, oito pedidos encontram-se em 
análise técnica, quatro depósitos foram arquivados 
por falta de pagamento de anuidades ou por falta de 
pedido de exame, quatro pedidos foram indeferidos 
por não apresentarem requisitos de patenteabilidade 
e apenas três pedidos foram deferidos pelo InPI. Dos 
pedidos deferidos, encaminhados para a AnVISA, 
dois foram anuídos e um foi não anuído (figura 4).

Confere ressaltar que a avaliação desses 
pedidos pelos critérios anteriormente discutidos, de 
patenteabilidade e atividade inventiva, levaria a indeferir 
um grande número desses processos. 

Registro   
A avaliação reguladora sobre as vacinas pode 

ser dividida em três estágios: desenvolvimento, licença 
e pós-licença. O estágio de desenvolvimento consiste de 
duas partes, denominadas de pesquisas pré-clínicas e 
desenvolvimento e pesquisas clínicas e desenvolvimento. 
na parte de pesquisas pré-clínicas e desenvolvimento 
estão incluídos os detalhes de desenvolvimento e 
produção da vacina. São experimentos realizados em 
laboratório, que podem utilizar técnicas in vitro e, quando 
necessário, também podem fazer uso de técnicas in vivo. 
nesta etapa são realizados os testes de controle, que 
deverão subsidiar os estudos clínicos em humanos, ou 
seja, é nessa etapa que são investigadas as características 
relativas à segurança e à qualidade da candidata a vacina20. 
Atualmente, existem três vacinas disponíveis contra a 
meningite meningocócica sorogrupo B21, produzidas a 
partir de OMV, provenientes de Cuba, noruega e nova 
zelândia22-24.

no Brasil, na década de 1990, foi registrada 
uma vacina contra nM B, produzida pelo Centro de 
Biologia Molecular de Havana, Cuba, conhecida como 
VA-MEnGOC-BC. Essa vacina baseia-se nas vesículas 
de proteínas da membrana externa (OMV) do sorotipo 
B:4.P1.15, prevalente naquele país. Embora esse sorotipo 
também seja prevalente no Brasil, aqui existe uma variedade 
maior de outros sorotipos24. Sendo assim, os resultados 
obtidos com a vacinação ficaram abaixo do esperado, 
conseguindo índice de eficácia de 74% em crianças com 
mais de 4 anos de idade, porém a proteção ainda foi menos 
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satisfatória para crianças abaixo dos 4 anos de idade, nas 
quais registrou-se uma eficácia de 37%25.

Apesar desses dados, a Comissão Mista Brasil-
Cuba, constituída pelo Ministério da Saúde Brasileiro, 
com a finalidade de avaliar o emprego da vacina VA-
MEnGOC-BC em todo o Brasil no biênio 1989-1990, 
estimou uma eficácia de 75%, resultante de uma avaliação 
realizada em seis estados da federação. tal resultado 
levou o governo brasileiro a validar o uso da vacina em 
situações endêmicas25.

Com relação à capacidade imunológica destas 
vacinas, sabe-se que a imunogenicidade produzida a 
partir da OMV está diretamente relacionada à proteína 
de membrana externa Por A, proteína classe 1. Devido 
à proteína Por A apresentar alta variabilidade em sua 
estrutura primária, as vacinas que a utilizam em suas 
preparações apresentam uma baixa capacidade de 
controle endêmico contra a doença meningocócica 
causada pelo sorogrupo B26.

fora do Brasil, diversas vacinas contendo 
proteínas de membrana externa vêm sendo testadas 
quanto a sua segurança, eficácia e imunogenicidade e 
já possuem registro em seus países de origem, como é o 
caso da vacina da noruega e da nova zelândia27.

A base da vacina norueguesa consiste de um 
extrato obtido com deoxicolato a partir de vesículas de 
proteínas de membrana externa e lOS, adsorvidos ao 
hidróxido de alumínio. Essa vacina se baseia nas proteínas 
de membrana externa do sorotipo B:15:P1.16. Os estudos 
realizados na noruega com jovens na faixa de 13 a 21 anos 
de idade mostraram que essa vacina apresentou índice 
de eficácia de 57%. Este valor foi calculado a partir do 
título de anticorpos encontrados na faixa da população 
investigada, sendo o mesmo considerado insuficiente 
pelas autoridades do país, não justificando assim um 
programa contínuo de vacinação pública22.

Com relação à outra vacina, proveniente da 
nova zelândia, ainda existe falta de consenso entre a 
comunidade científica. Parte dos pesquisadores considera 
a vacina segura e eficaz, enquanto outros questionam os 
estudos epidemiológicos apresentados23.

Dessa forma, diversas vacinas têm sido 
experimentadas contra o meningococo B, entretanto 
ainda existem muitas controvérsias sobre a eficácia 
desses produtos, principalmente devido à baixa 
imunogenicidade apresentada por algumas preparações 
proteicas e também à elevada variação fenotípica desses 
antígenos. 

Os resultados apresentados nos vários países 
demonstraram que a estratégia clássica de produção de 
vacinas contra Neisseria meningitidis sorogrupo B teve 
resultados abaixo do esperado. Por outro lado, com o 
avanço da tecnologia genética e com a era pós-genômica, 
algumas tentativas têm sido feitas no sentido de produzir 
uma preparação candidata a vacina que seja capaz de 
conferir proteção contra a grande diversidade de cepas 
de N. meningitidis B. Essa nova abordagem faz parte 
daquilo que os autores chamam de vacinologia reversa19.

Sendo assim, o registro de vacinas preparadas por 
essa nova tecnologia irá requerer uma preparação maior 
das autoridades reguladoras dentro das funções definidas 
pela Organização Mundial da Saúde (OMS). Sabe-se 
que a qualidade, segurança e eficácia das vacinas deve 
ser assegurada primeiramente pelo produtor, contudo a 
atuação das Autoridades Reguladoras nacionais (ARn) 
não pode ser prescindida, já que a sua atuação é prevista 
na legislação de diversos países em desenvolvimento. 
A regulação de vacinas é um processo complexo, 
que depende, dentre outros fatores, da infraestrutura 
nacional de desenvolvimento de conhecimento na área 
de biotecnologia. Em 1999, a OMS definiu seis principais 
funções das ARn, que são4:

1. Publicação dos requerimentos necessários para o 
licenciamento de um produto;

2. Vigilância sanitária das vacinas (segurança e 
eficácia);

3. Promover um sistema seguro para a liberação de 
lotes;

4. A utilização de laboratórios oficiais de controle 
para a realização de ensaios analíticos que 
garantam a segurança e eficácia do produto, 
quando necessário;

5. Inspecionar as fábricas, atuando na implementação 
das Boas Práticas de fabricação;

6. Avaliar os ensaios clínicos.

De maneira geral, as ARn, tanto de países 
desenvolvidos quanto de países em desenvolvimento, 
atuam de maneira bastante similar, atendendo aos seis 
itens preconizados pela OMS. As ARn diferem somente 
no que diz respeito à exportação e importação de vacinas. 
nos Estados unidos, o fDA (Food Drug Administration) 
atua somente no mercado nacional, além de certificar as 
exportações. na Europa, a EMEA (European Medicine 
Evaluation Agency) atua de maneira similar junto aos 
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países da Comunidade Europeia, embora já tenha 
expressado interesse em adquirir funções reguladoras 
adicionais para vacinas produzidas na Europa que 
tenham como alvo os países em desenvolvimento4.

no âmbito do Sistema nacional de Vigilância 
Sanitária, o órgão responsável pelo registro de 
medicamentos é a AnVISA. Durante algum tempo, o 
Instituto nacional de Controle de Qualidade em Saúde 
(InCQS) também colaborou com esse processo6.

Recentemente, a AnVISA vem alinhando-se cada 
vez mais com as iniciativas da OMS e da Organização 
Pan-Americana da Saúde (OPAS), com o intuito de 
melhorar a cooperação internacional entre as ARn no 
campo das vacinas4.

CONCLUSÃO  

As tentativas de obtenção de uma vacina 
eficiente contra o meningococo B, até o momento, 
não apresentaram resultados satisfatórios. As OMVs 
apresentam-se eficientes somente para o controle de 
surtos causados por cepas homólogas à da vacina, 
além de apresentarem baixa imunogenicidade em 
crianças abaixo de 2 anos de idade. Diante deste fato, 
com o sequenciamento gênico do meningococo B e o 
surgimento da vacinologia reversa, novas tecnologias 
para o desenvolvimento de vacinas têm sido testadas28.

As novas tecnologias para o desenvolvimento 
de vacinas levaram a um grande incremento no número 
de patentes relativas ao meningococo B. Várias dessas 
patentes solicitaram proteção sobre antígenos que já 
estavam presentes nas vacinas tradicionais (OMV), não 
justificando a princípio esta concessão. 

levando em conta que as patentes podem gerar um 
monopólio e que este pode tornar as vacinas muito caras, 
reduzindo o benefício econômico gerado e tornando os 
novos produtos inacessíveis a grande parte da população, 
esses pedidos devem analisados criteriosamente, para 
proteger os interesses da saúde pública e garantir que as 
patentes sejam concedidas somente em casos de inovação 
tecnológica ou terapêutica.

Além disso, o desenvolvimento de novas 
vacinas levará à solicitação de registro das mesmas. A 
incorporação desses novos produtos vem acompanhada 
por um conjunto de exigências legais sob o ponto de vista 
regulador, no sentido de garantir a segurança e eficácia 
destes produtos e assegurar que os mesmos não ofereçam 
riscos nem danos à saúde da população.

Com o surgimento dessas novas vacinas, 
surge também à necessidade de preparação do Estado 
para atender a essa nova demanda, tanto no sentido 
do entendimento das novas tecnologias, quanto na 
incorporação desses novos produtos no mercado nacional. 

A qualidade, segurança e eficácia das vacinas 
devem ser asseguradas primeiramente pelo produtor, 
contudo deve haver a participação das ARn. 

Segundo a OMS, a avaliação, licença, controle e 
vigilância de produtos biológicos é o maior desafio para 
as ARn, que se confronta com o crescente número de 
novos produtos, com padrões de qualidade complexos 
e novas técnicas que crescem com o rápido avanço da 
ciência.

Dessa forma, diante dos riscos e desafios 
que envolvem os produtos imunobiológicos, e 
mais especificamente as vacinas contra a meningite 
meningocócica sorogrupo B, o processo de registro e o 
controle de qualidade desses produtos devem basear-
se em uma rigorosa análise técnico-científica, que 
deve ser realizada por profissionais que disponham de 
conhecimento técnico específico suficiente para emitir 
um parecer que fornecerá ferramentas na decisão sobre 
a concessão do registro sanitário. Por se tratar de um 
produto desenvolvido com uma tecnologia ainda não 
totalmente dominada por muitos grupos, esse tipo de 
vacina merece atenção no que diz respeito à importância 
do investimento na formação de profissionais que 
estejam aptos a atender a esta demanda de vigilância 
sanitária, que engloba tanto a concessão de registro do 
produto quanto a avaliação de parâmetros de qualidade 
importantes.
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RESUMO
neste trabalho foi avaliada a metodologia para determinar bisfenol A (BfA) em água mineral, utilizando-
se a extração em fase sólida (SPE), a derivação com anidrido trifluoroacético (tfAA) e a análise por 
cromatografia em fase gasosa com detector de captura de elétrons (GC/ECD). A curva analítica forneceu 
coeficiente de correlação (R) de 0,999, valores de recuperação entre 88 e 106%, limites de detecção e de 
quantificação de 2,5 e 25,0 ng.ml-1, respectivamente. A metodologia foi aplicada em quatro amostras de 
diferentes marcas de água mineral, dentre as quais apenas uma apresentou resultado detectável de 0,46 
ng.ml-1. Este estudo sugere que o BfA pode ser facilmente detectado e quantificado na matriz utilizada 
por meio de metodologia proposta, a qual demonstrou ser seletiva, precisa e exata.
Palavras-chave. bisfenol A, água mineral, GC/ECD.

ABSTRACT
This study evaluated the methodology for determining bisphenol A (BPA) in mineral water by using 
the solid phase extraction (SPE), the derivatization with trifluoroacetic anhydride (tfAA), and the gas 
chromatography with electron capture detector (GC/ECD) analysis. The analytical curve provided the 
correlation coefficient (R) of 0.999, and the recovery values from 88 to 106%. The limit of detention was 
2.5 and the limit of quantification was 25.0 ng.ml-1. four mineral water samples from different brands 
were analyzed by this methodology and among them only one (sample 3) showed detectable result of 0.46 
ng.ml-1. This study suggested that BPA could be easily detected and quantified in mineral water samples 
by employing the proposed methodology, which was selective, accurate and precise.
Keywords. bisphenol A, mineral water, GC/ECD



625

Matta MHR, Pereira AL, Montagner E, Fortunato GV. Determinação de bisfenol A (BFA) em água mineral por meio de CG/DCE − uma nova 
proposta de metodologia para análise. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):624-9.

INTRODUÇÃO

Atualmente, as maiores preocupações em relação 
à exposição de humanos e outros animais aos agentes 
e substâncias químicas, que promovem alterações no 
sistema endócrino e nos hormônios, denominados 
desreguladores endócrinos (DE), são: se essas substâncias 
podem produzir efeitos tóxicos em baixas concentrações; 
quais substâncias estão associadas aos efeitos tóxicos a 
baixas concentrações; se essas substâncias estão presentes 
em concentrações ambientalmente relevantes que possam 
ser uma ameaça à saúde de humanos e animais; se existe 
uma concentração limiar abaixo da qual essas substâncias 
químicas podem ser consideradas como seguras1.

Hipóteses prevendo alterações no funcionamento 
do sistema endócrino de algumas espécies animais 
expostas a determinadas substâncias químicas tóxicas 
não são novas, pois em 1938 foi feita a primeira 
demonstração de que alguns produtos químicos poderiam 
ter ação estrogênica quando administrados em animais. 
Recentemente, essa questão voltou à tona com atenção 
por parte da comunidade científica, principalmente 
devido ao surgimento de novas hipóteses, extremamente 
sérias e mais específicas, que levantam a possibilidade 
da exposição a agentes químicos ambientais com ação 
estrogênica − que promovem alterações no sistema 
endócrino humano e nos hormônios − poder estar 
relacionada ao aumento da incidência de câncer de 
mama, queda da quantidade de esperma, diminuição da 
fertilidade, defeitos congênitos secundários à exposição 
fetal e outras alterações2. 

Dentre as várias substâncias capazes de afetar o 
sistema endócrino, destaca-se o bisfenol A (BfA)1. 

O BfA, 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, é uma 
substância química produzida em grandes quantidades 
para uso principalmente na produção de plásticos 
policarbonato e resinas epóxi. A produção mundial 
foi estimada em 2,5 milhões de toneladas em 20011,3-5. 
O policarbonato, composto de monômeros de BfA, 
possui várias qualidades comerciais desejáveis, como 
transparência, moldabilidade e alta força de impacto6.

A exposição humana ao BfA não é insignificante, 
considerando que policarbonatos e resinas epóxi, tendo 
como base o BfA, apresentam várias aplicações, como, 
por exemplo, garrafas de bebidas, potes de comida para 
bebês, revestimento anticorrosivo em latas de alimento, 
fabricação de discos compactos, selantes dentários, 
equipamentos de segurança e dispositivos médicos6,7. 

Desde o reconhecimento de que o BfA possui 
propriedades estrogênicas fracas, muitos estudos 
foram feitos para estimar a exposição humana e as 
concentrações ambientais do composto. O BfA migra 
em níveis de pg.μl-1 dos produtos do policarbonato8 ou 
de revestimento epóxi em latas9 à água durante processos 
térmicos. O BfA migra também das mangueiras de PVC 
(cloreto de polivinila) à água em temperatura ambiente e 
pH neutro10. tal composto tem sido recentemente relatado 
como o mais potente mimetizador antropogênico11. 
Análises do BfA demonstraram que este composto induz 
proliferação, alteração na região reprodutiva da fêmea, 
bem como câncer no testículo e na próstata, redução de 
esperma, desmasculinização, feminilização, alteração nas 
funções de imunidade e diminuição de fertilidade em 
pássaros, peixes e mamíferos12.

nos últimos anos, o consumo de água engarrafada 
tem crescido de maneira bastante acentuada no mundo 
todo, sendo a maioria das garrafas feita de polietileno 
tereftalato (PEt) − um plástico derivado do petróleo 
−, das quais podem migrar determinadas substâncias, 
como o BfA13. Estudos de laboratório demonstram 
que o BfA biologicamente ativo é liberado a partir de 
garrafas de policarbonato, seguindo a simulação de 
uso normal. Por isso, acredita-se que uma importante 
fonte de BfA esteja na ingestão de alimentos e bebidas 
que tenham estado em contato com resinas epóxis ou 
plásticos policarbonato14-17. A proposta deste trabalho 
foi, portanto, desenvolver e validar uma metodologia 
de análise simples, rápida, eficiente e não onerosa para 
determinação de BfA em água mineral − armazenada 
em diferentes embalagens, utilizando-se extração em 
fase sólida (EfS) e análise por cromatografia em fase 
gasosa com detector de captura de elétrons (CG-DCE) 
−, bem como contribuir ineditamente para o início do 
monitoramento do contaminante em questão nas águas 
minerais comercializadas no nosso país.

MATERIAL E MÉTODOS

Padrões, soluções e materiais

A solução estoque de BfA (Aldrich, EuA, 95%) 
na concentração de 102 mg.l-1 e soluções de trabalho de 
BfA na concentração de 1,0 mg l-1 foram preparadas em 
etanol (Vetec, Brasil, 95%).

A solução de água/metanol na proporção 9/1 (v/v) 
foi feita com água ultrapurificada (Elga, condutividade 
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18,2 mΩ.cm-1) e metanol (Dinâmica, Brasil, grau 
HPlC/uV), este último também utilizado no decorrer 
do processo analítico, no qual também foram utilizados 
acetato de etila (Mallinckrodt, México, grau HPlC), 
hexano (Vetec, Brasil, 95%, grau análise de pesticidas) e 
anidrido trifluoracético tfAA (Aldrich, EuA, ≥ 99%).

Para a EfS foram utilizados cartuchos StRAtA-X 
de 200 mg x 3 ml (Phenomenex, EuA) em um sistema 
de extração de 12 posições da Supelco (EuA) acoplado 
à bomba de vácuo da tecnal (Brasil), com pressão de 20 
mmHg.

Para procedimentos de secagem no tratamento 
analítico foi utilizado nitrogênio (5.0, White Martins, 
Brasil, grau analítico).

Amostra testemunha
Para os ensaios de testemunha foi utilizada, 

como amostra, água isenta de BfA e de todos os demais 
reagentes descritos, aplicados ao método proposto, a 
título de isentar a matriz de possíveis interferências na 
determinação do analito.

Branco
Os ensaios de branco consistiram em realizar 

todo o procedimento de extração sem a passagem de 
amostra pelo sistema de extração, a fim de verificar a 
isenção de possíveis interferências na análise do BfA.

Amostras
foram usadas quatro amostras de água mineral, 

descritas na tabela 1, tendo-se como critério de seleção 
os diferentes materiais utilizados nas embalagens: PEt, 
PVC, PP (polipropileno) e vidro, atendendo a uma 
necessidade de aplicação da metodologia desenvolvida, 
visando possibilitar o estudo da verificação da presença 
de BfA nas amostras.

Tabela 1. Descrição das amostras reais de água mineral
Amostra Tipo Embalagem Volume

1 Água mineral natural PEt 1,50 l
2 Água mineral natural PVC 1,50 l
3 Água mineral natural PP 310 ml
4 Água mineral natural com gás* Vidro 330 ml

*Submetida a 60 minutos em ultrassom (Spencer, unique, Brasil) para 
desgaseificação.

não foi necessário executar procedimentos 
específicos para conservação das amostras, visto que 
foram adquiridas várias unidades, de mesmo lote e de 

cada tipo de embalagem, no comércio local (Campo 
Grande/MS), abrigadas sob ausência de luz, em local 
fresco, à temperatura ambiente até serem submetidas 
ao procedimento analítico, dentro do prazo de validade 
especificado nas embalagens.

Preparo das amostras 

Extração 
A extração do analito foi efetuada por EfS, 

utilizando-se 500 ml de amostra para cada ensaio. 
Os cartuchos foram condicionados com a passagem 
sequencial, sob vácuo, com vazão de 1,5 ml.min-1 de 5,0 
ml de acetato de etila e 5,0 ml de metanol, repouso de 5 
min, e 15,0 ml de água ultrapura, recebendo em seguida 
a amostra com vazão aproximada de 4 ml.min-1, sendo, 
no término deste processo, o cartucho utilizado lavado 
com 1,0 ml de solução água/metanol (9:1) (v/v) e seco 
sob vácuo durante 80 min. A eluição foi efetuada com 
4,0 ml de metanol com vazão de 1 ml.min-1, e o eluato 
levado à secura sob fluxo brando de nitrogênio, sendo o 
extrato obtido redissolvido em 2,0 ml de metanol, em 
frasco apropriado com tampa para posterior realização 
da reação de derivação.

Derivação
Visando o aumento de sensibilidade, de modo a 

proporcionar melhor interação do analito frente à coluna 
utilizada, conforme proposto por Costa18, os extratos 
obtidos foram secos novamente sob suave corrente de 
n2, e a derivação foi efetuada adicionando-se 200 µl de 
tfAA a cada frasco, fechando-os e agitando-os por 30 s. 
Após a homogeneização, foram mantidos em repouso 
por 15 min em estufa a 40 °C, sendo posteriormente 
secos sob fluxo de n2, retomados ao volume de 1,0 ml 
com hexano, lacrados e reservados sob refrigeração para 
análise imediata. A figura 1, a seguir, ilustra a reação de 
derivação do BfA com tfAA. 

Figura 1. Reação de derivação do BfA com tfAA
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Análises
As análises foram efetuadas em cromatógrafo a 

gás acoplado ao detector por captura de elétrons CP-3800 
(Varian), equipado com uma coluna capilar WCOt de 
sílica fundida, CP-Sil 13CB (50 m x 0,32 mm x 0,4 µm) 
da Varian. utilizou-se hélio (5.0 analítico, White Martins) 
como gás de arraste e nitrogênio (4.6, White Martins) como 
gás de make-up. O volume de injeção foi de 1,0 µl no modo 
sem divisão (splitless). Para geração e tratamento dos dados 
cromatográficos foi utilizado o software SAtuRn 2100. As 
condições cromatográficas estão descritas na tabela 2.

Tabela 2. Condições cromatográficas do método analítico
temperatura do injetor (ºC) 270
temperatura do detector (ºC) 280

Programação de temperatura da coluna

Inicial: 120 (2 min)
120-210 (15 ºC.min-1)
210-280 (10 ºC.min-1)
final: 280 (5 min)

Pressão na coluna (psi) 12,3
Vazão do gás de arraste (ml.min-1) 2,1
Vazão do gás de make-up (ml.min-1) 30
tempo de análise (min) 20

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Validação do método 

Seletividade
Os cromatogramas obtidos das amostras do 

branco, da testemunha e do padrão BfA evidenciaram 
que no tempo de retenção do BfA (12,9 min) não foram 
registrados picos cromatográficos, indicando que não 
houve interferências da matriz no padrão, garantindo, 
portanto, que o método é especialmente seletivo.

Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 
Os lD e lQ foram determinados pela relação sinal: 

ruído da linha base, empregando-se soluções diluídas até 
se obter um sinal referente ao analito com uma altura 
média igual a três vezes o sinal referente ao ruído para 
o lD e dez vezes para o lQ19. Determinou-se, portanto, 
para o equipamento os valores de 7,5 e 25,0 ng.ml-1 (lD e 
lQ, respectivamente) e para o método os valores de 1,5 x 
10-2 e 5,0 x 10-2 ng.ml-1 (lD e lQ, respectivamente).

Linearidade, faixa de trabalho e sensibilidade 
O tempo de retenção do BfA derivado com 

tfAA obtido foi de 12,9 min.

foram feitas análises em triplicata das soluções 
padrão de BfA derivado com tfAA para a elaboração 
da curva analítica. A equação da curva analítica obtida, 
linear numa faixa de 25 a 250 ng.ml-1, foi: y = 60,284 + 
1,216x, com R = 0,9928. Os valores obtidos de inclinação 
e do fator de correlação evidenciam que existe uma 
correlação fortíssima entre as concentrações estudadas 
e os sinais gerados pelo equipamento, indicando a 
possibilidade de distinção entre duas concentrações 
próximas, revelando que o método mostrou-se 
sensível20. 

Ensaios de recuperação 
Os ensaios de recuperação, parâmetros necessários 

para avaliar a precisão e exatidão do método20, efetuados 
por meio das análises cromatográficas, apresentaram 
excelentes resultados.

As amostras fortificadas e derivadas com tfAA 
foram submetidas ao procedimento analítico (em 
triplicata), sendo os dados concernentes às análises 
apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Dados obtidos nos ensaios de recuperação de BfA

Níveis de LQ
Concentração  

(ng mL-1)a CV (%)c Recuperacão 
(%)b

1lQ 25 15,5 88
3lQ 75 10,9 79
5lQ 125 13,2 106

aConcentração de padrão de BfA na matriz; bCoeficiente de variação; 
cRecuperação média

Exatidão e precisão 
A porcentagem de recuperação determina 

a exatidão do método. na tabela 3 observa-se que a 
recuperação das amostras (79-106%) está dentro do 
limite (70-120%) estabelecido pela literatura de análise de 
resíduos19-21. 

Avaliou-se a precisão do método pelos valores 
dos coeficientes de variação percentual [CV (%)], que 
sofreram variação de 10,9 a 15,5%, com média de 13,2%, 
sendo, portanto, o método considerado preciso, dado que 
os valores determinados ficaram abaixo do recomendado 
pela literatura, que é de 20%19,20.

Aplicação do método em amostras comerciais de água 
mineral 

Os resultados obtidos com a aplicação do método 
proposto (em triplicata) em quatro tipos de amostras de 
água mineral são apresentados na tabela 4.
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uma vez que o limite máximo de migração 
do BfA, das embalagens para os alimentos e bebidas, 
permitido no Brasil, referenciado no estabelecido 
pela Comunidade Europeia em 2004, é de 0,6 µg.g-1 de 
material plástico22,23, a quantidade de BfA encontrada 
nas amostras está dentro do permitido.

Mesmo sendo prejudicial à saúde humana e ao 
meio ambiente, não existem limites estabelecidos para o 
BfA em lançamento de efluentes, visto que nada consta 
na Resolução nº 430 do Conselho nacional do Meio 
Ambiente (COnAMA) sobre o BfA24. Mundialmente, 
também não há uma quantidade consensual de ingestão 
diária para o ser humano.

Apesar dos muitos pontos conflitantes, há um 
consenso comum entre muitos pesquisadores relacionado 
às evidências das atividades deletérias de algumas 
substâncias exógenas, dentre elas o BfA, para o sistema 
endócrino, denotando a importância das metodologias de 
detecção e quantificação desses compostos a fim de que 
seja possível elaborar um sistema de vigilância e prevenção, 
tanto para o meio ambiente quanto para a saúde humana.

Consideramos de imensa importância que os 
órgãos nacionais ligados à saúde e ao meio ambiente 
passem a considerar os contaminantes endócrinos, entre 
eles o BfA, passíveis de controle, estabelecendo limites 
para esses compostos em produtos de utilização e consumo 
humano, como, por exemplo, bebidas e alimentos, uma 
vez que são considerados extremamente danosos e sérios 
ameaçadores da reprodução das espécies, principalmente 
da própria reprodução e sobrevivência humana.

CONCLUSÃO

uma metodologia utilizando a CG/DCE para 
análise de BfA em água mineral foi desenvolvida e 
validada, vindo a somar às metodologias existentes, 
ampliando o leque de instrumentação utilizado para 
verificação e monitoramento desse contaminante.

A EfS mostrou-se adequada, fácil de realizar e 
relativamente rápida.

O método proposto forneceu parâmetros analíticos 
apropriados (lD, lQ e linearidade da curva analítica), 
sendo considerado seletivo, preciso e exato, conforme os 
valores obtidos das recuperações e de CV (%).

Quando aplicado a amostras reais, o fato 
de apenas uma delas, aliás, a menos provável pelo 
tipo de material, ter apresentado valor detectável 
de BfA evidencia a necessidade de monitorar e 
acompanhar os níveis desse contaminante nos vários 
tipos de recipientes e embalagens de alimentos, 
bebidas e medicamentos, entre outros, utilizados 
comercialmente, de modo a fornecer suporte para 
uma modelagem matemática do consumo humano 
desse composto, avaliando os possíveis riscos à saúde 
e a prevenção dos mesmos.

Os resultados obtidos visam demonstrar a 
aplicabilidade da metodologia proposta em análises de 
monitoramento de BfA em água mineral, com alto grau 
de confiabilidade, não expressando formas ou rotas de 
contaminação.
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RESUMO
foi estudada a extração simultânea de aflatoxinas (AflAs) B1, B2, G1 e G2 em cebolas por meio de técnica de 
dispersão da matriz em fase sólida (MSPD), utilizando-se a casca de arroz como adsorvente. A identificação 
e quantificação das aflatoxinas foram realizadas empregando-se cromatografia em camada delgada de 
alta eficiência (CCDAE) e cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector de fluorescência 
(ClAE-fl). O melhor adsorvente foi constituído de mistura de casca de arroz: terra diatomácea (1:1) 
(p/p), empregado na proporção de 1:1 (p/p) com a massa de amostra e a mistura clorofórmio:metanol 
(5:25) (v/v) como eluente. A metodologia mostrou limites de detecção que variaram de 0,05 a 1 µg.kg-1, 
de exatidão entre 78 e 93%, e coeficientes de variação compreendidos entre 11 e 14%. Após a validação, 
a metodologia foi testada quanto à sua aplicabilidade para determinar a ocorrência das aflatoxinas em 
amostras de cebola, as quais foram classificadas segundo a norma do MAPA. A contaminação com 
aflatoxina foi verificada em 43% das amostras analisadas com teor máximo de 90µg.kg-1 de AflAB2. 
Palavras-chave. MSPD, ClAE-fl, CCDAE 

ABSTRACT 
The simultaneous determination of aflatoxins (AflA) B1, B2, G1 and G2 was investigated in onions by 
means of matrix solid-phase dispersion (MSPD) extraction methodology, and using rice husk as adsorbent 
element. The AflA identification and quantification were carried out by using high efficiency thin layer 
chromatography (HPtlC) and high efficiency liquid chromatography coupled to a fluorescence detector 
(HPlC-fD). The best adsorbent was the compound constituted by the rice husk:celite mixture (1:1) in a 
1:1 ratio with the mass of the sample, and employing the mixture chloroform:methanol (5:25) as eluent. 
The methodology showed the limit of detection ranging from 0.05 to 1 µg.kg-1, and of the accuracy from 
78 to 93%; and variation coefficients ranged from 11 to 14%. After being validated, the methodology was 
tested on its applicability in determining the aflatoxins occurrence in onion samples, which were classified 
according to the standard MAPA. Aflatoxin contamination was found in 43% of analyzed samples with a 
maximum content of 90 µg.kg-1 of AflAB2.
Keywords. MSPD, HPlC-fD, HPtlC.
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INTRODUÇÃO

Métodos acessíveis e exequíveis são ferramentas 
estratégicas e eficientes para garantir a segurança 
alimentar, pois tornam possível monitorar a contaminação 
por metais, pesticidas ou compostos tóxicos produzidos 
por micro-organismos, como as micotoxinas, em 
amostras alimentares e ambientais1-5.

Os métodos envolvendo extração em fase sólida 
vêm se mostrando promissores para extração de analitos 
traços, em materiais complexos ou com elevada atividade 
de água, além de atender a demanda atual por métodos 
que gerem o mínimo de resíduo para descarte1,6-8. O limite 
para aplicação do método está no custo dos adsorventes, 
em geral derivados de sílica (C8 e C18) que são pouco 
eficientes durante a reutilização7.

um substituto para os adsorventes convencionais 
poderia ser a casca de arroz, abundante no Rio Grande do 
Sul, cujo emprego em determinações analíticas seria uma 
importante alternativa para a sustentabilidade da cadeia 
produtiva do arroz9. O seu potencial como adsorvente 
decorre de sua superfície de contato e constituição química 
caracterizada por 35% de celulose, 12% de lignina, 25% 
hemicelulose, 14% de óxidos de silício, além de outros 
óxidos como os de magnésio e cálcio10-13. Cabe salientar 
que os óxidos de silício associados à celulose podem 
adsorver moléculas apolares ou moderadamente polares, 
como as aflatoxinas, ocratoxina A, deoxinivalenol, dentre 
outros contaminantes presentes como traços em matrizes 
alimentares10.

O emprego de métodos analíticos simples e 
confiáveis com possibilidade de empregar resíduos 
da agroindústria, como a casca do arroz, de forma 
diferenciada contribui duplamente para a preservação do 
meio ambiente; uma disponibilizando nova alternativa 
para emprego de resíduos com valor agregado, e outra 
diminuindo o custo das análises e a geração de descartes 
analíticos.

O método de extração por MSPD ainda é 
pouco usual para extração de micotoxinas de amostras 
com elevado teor de umidade, mas, considerando-se o 
seu fundamento, pode ser promissora para tal. nela, o 
adsorvente promove uma melhor interação dos solventes 
extratores com o contaminante, uma vez que, durante 
a homogeneização da dispersão, ocorre a quebra das 
paredes celulares. Dessa forma, é possível a redução 
dos volumes de solvente para a recuperação do analito 
de interesse e a diminuição das quantidades iniciais de 

amostras, além da eliminação de etapas de concentração 
dos extratos14-18.

A cebola (Allium cepa l.), por sua atividade de 
água elevada, condição de cultivo, armazenamento e 
distribuição, está entre os alimentos com risco de veicular 
contaminantes produzidos por fungos, que encontram 
condições de infectar e até produzir metabolitos 
secundários em circunstâncias adversas, como nesse 
tecido subterrâneo19. A importância econômica da 
cebola decorre de suas propriedades condimentares, 
antioxidantes e outros benefícios funcionais que 
conferem a essa hortaliça o terceiro lugar, depois do 
tomate e da batata, em consumo mundial2.

As diferentes espécies de fungos do gênero 
Aspergillus vêm sendo relacionadas com os defeitos 
em cebolas, porém, são poucas as informações sobre 
identificação das espécies contaminantes ou a ocorrência 
de micotoxinas nelas, especificamente as aflatoxinas, 
que são as mais prováveis de serem produzidas por 
espécies desse gênero fúngico nas condições de umidade, 
contaminação elevada e acidez do meio4,20. 

As aflatoxinas são responsáveis por uma série 
de danos crônicos em animais e humanos, tais como a 
diminuição da velocidade de crescimento, depressão 
do sistema imunológico e efeito carcinogênico 
demonstrado21. Outro aspecto que justifica a necessidade 
de dispor de método rápido e confiável para determinar 
essas micotoxinas em cebolas é o seu emprego frequente 
em diversas formulações alimentícias domésticas e 
industriais2,19.

Avaliar a ocorrência de aflatoxinas em 
variedades de cebolas e relacionar sua ocorrência com 
variáveis bióticas e abióticas é um subsídio importante 
para o estabelecimento de estratégias de manejo 
adequado desse vegetal, visando torná-lo competitivo 
no mercado nacional e internacional, dispor de critérios 
classificatórios baseados em qualidade micotoxicológica, 
bem como garantir a segurança alimentar dos 
consumidores. 

neste trabalho foi estudada a extração simultânea 
das aflatoxinas (AflA) B1, B2, G1 e G2 de cebolas 
empregando o método de dispersão da matriz em fase 
sólida (MSPD), tendo casca de arroz como adsorvente. 
A identificação e quantificação das micotoxinas foram 
realizadas empregando cromatografia em camada delgada 
de alta eficiência (CCDAE) e cromatografia líquida 
de alta eficiência acoplada a detector de fluorescência 
(ClAE-fl).
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MATERIAL E MÉTODOS 

Padrões de Micotoxinas 
Os padrões das AflA B1, B2, G1 e G2 foram 

adquiridos da Sigma Aldrich, Brasil. As soluções estoque 
foram preparadas dissolvendo 5 mg em 100 ml de uma 
mistura de benzeno:acetonitrila p.a. (98:2). A partir 
dessas soluções estoque foram diluídas as soluções de 
trabalho contendo 1,5 μg.ml-1; 1,5 μg.ml-1; 7,4 μg.ml-1 

e 5,6 μg.ml-1, respectivamente para AflA B1, B2, G1 
e AflA G2, confirmadas espectrofotometricamente, 
considerando suas respectivas absortividades molar22.

Preparo do Adsorvente
A casca de arroz, fornecida por uma empresa 

beneficiadora do grão localizada na região sul do Rio Grande 
do Sul, foi moída em moinho de facas, seguindo-se da 
separação das frações granulométricas. A fração de 0,5 mm 
foi lavada 3 vezes com hexano (proporção massa:solvente 
1:4) sob agitação orbital em mesa agitadora a 160 rpm 
durante 30 min, a 25 ºC. A mistura foi filtrada e o resíduo 
sólido foi novamente submetido a 3 lavagens consecutivas 
com metanol nas mesmas condições operacionais. O 
material lavado foi seco em estufa com circulação de ar 
a 105 ºC até peso constante. A eficiência do tratamento 
foi avaliada pela limpeza do cromatograma resultante 
da eluição do extrato de casca com clorofórmio:metanol 
(3:27). A casca de arroz tratada foi caracterizada 
quanto aos seus teores de umidade, nitrogênio total, 
extrato etéreo, cinzas totais e cinzas insolúveis em ácido 
clorídrico22.

Amostras 
Cebolas da variedade crioula, com e sem 

defeitos, foram coletadas no município de São José do 
norte, no Rio Grande do Sul, em março de 2009, pelos 
técnicos da EMAtER-RS, que realizaram a classificação 
segundo Regulamento técnico de Qualidade da Cebola 
do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 
(MAPA)23. Outras amostras foram coletadas em 
feiras e mercados da região sul do Rio Grande do Sul, 
empregando amostragem aleatória simples para tomada 
de 1 kg de cebola roxa nacional; roxa importada, branca 
nacional, branca importada, branca cultivar orgânico 
e amarela importada. no laboratório, as amostras 
foram classificadas conforme o regulamento técnico23, 
formando 11 grupos para análise: roxa nacional, calibres 
2 e 3; roxa importada, calibres 2 e 4; branca nacional e 

importada, calibres 2 e 4; roxa cultivar orgânico nacional, 
calibre 2; branca cultivar orgânico nacional, calibre 2; e 
amarela importada, calibres 2 e 4. As cebolas de cada 
grupo foram descascadas e homogeneizadas em moinho 
de facas, constituindo as amostras analíticas.

Testes Preliminares da Extração MSPD 
Aproximadamente 500 g de cebolas, calibre 2, 

sem defeito, foram descascadas e homogeneizadas em 
moinho de facas. foram tomadas massas conhecidas 
do homogeneizado, colocadas em béquer de vidro e 
fortificadas com 100 µl de solução de AflA G2, de forma 
a resultar em um nível de contaminação da ordem 10 
µg.kg-1. As amostras fortificadas foram transferidas para 
um graal de porcelana e maceradas com o adsorvente, 
empregando pistilo até a total dispersão da matriz no 
adsorvente. A mistura homogeneizada foi transferida 
para uma coluna de vidro (12 cm de altura e 1 cm de 
diâmetro interno), compactada com auxílio de um bastão 
de vidro até preencher a marca de 10 ml na coluna.

Os efeitos das variáveis testadas para adequação 
da extração por MSPD foram: 

a) adsorventes: C18; alumina neutra; casca de 
arroz:alumina (1:1);

b) proporção de amostra e adsorvente (p/p): 1:1; 1:3; 
3:1;

c) tempo de interação entre adsorvente e amostra: 1, 
2, 3 h;

d) eluentes: metanol; acetonitrila; clorofórmio; 
clorofórmio:metanol (27:3) e (25:5)14,18;

e) volumes do eluente: 25, 30, 35 ml.

Os eluatos foram coletados em frascos âmbar 
e o solvente evaporado sob nitrogênio. Para aplicação 
em placas cromatográficas, os resíduos secos foram 
ressuspensos em 500 µl de benzeno e homogeneizados 
em banho de ultrassom. foram usadas cromatoplacas 
de nanosílica (ADAMAnt, marca Macherey-nagel, 
Alemanha, partículas médias 2-10 μm distribuídas em 
camada de 0,1 mm de espessura), em que foram aplicadas 
soluções padrão AflA G2, de forma que em cada ponto 
correspondessem a 3, 5, 8, 10 ηg da micotoxina. Os 
extratos ressuspensos em 500 µl de benzeno também 
foram aplicados.

O eluente da separação cromatográfica foi uma 
mistura de tolueno:acetato de etila:ácido fórmico (3:2:1)24 
que percorreu 10 cm no caminho cromatográfico. Em 
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seguida, as cromatoplacas foram secas à temperatura 
ambiente (aproximadamente 25 ºC). A fluorescência dos 
padrões e amostras foi visualizada em câmara escura sob 
luz ultravioleta (326 ηm). A estimativa dos valores de Rf 
(distância percorrida pelo eluato/distância percorrida 
pelo soluto) e da intensidade de fluorescência comparada 
das amostras e padrões foi avaliada por três analistas 
treinados.

A eficiência das condições de extração aplicadas 
à determinação simultânea das AflAs B1, B2, G1 e G2 
foi indicada pela recuperação obtida a partir de uma 
amostra de cebola fortificada nos níveis 24, 20, 16 e 20 
ηg.kg-1, respectivamente, de cada micotoxina.

Após o estabelecimento das melhores condições 
de extração pelo método de MSPD, as AflAs foram 
determinadas em CCDAE e em cromatógrafo líquido, 
marca Shimadzu, composto por bomba lC-At, 
desgaseificador DGu, controlador CBM-20A, detector 
SPD-20A, injetor manual 7725i com alça de 20 μl, 
detector fl-10AXl e software lC Solution-Shimadzu 
(ClAE-fl). Acoplado estava uma coluna Ascentis 
Supelco C18 (15 cm x 4,6 mm e 3 µm). Para eluição foi 
empregada acetonitrila e metanol, grau cromatográfico, 
da marca J.t. Baker (Mallinckrodt, Phillisburg, nJ, 
EuA), e a água ultrapura, adquirida do sistema Direct-Q 
uV3® (resistividade 18,2 MΩ cm, Millipore, EuA), 
foi acidificada com ácido acético (99:1). Os solventes, 
água ultrapura, metanol e acetonitrila foram eluídos na 
proporção de 60:28:12 (v/v/v) com vazão de 9 ml.min-1 25.

Indicativos de Eficiência do Método 
O método adaptado foi avaliado quanto aos 

limites de detecção (lD), limites de quantificação (lQ), 
expressos em µg.kg-1, exatidão através dos ensaios de 
recuperação e precisão pelos coeficientes de variação 
estimados a partir do resultado de seis determinações 
para cada sistema cromatográfico26, ou seja, CCDAE e 
ClAE-fl nas condições previamente estabelecidas.

O efeito matriz foi avaliado para a técnica de 
ClAE-fl, comparando o sinal gerado pela injeção da 
solução padrão diluída no extrato da matriz e a área do 
sinal gerado pela injeção do padrão no eluente7.

Aplicabilidade do Método 
O método validado foi empregado para 

determinar a ocorrência das AflAs em 14 amostras de 
cebola, separadas pela variedade e classe (regulamento 
técnico), coletadas no comércio ou local de produção, 

conforme descrito. As cebolas foram descascadas, 
cortadas e homogeneizadas em moinho de facas. As 
amostras analíticas foram pesadas em balança analítica 
(marca Gilbertini), 3,0 g de amostra e 3,0 g de adsorvente 
(casca de arroz:terra diatomácea; 1:1), seguindo-se de 
homogeneização em graal com auxílio de pistilo durante 
5 min. A mistura foi transferida para uma coluna de vidro 
(1 cm de diâmetro interno e 12 cm de comprimento) e 
compactada de forma a preencher um volume de 10 ml 
(calibração da coluna), usando um êmbolo de vidro. As 
micotoxinas foram eluídas por gravidade à temperatura 
de 25 ºC com 35 ml da mistura de clorofórmio:metanol 
(25:5). O eluato foi evaporado sob nitrogênio e o resíduo 
redissolvido com 500 µl de benzeno para determinação 
em CCDAE e 1 ml de acetonitrila para determinação em 
ClAE-fl, nas condições descritas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A composição percentual média e os coeficientes 
de variação de cada fração centesimal da casca de arroz 
empregada neste trabalho foram: umidade 12,1 (0,9); 
nitrogênio total 0,1 (0,01); extrato etéreo 1,0 (0,07); 
cinzas totais 19,3 (1,3); e cinzas insolúveis em HCl 9,4 
(0,7).

O percentual de cinzas insolúveis em ácido indica 
a presença de óxidos de silício11-13, o que sugere que a 
casca é promissora para ser empregada como adsorvente 
na extração das aflatoxinas24,27,28. Os carboidratos 
(hemicelulose, celulose) e a lignina, estimados por 
diferença em 76%, correspondem aproximadamente aos 
valores mencionados por Graminha et al.12.

Estas características da casca de arroz, aliadas a sua 
abundância no Rio Grande do Sul, nortearam o interesse 
em aplicá-la para fins analíticos como adsorvente em 
métodos de extração tipo MSPD, beneficiando o meio 
ambiente, barateando o custo e a eficiência analítica 
para determinação de traços em amostras com elevado 
teor de umidade. no caso específico da determinação 
de micotoxinas, a extração por partição convencional 
gera um volume elevado de resíduos de solvente para 
descarte, além da necessidade de evaporação destes nas 
etapas de concentração, justificando a importância de um 
procedimento de extração que evite esses volumes17-18.

Testes Preliminares 
nesta etapa de avaliação do potencial de emprego 

da casca de arroz tratada como adsorvente foi escolhida a 
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AflA G2 como modelo para estudo, determinando a sua 
recuperação, a cada tratamento, através de CCDAE. Essa 
técnica cromatográfica tem mostrado bons resultados na 
rotina de laboratório25, além de ser sensível, econômica, 
permitir determinação simultânea de várias amostras 
e gerar menores volumes de resíduos de solventes para 
descarte, uma das ênfases neste trabalho3,4. A AflA G2 é a 
micotoxina que apresenta os maiores limites de detecção 
no grupo e também a menos tóxica para manuseio pelos 
analistas3.

Para evitar a compactação do adsorvente durante 
a eluição, a casca de arroz foi homogeneizada com terra 
diatomácea na proporção 1:1 (p/p)27. Os valores da 
recuperação da AflA G2 sob o efeito dos adsorventes e 
eluentes e suas proporções nos testes preliminares estão 
na tabela 1.

Tabela 1. Recuperação de AflA G2 nos testes preliminares de extra-
ção

Adsorvente (2 g) Solvente (25 mL) AFG2 (%)
*CAt/celite (1/1) Metanol 60
*CAt/celite (1/1) Clorofórmio 70
*CAt/celite (1/1) Acetonitrila 50
Alumina neutra Metanol 30
Alumina neutra Clorofórmio 40
Alumina neutra Acetonitrila –
C18 Metanol 50
C18 Clorofórmio 40

*CAt: casca de arroz tratada.

Os eluentes metanol e clorofórmio, 
separadamente, mostraram boa capacidade para 
desorver a AflA G2 da casca de arroz, atingindo níveis 
de recuperação entre 60 e 70%, respectivamente. nos 
demais adsorventes testados, as recuperações obtidas 
para a micotoxina, empregando os mesmos solventes, foi 
inferior a 50%, o que motivou também o emprego desse 
adsorvente.

na sequência, foi testada a eficiência da mistura 
casca de arroz:terra diatomácea para determinação 
simultânea das quatro AflAs, tendo como eluente 
a mistura clorofórmio e metanol nas proporções 
recomendadas por Soares e Rodriguez-Amaya23, que 
obtiveram recuperações superiores a 80% durante a 
determinação dessas micotoxinas de matrizes complexas.

Os valores de recuperação média das quatro 
micotoxinas foram 67% (CV:5) para a AflAB1; 80% 
(CV:7) para a AflAB2 e G1; 76% (CV:10) para a 
AflAG2, com variabilidade média de 7%. A mistura 

de clorofórmio:metanol (5:25) elevou a recuperação da 
AflA B1 para a faixa de 75% e das demais para 85%. O 
tempo de interação amostra-adsorvente não afetou os 
níveis das micotoxinas extraídas por dispersão da matriz 
em fase sólida antes da eluição, conforme já relatado por 
outros autores14.

Os cromatogramas obtidos em CCDAE eram 
limpos, sem a presença de manchas que dificultassem 
a visualização das micotoxinas nos seus respectivos 
Rf, onde os pontos não apresentavam sinais de efeito 
langmuir ou anti-langmuir. fatos que demonstram 
que a extração pelo método de MSPD, tendo casca 
de arroz:terra diatomácea (1:1) como adsorvente 
e clorofórmio:metanol (5:25) como eluente, pode 
ser adotado para determinação dos contaminantes 
por CCDAE e também em ClAE-fl. Os efeitos das 
condições testadas foram avaliados em termos de 
percentuais de recuperação comparados entre as 
condições testadas. O aumento do volume de eluente de 
25 para 30 ml promoveu um aumento médio de 10% na 
recuperação das AflAs, porém o aumento de 30 para 
35 ml promoveu aumento de apenas 1,2%. foi adotado 
o volume de 35 ml para eluição das micotoxinas do 
adsorvente para garantir a eluição completa dos analitos.

Indicativos de Mérito do Método Adaptado para 
Extração de AFLAs em MSPD 

Estabelecidas as condições de extração em 
MSPD e as cromatográficas para separação e detecção 
das micotoxinas, o método desenvolvido foi validado 
através dos indicativos de eficiência recomendados 
por Ribani et al.26 e pela RE nº 889 da AnVISA29 

para a identificação e quantificação das AflAS nos 
extratos por CCDAE e ClAE-fl. Cabe salientar 
que as condições cromatográficas para separação 
das micotoxinas foram previamente estabelecidas 
empregando misturas de padrões para serem separadas 
em CCDAE-uV e ClAE-fl. na tabela 2, estão os 
dados referentes à eficiência do método proposto 
empregando determinação das AflAs pelas diferentes 
técnicas cromatográficas.

Os indicativos de eficiência encontrados para 
CCDAE mostram que o método de extração por MSPD 
com adsorvente casca de arroz propicia condições para 
determinação simultânea de AflAs de forma confiável 
e dentro de limites aceitáveis, mesmo empregando 
cromatografia planar. Os limites detectados das 
micotoxinas neste método possibilitam monitorá-las 
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dentro dos níveis da legislação vigente, mesmo não sendo 
esta específica para cebolas29.

A cromatografia ClAE-fl é a técnica atualmente 
mais empregada para quantificar micotoxinas 
simultaneamente, e em especial no caso das AflAs, 
pelas suas propriedades características em separação 
cromatográfica com emprego de colunas de fase reversa, 
que propiciam os melhores coeficientes de separação 
para essas micotoxinas28,30. 

A eficiência dos procedimentos completos 
confirmaram a eficiência da extração de AflAs de 
amostras de cebolas empregando o método de MSPD 
proposto, pois indicam que os extratos estavam 
adequados para separação e quantificação em qualquer 
sistema cromatográfico com detector de fluorescência 
(figura 1)14,17,28,30,31.

Figura 1. Cromatograma de amostra de cebola contaminada e padrão 
de micotoxinas

O efeito de matriz para o método MSPD, com 
casca de arroz, estimado para as concentrações médias 
dos padrões de AflAs foi maior para a AflA G2 (tabela 
3), pois as áreas detectadas no solvente e no extrato da 
matriz apresentaram a maior diferença entre si, porém, 
ainda assim, confiável para a determinação desta7.

Alguns autores empregaram esse método de 
extração tendo alumina neutra como adsorvente, 

acetonitrila como eluente de extratos de produtos 
agrícolas contaminados com AflAs, com alto teor de 
pigmentos, como a pimenta em pó, feijão verde e gergelim, 
que resultaram em recuperações variando entre 88 e 95%, 
desvio padrão inferior a 6%, limites de detecção 0,25 e 0,1 
µg.kg-1, respectivamente, para as AflAs B1 e G1 e B2 e 
G2

16. As AflAs em cereais, frutas secas, ervas, especiarias, 
legumes, amendoim e nozes extraídas por MSPD, tendo 
C18 como adsorvente, resultaram em recuperações entre 
78 e 86%, coeficiente de variação entre 4% e 7% e limites 
de quantificação variando entre 0,125 a 2,5 µg.kg-1 14,15. 
Apesar desses resultados promissores verificados com 
diferentes adsorventes, o método de MSPD não vem 
sendo aplicado para amostras com elevado teor de 
umidade, como a cebola. 

Tabela 3. Efeito de Matriz nas determinações de aflatoxinas extraídas 
em MSPD

Micotoxinas
Conc. Média

µg.mL-1

Área na 
Matriz

Área no 
Solvente

Efeito de matriz 
(%)

AflA B1 0,024 276.851 308.769 90
AflA B2 0,014 39.777 43.589 93
AflA G1 0,024 224.346 221.140 101
AflA G2 0,04 51.477 64.053 80

também não foram encontrados relatos sobre 
emprego de casca de arroz como adsorvente para o método 
de MSPD aplicado para determinação de micotoxinas, 
porém, os indicativos de mérito do método adaptado 
neste trabalho foram semelhantes aos encontrados com 
os adsorventes convencionais empregados para outras 
matrizes e teores de umidade inferiores aos das cebolas. 

Aplicabilidade do Método 
O método validado foi adotado para determinar 

a ocorrência de AflAs em amostras de cebola nacional 
e importada, classificadas conforme a portaria 529 do 
MAPA23.

Embora danos ocasionados por contaminação 
fúngica sejam frequentes em cebolas19, não foram 

Tabela 2. Indicativos de eficiência do método padronizado

Micotoxina/propriedades AFLA B1 AFLA B2 AFLA G1 AFLA G2

HPTLC HPLC HPTLC HPLC HPTLC HPLC HPTLC HPLC
Rf e t. retenção (min) 0,3 17,1 0,25 13,40 0,22 11,25 0,18 8,9
l. Detecção (µg.kg-1) 1,0 0,08 3,30 0,1 1 0,08 3 0,05
l. Quantificação (µg.kg-1) 3,0 0,26 9 0,3 3 0,3 9 0,2
Recuperação média (%) 78,0 78,0 88,3 93,0 88,5 88,0 88,7 81,0
CV (%) 11,8 13,5 12,3 12,0 12,5 14,0 11,0 12,5

t: tempo; CV: coeficiente de variação; l: limite.
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encontrados dados sobre a ocorrência das micotoxinas 
em cebolas no Brasil. Condições de umidade 
relativa superior a 80% favorecem a brotação e o 
desenvolvimento de podridão ocasionada por fungos 
do gênero Aspergillus23. A irrigação e armazenamento 
inadequados também são fatores desencadeadores de 
brotamento e podridão fúngica2,23, portanto, o risco de 
ocorrência de AflAs é provável em regiões úmidas ou 
com temperaturas médias superiores a 25 ºC, visto que 
outras espécies fúngicas podem hospedar-se no material. 
Este é o caso das condições de cultivo e armazenamento 
das amostras deste trabalho, em que a ocorrência de 
espécies toxigênicas do gênero Aspergillus é provável21.

ficou demonstrado que o método desenvolvido 
permite quantificar AflAs em cebolas de diferentes 
tipos e classes, ou seja, é robusto para todas as variedades 
de cebolas avaliadas. A contaminação foi verificada com 
pelo menos uma das micotoxinas em 43% das amostras, 
o que pode ser considerado um valor elevado e sugere 
a necessidade de estabelecimento de um plano de 
amostragem para identificar os pontos críticos de risco 
desse vegetal a contaminação micotoxicológica.

A amostra analítica composta por cebolas da 
variedade crioula com defeito da mancha negra estavam 
contaminadas com as AflAB2 (90 µg.kg-1), G1 (82 
µg.kg-1) e G2 (17 µg.kg-1) simultaneamente. nas amostras 
de cebolas da variedade roxa, das classes de calibre 2 e 
3, foram também detectada a presença de AflAG2 (15 e 
8,5 µg.kg-1), ao passo que na variedade branca nacional, 
calibre 2, foi detectada contaminação simultânea com 
AflAG1 e G2 (84 e 16 µg.kg-1, respectivamente). Quanto 
às amostras importadas, uma da variedade branca, calibre 
4, apresentou contaminação com AflA G1 (30,5 µg.kg-1). 
À exceção das primeiras, todas apresentavam aparência 
aceitável e sem defeitos aparentes.

Estes resultados chamam a atenção, pois amostras 
com características tão distintas estavam contaminadas. 
no entanto, não foi detectada, dentro dos limites do 
método, a AflAB1 em nenhuma das amostras, nem 
mesmo naquelas que apresentavam podridão fúngica 
característica (mancha negra). Esse defeito é atribuído 
principalmente à presença de Aspergillus níger, que não 
é considerado produtor de aflatoxinas23, embora possam 
ocorrer simultaneamente outras espécies do gênero que 
podem ser toxigênicas. 

A AflAG2 foi detectada em cinco amostras em 
coocorrência, em lotes em que não foram observados 
defeitos fúngicos aparentes. O maior nível encontrado foi 

para a aflatoxina G1 (84µg.kg-1). Se observada a legislação 
brasileira (RE nº 7/2011)32 quanto aos limites das AflAs 
em outros alimentos, as amostras de cebola contaminadas 
teriam que ser descartadas por estarem impróprias para 
comercialização e uso. Mesmo não sendo observados 
os defeitos previstos como inaceitáveis pela portaria do 
MAPA23, em vigência para definir a qualidade de cebolas.

A contaminação de cebolas, na frequência e níveis 
detectados, adquire importância quando se considera 
que, mesmo não sendo um alimento de base nutricional, 
o consumo estimado per capita é de 7,2 kg.ano-1, sempre 
associado a outros materiais de risco como arroz e 
trigo23, o que pode representar um problema para a saúde 
humana. A ação farmacológica atribuída às cebolas 
é outro fator que pode motivar seu consumo acima 
da estimativa por alguns segmentos da população, na 
busca de soluções para problemas patológicos crônicos, 
justamente para quem a contaminação pode representar 
um impacto ainda maior.

CONCLUSÃO 

O método de MSPD tendo casca de arroz como 
adsorvente foi eficiente para extrair simulteamente 
as aflatoxinas de cebolas, resultando em extratos 
aplicáveis a CCDAE e ClAE-fl. Os indicativos de 
eficiência do método atendem as recomendações de 
órgãos reguladores, sendo as recuperações superiores a 
70%, coeficientes de variação inferiores a 15% e limites 
de quantificação que permitem observar diferentes 
legislações vigentes atualmente para estas micotoxinas.

A ocorrência de aflatoxinas em cebolas com 
diferentes características de tamanho, procedência 
e qualidade mostrou que elas também precisam ser 
monitoradas, pois, os níveis detectados foram superiores 
aos aceitáveis para comercialização e consumo com 
segurança.
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RESUMO 
O objetivo do presente estudo foi quantificar, isolar e identificar a micobiota toxigênica em camarões 
marinhos cultivados no litoral do Piauí. foram selecionadas, randomicamente, quatro propriedades (“A”, 
“B”, “C” e “D”), de onde foram coletadas 84 amostras de camarão de três fases de cultivo: “I”, “II” e “III”. A 
contagem de fungos foi realizada em ágar dicloran rosa de bengala cloranfenicol. As colônias isoladas de 
Aspergillus e Penicillium spp foram transferidas para tubos contendo ágar extrato de malte. As contagens 
de fungos nas amostras de camarões coletadas variaram de 1,85 a 2,73 ufC/g log10 e não diferiram entre 
si em todas as fases de cultivo. foram isoladas 64 cepas de fungos, e os gêneros mais prevalentes foram 
Aspergillus (34,4%) e Penicillium (25,0%). foram identificadas dezoito cepas do gênero Aspergillus. Duas 
cepas de A. ochraceus e cinco cepas de A. agregados niger foram produtoras de ocratoxina A. uma cepa 
de A. flavus produziu aflatoxina B1, B2, G1 e G2, respectivamente, nas concentrações de 14,8 ng/g, 4,3 ng/g, 
2,6 ng/g e 1,1 ng/g, e foi classificada como A. flavus atípico. Os camarões cultivados no litoral piauiense, 
quando recentemente capturados, apresentaram baixas contagens fúngicas em todas as fases de cultivo. 
Palavras-chave. Litopenaeus vannamei, fungos toxigênicos, Aspergillus, carcinicultura, micotoxinas.

ABSTRACT 
The aim of this study was to isolate and to identify the toxigenic mycobiota in marine shrimp raised in 
Piauí coast. four farms were randomly selected (“A”, “B”, “C” and “D”), from whence eighty-four shrimp 
samples of three farming stages “I”, “II” and “III” were collected. The fungi count was done on dichloran 
rose bengal chloramphenicol agar. The isolated Aspergillus and Penicillium spp colonies were transferred 
into tubes containing malt extract agar. The fungi counts in shrimps samples ranged from 1.85 to 2.73 
Cfu/g log10, and they did not differ between them at all of the cultivation stages. Sixty-four fungi strains 
were isolated; and Aspergillus (34.4%) and Penicillium (25.0%) genus were mostly prevalent. Eighteen 
strains of Aspergillus genus were identified. two A. ochraceus strains and five strains of A. niger aggregate 
were ochratoxin A producers. One A. flavus strain produced aflatoxin B1, B2, G1 and G2 in concentrations 
of 14.8 ng/g, 4.3 ng/g, 2.6 ng/g and 1.1 ng/g, respectively, and it was classified as atypical A. flavus. When 
freshly captured, the shrimps raised in Piauí coast showed low fungal counts at all of the cultivation stages.
Keywords. Litopenaeus vannamei, toxigenic fungi, Aspergillus, shrimp culture, mycotoxins.
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INTRODUÇÃO

O Brasil produziu 80.000 toneladas de camarão 
em 2010, dos quais 78.399 toneladas foram absorvidas 
pelo mercado interno1. O Piauí foi um dos estados que 
contribuiu para essa produção e, em 2006, garantiu o 
oitavo lugar no ranking nacional em produtividade. 
A carcinicultura marinha foi introduzida no Piauí na 
década de 1980 e somente a partir da década de 1990, 
o Litopenaeus vannamei foi introduzido na região, 
tornando-se um marco para a carcinicultura piauiense2. 

Entretanto, contaminações bacterianas, virais 
e fúngicas podem comprometer o desenvolvimento do 
setor, afetando diretamente a qualidade do produto final. 
fungos são amplamente distribuídos na natureza e por esse 
motivo podem ser usados como parâmetro na avaliação 
microbiológica, determinando as condições higiênicas 
do ambiente de cultivo e do camarão cultivado, pois são 
utilizados como indicadores da qualidade higiênica3. 

A pesquisa de fungos em alimentos é importante, 
pois algumas espécies são capazes de produzir 
micotoxinas e/ou causar deterioração4. no entanto, 
a RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001, não estabelece 
valores para a quantificação desses micro-organismos 
em camarões, ou para a maioria dos alimentos de 
origem animal processados5. Desse modo, as contagens 
fúngicas não são mais realizadas como rotina para a 
avaliação da qualidade de alimentos, especialmente em 
produtos de origem animal. Desta forma, produtos que 
apresentem uma contagem fúngica significativa podem 
ser comercializados, mesmo comprometendo a saúde 
do consumidor pela possível presença de micotoxinas 
produzidas por fungos contaminantes do alimento, 
caso os fatores como temperatura e umidade não sejam 
controlados6,7. 

As micotoxinas são metabólitos secundários 
tóxicos, com baixo peso molecular, que possuem efeitos 
carcinogênicos, teratogênicos e imunossupressores, 
podendo causar convulsões, alucinações e hemorragias 
nos animais e seres humanos que consomem alimentos 
contaminados. Os gêneros de maior importância, por 
serem produtores desses metabólitos, são Aspergillus, 
Fusarium e Penicillium6-9.

Reis et al.10 obtiveram contagens de fungos 
filamentosos e leveduras em camarões frescos de água 
doce comercializados in natura sem gelo que variaram 
de 5,11 a 7,68 ufC/g. Eles justificaram esses resultados 
devido às variações de temperatura características das 

regiões tropicais e subtropicais e também à contaminação 
da água. 

lin e Dianese11 desenvolveram método para 
identificação de fungos micotoxígenos, que utiliza o ágar 
leite de coco, e baseia-se na produção de fluorescência 
azul-violeta e de pigmentação específica no meio de 
cultura quando a micotoxina está presente.

Yousefi et al.12 isolaram Aspergillus flavus em 
camarões tigre verdes (Penaeus semisulcatus) e verificaram 
que duas cepas produziram fluorescência no ágar coco sob 
luz ultravioleta. Posteriormente, a capacidade toxígena 
destes isolados foi confirmada por cromatografia líquida de 
alta eficiência12, apesar dos vários métodos utilizados para a 
detecção de fungos toxígenos que se baseiam na produção 
de micotoxina em extrato sólido ou líquido, extração da 
toxina com solventes orgânicos, purificação, concentração 
e detecção por cromatografia de camada delgada13.

Aflatoxinas são produzidas por cepas de 
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, que muitas 
vezes podem crescer em alimentos armazenados; estudos 
filogenéticos de A. flavus mostraram que eles se dividem 
em dois subgrupos. A linhagem “S” produz altos níveis de 
aflatoxinas, apresenta numerosos esclerócios pequenos, 
com média inferior a 400 µm de diâmetro, isolados e 
denominados como atípicos e também chamado var A. 
flavus parvisclerotigenus14. 

A linhagem “l” produz menos esclerócios com 
tamanho maior que 400 µm de diâmetro e apresenta 
baixa produção de aflatoxina15,16. A maioria das cepas 
do grupo I produz aflatoxina B, e a maioria das cepas do 
grupo II produz tanto aflatoxina B como aflatoxina G17-19.

A carcinicultura é uma atividade em expansão no 
litoral piauiense e os camarões produzidos são congelados 
para distribuição no mercado interno e externo, para 
serem consumidos das mais diversas formas, inclusive 
crus e, portanto, as condições higiênicas e sanitárias 
devem ser avaliadas para verificar a segurança do 
produto final ao consumidor. Sendo assim, objetivou-se 
quantificar, isolar e identificar a micobiota toxígena de 
camarões marinhos cultivados no litoral do Piauí, bem 
como avaliar o potencial toxígeno das cepas isoladas de 
Aspergillus seção Flavi e seção Nigri.

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras 
foram selecionadas, randomicamente, quatro das 

catorze propriedades carcinicultoras existentes no litoral 
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do Piauí (região delimitada entre 2º 55’ 51,39’’S – 2º 58’ 
04,31’’S a 41º 20’ 09,35’’O – 41º 26’ 33,52’’O), identificadas 
para fins de pesquisa como “A”, “B”, “C” e “D”, onde foram 
coletadas amostras de camarão das três fases de cultivo: 
“I” (pós-larva8 – Pl8 a Pl18), “II” (Pl18 a 90 dias) e “III” 
(90 a 120 dias), em delineamento fatorial 4x3 (quatro 
propriedades e três fases) representado por três amostras 
de 100 g de camarão, totalizando 84 amostras. 

Após as coletas, as amostras foram armazenadas 
em sacos plásticos esterilizados nasco Whirl-Pak® 
lacrados, identificados e transportados em recipientes 
isotérmicos contendo gelo reciclável até o laboratório 
de Controle Microbiológico de Alimentos do núcleo 
de Estudos, Pesquisa e Processamentos de Alimentos da 
universidade federal do Piauí.

Determinação da micobiota e identificação de espécies 
de Aspergillus 

A contagem total de fungos foi realizada em ágar 
dicloran rosa bengala com cloranfenicol, de acordo com 
a metodologia recomendada por Pitt e Hocking9 para 
estimar micobiota total. A enumeração foi realizada 
através do método de dispersão em superfície: 25 g de 
cada amostra foram homogeneizados em 225 ml de 
água peptonada a 0,1%, por 30 min, em um agitador 
orbital. foram realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-3) 
e retiradas alíquotas de 0,1 ml inoculadas em duplicata. 
As placas foram incubadas a 25 ºC por cinco a sete dias. 
Após esse período, foram selecionadas placas contendo 
entre 10 a 100 ufC, conforme recomenda Dalcero et al.20. 
Os resultados foram expressos em ufC/g de amostra. 
As colônias de Aspergillus e Penicillium spp foram 
transferidas para tubos contendo ágar extrato de malte 
(MEA). A identificação de espécies de Aspergillus foi 
realizada de acordo com as chaves taxonômicas de Klich21, 
conforme segue: preparou-se uma suspensão de conídios 
a partir de cada cepa em 0,5 ml de meio constituído de 
0,2% de ágar-ágar e 0,05% de tween 80tM, distribuídos 
em tubo de hemólise previamente esterilizado a 121 ºC 
por 15 minutos9. A seguir, introduziu-se a agulha de 
platina na suspensão de conídios, transferindo-os para 
três pontos equidistantes nas placas contendo Czapek 
Yeast Extract Agar (CYA), Malt Extract Agar (MEA) e 
Czapek Yeast Extract Agar 20% Sucrose (CY20S). uma 
placa de CYA, MEA e CY20S foi incubada a 25 ºC, e uma 
placa de CYA a 37 ºC, todas por um período de sete dias. 
Após a incubação, visando à identificação das espécies, 
foram observadas as estruturas micromorfológicas e as 

características macroscópicas das colônias (diâmetro, 
textura, forma, aspecto da superfície e do reverso, 
pigmentação dos conídios e pigmento solúvel, produção 
e cor de exsudato).

Capacidade toxígena de Aspergillus 
Potencial toxígeno dos Aspergillus da seção Flavi e da seção 
Nigri em Ágar Coco

O potencial toxigênico dos Aspergillus isolados 
foi avaliado pela inoculação em ágar leite de coco 
e incubação por sete dias a 25 ºC. Posteriormente, 
verificou-se a pigmentação produzida pelo fungo 
no meio de cultura e a fluorescência através de um 
cromatovisor com luz ultravioleta (uV) de 366 nm. A 
fluorescência característica da produção de micotoxina 
foi expressa com o símbolo (+) para positividade e (-) 
para negatividade11.

Produção de aflatoxinas por Aspergillus da seção Flavi 
foi realizado um pré-teste utilizando uma 

cepa de A. parasiticus (nRRl 2999) para avaliar sua 
capacidade toxígena, sendo que essa cepa produziu 0,5 
µg de aflatoxina B1 por ml. Em seguida, todas as cepas 
de Aspergillus da seção Flavi isoladas foram testadas 
para produção de aflatoxina B1, seguindo metodologia 
recomendada por Geisen et al.22, conforme segue: as 
cepas foram cultivadas em placas de MEA a 28 ºC por 
sete dias. Após o período de incubação, o micélio foi 
transferido para um microtubo e acrescido de 1.000 μl 
de clorofórmio. A mistura foi agitada em microcentrífuga 
por 10 min a 1.400 rpm; o micélio foi removido e o 
extrato clorofórmico evaporado sob fluxo de n2. O 
resíduo foi redissolvido em 200 μl de clorofórmio. A 
detecção e quantificação de aflatoxina B1 dos extratos 
foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência, 
utilizando um cromatógrafo ShimadzuR, modelo 
Prominence, com detector de fluorescência modelo Rf-
10AXl SuPER, de acordo com a metodologia proposta 
por trucksess et al.23. uma alíquota de 200 μl do 
extrato da amostra foi derivatizada com 700 µl de ácido 
trifluoroacético:ácido acético:água (20:10:70, v/v/v). As 
separações cromatográficas foram realizadas em uma 
coluna de fase reversa (de sílica gel, 150 x 4,6 mm id., 
5,0 μm de tamanho de partículas, Varian, Inc., Palo Alto, 
EuA). A fase móvel utilizada foi acetonitrila, metanol e 
água (17:17:66 v/v/v) a uma vazão de 1,5 ml.min-1. A 
fluorescência de derivados de aflatoxina foi gravada 
em comprimentos de onda de excitação e emissão de 
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360 nm e 460 nm, respectivamente. A curva padrão foi 
construída em diferentes níveis de padrão de AfB1, de 
1,01 ng/ml, 2,02 ng/ml e 4,04 ng/ml (Sigma Aldrich® 
Co., St. louis, MO uSA, pureza > 99%). A toxina foi 
quantificada pela correlação das alturas dos picos do 
extrato da amostra com o da curva padrão (y = 0,0003x 
– 0,0077; R2 = 0,99). O limite de detecção do método 
analítico foi de 0,4 ng/g, com base na relação do sinal-
ruído (3:1) e o limite de quantificação foi estabelecido 
como sendo 3 vezes o limite de detecção (1,4 ng/g). 

Produção de ocratoxina A por Aspergillus da seção Nigri 
todas as cepas de Aspergillus da seção Nigri 

isoladas foram testadas para verificar a capacidade de 
produção de ocratoxina A (OtA), determinada seguindo 
a metodologia descrita por Bragulat et al.24: as cepas foram 
cultivadas em CYA a 28 ºC por sete dias. três fragmentos do 
ágar foram retirados da área central da colônia, pesados e 
transferidos para um microtubo, acrescido de 1.000 μl de 
metanol. A amostra foi agitada em microcentrífuga por 10 
min a 1.400 rpm, o sobrenadante filtrado e evaporado até 
a secura sob n2. O resíduo foi redissolvido em 1.000 µl de 
metanol. Os extratos foram analisados por cromatografia 
em camada delgada, conforme metodologia da AOAC 
Official Method 973.37 (nesheim et al.25). A cromatografia 
foi desenvolvida em uma cuba contendo como solvente 
de corrida uma solução de tolueno:metanol:ácido acético 
(90:5:5). Posteriormente, foram observados sob luz uV 
(365 nm), determinando somente a positividade ou 
negatividade11 para OtA por comparação visual com um 
padrão de concentração conhecida (Sigma AldrichR Co., 
St. louis, MO uSA, pureza > 99%). Para a confirmação 
da presença de OtA utilizou-se uma solução alcoólica de 
bicarbonato de sódio, borrifada sobre a mancha. O limite 
de detecção foi de 0,5 µg/kg. 

Análise Estatística 
Os resultados foram transformados em log10 e 

realizou-se a análise de variância e aplicação do teste 
de SnK para comparação das médias de contagens 
fúngicas utilizando o Pacote Estatístico SIGMA StAt26.

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As contagens fúngicas dos camarões das 
fazendas pesquisadas não diferiram entre si em todas 
as fases de cultivo (tabela 1), caracterizadas em função 
do crescimento e ganho de peso dos animais.

Tabela 1. Médias das contagens de fungos nos camarões produzidos 
no litoral piauiense em três fases de cultivo

Fases de Cultivo Propriedades 
“A” “B” “C” “D”

I 2,73a 1,85a 2,40a 2,13a

II 2,38a 2,01a 1,98a 2,11a

III 2,65a 1,82a 2,03a 1,85a

a = letras iguais representam resultados semelhantes (p < 0,05); 
ufC/g = unidade formadoras de colônias por grama em log10.

Os camarões analisados eram recém-capturados, 
bem nutridos, sadios e possuíam boa imunidade. As 
baixas contagens fúngicas observadas nas diferentes 
fases de cultivo podem estar relacionadas a diversos 
fatores, dentre os quais o equilíbrio da microbiota 
externa do corpo do animal e o tempo decorrido 
entre a coleta das amostras e a análise. Porém, existe 
a possibilidade dos fungos presentes nos camarões 
multiplicarem-se após a despesca e durante o 
processamento do produto, caso seja armazenado 
em temperatura inadequada, pois, ao encontrarem 
condições ideais, os fungos possuem um importante 
papel no processo de deterioração, ocasionando 
perdas da qualidade do produto final e produção de 
micotoxinas conforme Internacional Comission on 
Microbiological Specifications for foods4.

A legislação vigente não possui parâmetros para 
a quantificação de fungos e leveduras para pescado 
processado e expostos à venda5, por isso não é possível 
comparar os resultados encontrados aos padrões de 
referência. no entanto, as contagens fúngicas nos 
camarões das diferentes fases recém-despescados 
são relativamente baixas quando comparadas aos 
resultados de Reis et al.10, e a manipulação indevida, 
posterior à despesca, pode acrescentar novos micro-
organismos contaminantes, assim como favorecer o 
desenvolvimento de fungos preexistentes.

foram isoladas 64 cepas de fungos 
pertencentes a sete gêneros (tabela 2) nas amostras 
de camarão das diferentes fases de cultivo, sendo 
que as espécies prevalentes pertenciam aos gêneros 
Aspergillus (34,4%) e Penicillium (25,0%). Reis et 
al.10 afirmam que camarões podem ser contaminados 
por fungos pela água do ambiente, no caso dos rios. 
A contaminação fúngica observada nos camarões 
cultivados no litoral piauiense pode ter ocorrido pela 
presença desses fungos na ração contaminada que se 
adaptou às condições de cultivo pela sua ampla difusão 
na natureza.
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Tabela 2. frequência absoluta e relativa de fungos filamentosos iso-
lados de camarões cultivados no litoral piauiense

Gênero fúngico
Frequência 

absoluta
Frequência 
relativa (%)

Aspergillus spp 22 34,4
Penicillium spp 16 25,0
Trichoderma spp 09 14,1
Cladosporium spp 08 12,5
Fusarium spp 02 3,1
Alternaria spp 02 3,1
Curvularia spp 02 3,1
total 64 100,0

foram identificadas dezoito cepas do gênero 
Aspergillus, pertencentes às seções Circundati, Terrei, 
Nigri e Flavi. As espécies isoladas estão descritas na 
tabela 3. Destas, duas cepas de A. ochraceus e cinco 
cepas de A. agregados niger apresentaram resultados 
positivos para a produção de OtA em cromatografia de 
camada delgada. Por ser uma análise qualitativa, não 
foi quantificada a concentração da produção de OtA.

uma cepa de A. flavus produziu aflatoxina B1, B2, 
G1 e G2 na concentração de 14,8 ng/g, 4,3 ng/g, 2,6 ng/g e 
1,1 ng/g, respectivamente e foi classificada como A. flavus 
atípico14-19. Essa cepa apresentou todas as características 
morfológicas macroscópicas e microscópicas de um 
A. flavus diferenciando morfologicamente do A. 
parasiticus21. Esses dados assemelham-se aos estudos 
realizados por Saito e tsuruta14, Geiser et al.15, tran-
Dinh et al.16, Pildain et al.17, Barros et al.18 e Perrone 
et al.19, que identificaram morfologicamente A. flavus 
atípicos do grupo II (linhagem “S”) que são produtores 
de aflatoxinas B e G. Assim, a classificação e identificação 
molecular e filogenética dessa cepa torna-se necessária 
posteriormente, pois não há resultados relativos a 

essa variedade de fungos no Brasil, podendo ser uma 
variedade da seção Flavi, como afirmam Varga et al.27, 
que identificaram duas novas espécies da seção Flavi 
produtoras de aflatoxinas, e Gonçalves et al.28, que 
analisaram por biologia molecular cepas dessa seção 
isoladas de castanhas do Brasil.

Durante a despesca dos viveiros os camarões são 
transferidos para recipientes contendo água do canal 
de abastecimento, metabissulfito de sódio e gelo para 
manter a temperatura próxima a 0,0 ºC. Em seguida, 
esses depósitos são conduzidos para a indústria, 
onde os camarões são lavados com água clorada a 5,0 
ppm, congelados a -35 ºC e armazenados a -20 ºC até 
expedição. A concentração de cloro utilizada é eficiente 
como bactericida, entretanto, não há comprovação da 
eficácia em fungos presentes em camarões.

Santos et al.29 e Veloso et al.30, ao testarem diferentes 
concentrações de metabissulfito de sódio e cloro em 
fungos do gênero Aspergillus spp e Penicillium spp isolados 
de diferentes etapas de beneficiamento de camarões, 
concluíram que concentrações de 6,0% de metabissulfito 
inibiram o crescimento in vitro desses gêneros, enquanto 
5,0 ppm de cloro não inibiu o crescimento fúngico.

Assim, os sulfitos podem ser utilizados como 
fungicidas para fungos fitopatógenos produtores de 
esclerócitos31 e as temperaturas utilizadas durante o 
processamento dos camarões inibem o desenvolvimento 
dos fungos e sua consequente produção de micotoxinas32. 
As amostras de camarão analisadas apresentaram espécies 
de fungos micotoxígenos, e sua presença no produto não 
indica necessariamente a existência de micotoxinas, pois, 
para isso, é preciso que o fungo encontre condições ideais 
para seu crescimento6-7, portanto as amostras analisadas 
são consideradas seguras para o consumo. 

Tabela 3. Espécies do gênero Aspergillus isoladas de camarões cultivados no litoral piauiense

Seção 
Números de 

isolados
Ocorrência 

(%)
AFB1 (ng/g) AFB2 (ng/g) AFG1 (ng/g) AFG2 (ng/g) OTA

Seção Nigri
A. agregados niger 07 38,9 05(+)
Seção Circundati
A. ochraceus 04 22,2 02(+)
Seção Terrei
A. terreus 04 22,2
Seção Flavi
A. flavus* 02 11,1 14,8 4,3 2,6 1,1
A. oryzae 01 5,6
total 18 100,0 01(+) 07(+)

AfB1 = aflatoxina B1; AfB2 = aflatoxina B2; AfG1 = aflatoxina G1; AfG2 = aflatoxina G2; OtA = ocratoxina A; (+) = produção de micotoxina; * 
= A. flavus atípica do grupo II (linhagem “S”)
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As rações contaminadas por fungos micotoxígenos 
preexistentes na matéria-prima são consideradas como 
fontes de micotoxinas em carcinicultura, como afirmam 
Villarreal-Cavazos et al.33 e Calvet et al.34, detectaram 
níveis de aflatoxina B1 que variaram de 30 µg/kg a 360 µg/
kg. Isto se deve ao fato das rações possuírem substratos 
potenciais para crescimento fúngico e produção desses 
metabólitos quando são armazenadas e expostas a fatores 
ambientais. Os fungos também podem contaminar os 
camarões cultivados, interferir na vida de prateleira 
pela sua capacidade proteolítica e consequentemente 
diminuir a qualidade do produto final.

no entanto, não existem padrões referenciais 
quanto à prevalência de fungos micotoxígenos em 
alimentos, necessitando um aprofundamento nas 
pesquisas com intuito de verificar a potencialidade 
dessas espécies, a possível presença de micotoxinas em 
camarões cultivados e os danos que podem causar para 
os consumidores do produto final.

Concluiu-se que os camarões cultivados no litoral 
piauiense, quando recém-capturados, apresentaram 
baixas contagens fúngicas em todas as fases de cultivo e os 
fungos prevalentes pertenceram aos gêneros Aspergillus 
spp e Penicillium spp. também foram isolados os gêneros 
Trichoderma spp, Cladosporium spp, Fusarium spp, 
Alternaria spp e Curvularia spp.

As espécies de A. ochraceus e A. agregados niger 
isoladas em camarões eram produtoras de OtA.

foi isolada uma cepa de A. flavus atípica do 
grupo II (linhagem “S”) produtora de aflatoxina B1, B2, 
G1 e G2 com diferenças macroscópicas e microscópicas do 
A. parasiticus, que necessitará, posteriormente, de uma 
identificação molecular para saber se não é uma cepa de 
A. parasiticus ou var A. flavus parvisclerotigenus14, pois 
até o momento deste estudo não há resultados relativos a 
essa variedade de fungos no Brasil.
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RESUMO
A anemia é o mais comum dos distúrbios nutricionais no mundo. Existem vários fatores que podem 
causar essa doença, incluindo-se a deficiência de ferro. no Brasil, a fortificação de farinhas de trigo e de 
milho com ferro foi instituída em 2002. O presente estudo avaliou os teores de ferro em farinhas de trigo 
e de milho comercializadas no Estado de São Paulo, seguindo-se a legislação vigente. Os teores médios 
de ferro encontrados foram de 5,4 mg.100 g-1 e 4,7 mg.100 g-1, respectivamente, para farinhas de trigo e 
de milho, e esses valores estão em conformidade com os dados da literatura nacional. As variabilidades 
observadas nos teores de ferro, de 1,0 a 11,7 mg.100 g-1 na farinha de trigo e de 0,9 a 19,9 mg.100 g-1 na 
farinha de milho, demonstram que alguns fabricantes não efetuam adequado controle do procedimento 
de fortificação de ferro, possivelmente em função de ocorrência de problemas no processo de produção. 
Este estudo aponta ainda a importância da manutenção de programas de monitoramento de alimentos 
como ferramenta que auxilia os produtores a se adequarem aos limites preconizados pela legislação, bem 
como para fundamentar o controle e a fiscalização de produtos consumidos pela população.
Palavras-chave. ferro, espectrometria de absorção atômica, anemia, fortificação de alimentos, análise de 
alimentos, saúde pública.

ABSTRACT
Anemia is the most common nutritional disorders in the world.Several factors may cause this disease, 
including the iron deficiency. In Brazil, the procedure of wheat and corn flours enrichment with iron 
was instituted in 2002. The present investigation evaluated the iron contents in wheat and corn flours 
commercialized in the state of São Paulo, following the legislation in force. The mean values of iron were 
5.4 mg.100 g-1 and 4.7 mg.100 g-1, for wheat and corn flours, respectively, and they were compliant with 
the national literature findings. The iron contents varieties from 1.0 to 11.7 mg.100 g-1 in wheat flour 
and from 0.9 to 19.9 mg.100 g-1 in corn flour showed that some manufacturers do not perform adequate 
control of iron enrichment approach, possibly due to the occurrence of some problems in the technical 
procedure during the manufacturing process. This study also indicates the importance of maintaining 
the food monitoring programs as a tool, which may aid the producers to be in conformity with the limits 
established in the legislation, and also to support the control and the surveillance of products consumed 
by the population.
Keywords. iron, atomic absorption spectrometry, anemia, food fortification, food analysis, public health.
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INTRODUÇÃO

A anemia ferropriva é o mais comum dos 
distúrbios nutricionais no mundo1. Existem vários 
fatores que podem causar anemia, incluindo a deficiência 
de nutrientes como ferro, folato ou vitamina B12. Outras 
causas incluem desequilíbrio hormonal, doenças crônicas, 
infecção ou sangramento excessivo2. Essa carência atinge 
adultos, principalmente mulheres em idade reprodutiva 
e em período de gestação, além de ocorrer com alta 
prevalência em crianças com até cinco anos de idade, 
estágio da vida em que ocorre um crescimento acelerado. 
A deficiência do ferro também influencia a capacidade 
de trabalho e resposta imune às infecções em adultos, 
e ainda pode alterar o desenvolvimento psicomotor, o 
processo de aprendizado e a concentração das crianças3.

Dados da Organização Mundial da Saúde 
mostram que cerca de 40% da população mundial 
(mais de dois bilhões de indivíduos) sofrem de anemia. 
As principais prevalências entre os grupos específicos 
são estimadas em: 50% em mulheres grávidas, bebês e 
crianças de um a dois anos de idade; 25% em crianças 
em idade pré-escolar; 40% em crianças em idade escolar; 
30 a 55% em adolescentes4. no Brasil, estudo realizado 
sobre o diagnóstico de anemia por deficiência de ferro 
em crianças na região nordeste do país, com idade entre 
6 e 30 meses, indicou que, do total de crianças, 58,1% 
apresentaram anemia com deficiência de ferro5. Pesquisa 
realizada com crianças em fase pré-escolar da Amazônia 
Ocidental revelou a prevalência de anemia ferropriva de 
20,9%6. Ainda, em estudo realizado sobre a estimativa da 
deficiência de ferro em população feminina com idades 
entre 15 e 49 anos no município de João Pessoa, mostrou 
prevalência de 15% de anemia, observando-se maior 
prevalência em mulheres que não frequentavam escola7.

Entre os fatores associados ao aparecimento 
da anemia encontram-se as precárias condições 
socioeconômicas e ambientais, infecções, baixo peso em 
recém-nascidos e ingestão deficiente de alimentos fontes 
de ferro e de vitamina C8. Dessa forma, a importância da 
ingestão dietética dos nutrientes envolvidos na etiologia 
da anemia tem motivado os órgãos da saúde pública a 
instituir programas de fortificação de alimentos visando a 
prevenção da doença.

Diante desses fatos, a fortificação de alimentos 
vem sendo adotada nas últimas décadas tanto em 
países desenvolvidos quanto em desenvolvimento e é 
considerada a medida de melhor custo-benefício em 

longo prazo para a redução da prevalência da anemia. A 
efetivação dessa medida nesses países foi obtida somente 
a partir de decisões políticas que culminaram o caráter 
compulsório da fortificação9,10. Além disso, esta prática 
é também recomendada pela Organização Mundial da 
Saúde como estratégia ideal em locais onde se encontram 
elevadas prevalências da doença, constituindo-se uma 
forma fácil, segura e barata para solucionar o problema4.

Considerando as recomendações de fortificação 
de produtos alimentícios com ferro e ácido fólico feitas 
pela Organização Mundial da Saúde e pela Organização 
Pan-americana da Saúde; que a anemia ferropriva 
representa um problema nutricional importante no 
Brasil, com severas consequências econômicas e sociais; 
e ainda que as farinhas de trigo e as farinhas de milho 
são largamente consumidas pela população brasileira, 
o Ministério da Saúde estabeleceu a Resolução RDC 
nº 344/200211, que torna obrigatória a fortificação das 
farinhas de trigo e de milho com ferro e ácido fólico em 
todo o país. De acordo com essa resolução, cada 100 g de 
farinha de trigo e de milho devem fornecer, no mínimo, 
4,2 mg de ferro.

Diante dessas considerações, os objetivos deste 
trabalho foram avaliar os teores de ferro em farinhas de 
trigo e de milho comercializadas no Estado de São Paulo, 
verificar o atendimento à legislação vigente e oferecer 
ferramentas para subsidiar ações para a melhoria da 
qualidade desses produtos consumidos pela população.

MATERIAL E MÉTODO

Amostras
no período entre setembro de 2007 e dezembro 

de 2010, foram coletadas 89 amostras de farinha de 
trigo (40) e farinha de milho (49) em diferentes pontos 
de comércio do Estado de São Paulo, pelos Grupos 
de Vigilância Sanitária (GVS) de 44 municípios, em 
cumprimento ao Programa Paulista de Alimentos. As 
amostras foram homogeneizadas, não sendo submetidas 
a qualquer pré-tratamento. As determinações do íon 
ferro foram realizadas em triplicata.

Método analítico
Pesou-se 0,5 g de amostra em frasco erlenmeyer 

de 125 ml e, a seguir, acrescentou-se água ultrapura para 
hidratação e 2,5 ml de ácido clorídrico concentrado 
de grau analítico. foram preparados dois brancos do 
reagente para cada tomada de ensaio. A digestão das 
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amostras foi efetuada sobre chapa elétrica ajustada na 
faixa de temperatura entre 100-120 ºC, por duas horas. As 
amostras foram filtradas em papel de filtro quantitativo 
em balões volumétricos de 25 ml, e o volume foi 
completado quantitativamente com água ultrapura. 
A curva de calibração foi preparada pela diluição de 
solução padrão de ferro com concentração de 1.000 
mg.l-1 em solução de ácido clorídrico p.a. a 10% (v/v) 
para concentrações de 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0 mg.l-1. Para 
a determinação de ferro, aplicou-se a técnica analítica de 
espectrometria de absorção atômica com chama (Perkin 
Elmer, modelo Analyst 100), utilizando-se comprimento 
de onda de 248,3 nm e fenda de 0,2 mm.

Validação do método analítico
Para a garantia da confiabilidade dos resultados 

obtidos, a exatidão do método analítico foi avaliada 
utilizando-se os Materiais de Referência Certificados: 
nISt 1567a Wheat flour, para a matriz farinha de trigo, 
e nISt 8433 Corn Bran, para a matriz farinha de milho. 
Para as determinações dos valores de limite de detecção 
(lD) e de limite de quantificação (lQ) para as farinhas 
de trigo e milho foram realizadas 14 e 13 preparações 
independentes de uma amostra isenta de fortificação de 
cada produto, respectivamente. Para o cálculo de exatidão 
e precisão do método, foram preparadas 13 amostras 
independentes dos materiais de referência certificados.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Validação do método analítico
A tabela 1 apresenta os resultados obtidos 

na validação do método analítico para os parâmetros 
exatidão, precisão, limite de detecção e quantificação, 
empregando-se os Materiais de Referência Certificados: 
nISt 1567a Wheat flour e nISt 8433 Corn Bran.

A análise dos parâmetros de validação indica que 
o método empregado é adequado para a determinação de 
ferro nas matrizes em estudo. O preparo das amostras de 
farinha de trigo e farinha de milho utilizando a hidrólise 
ácida aliada ao emprego da técnica de espectrometria de 

absorção atômica com chama mostrou-se simples, rápido 
e de baixo custo, permitindo o processamento simultâneo 
de um número relativamente grande de amostras.

Análise das amostras de farinha de trigo e farinha de 
milho

Em cumprimento à legislação em vigor e 
em atendimento ao Programa Paulista de Análise de 
Alimentos, os resultados obtidos das amostras de farinhas 
de trigo e de milho coletadas no período entre setembro de 
2007 e dezembro de 2010 são apresentados na tabela 2. A 
análise descritiva indicou que os valores médios de ferro 
encontrados, 5,4 mg.100 g-1 e 4,7 mg.100 g-1 para farinhas 
de trigo e de milho, respectivamente, são concordantes 
com aqueles apresentados na literatura nacional12-15.

Com relação aos valores mínimos de ferro 
encontrados em farinhas de trigo e de milho, estes sugerem 
que não houve a adição de ferro nos produtos estudados 
e estão concordantes com a literatura16, que indica que 
a concentração do nutriente naturalmente presente em 
farinhas de trigo e de milho sem fortificação com ferro é 
de 1,0 mg.100 g-1 e 0,9 mg.100 g-1, respectivamente.

A tabela 2 apresenta, ainda, os valores máximos 
de ferro em farinhas de trigo e de milho. Ressalta-se que 
os programas de fortificação em alimentos precisam 
considerar outros aspectos relacionados à saúde, incluindo 
precauções contra o aumento dos níveis de ferro em dietas. 
A ingestão em excesso desse elemento pode causar câncer, 
aumento de doenças cardiovasculares e afetar a absorção 
de outros minerais, como cobre e manganês17,18.

A adição de nutrientes a alimentos deve ser feita de 
modo a evitar também a ingestão de quantidades excessivas10. 
A Portaria 31/199819 estabelece que o nutriente adicionado 
ao alimento deve estar presente em concentrações que não 
impliquem em ingestão insignificante ou excessiva e, ainda, 
que não alcancem os níveis terapêuticos (para o tratamento 
da anemia ferropriva20 em adultos, a dose terapêutica varia 
de 100 a 200 mg de ferro por dia).

tendo em vista essa consideração, recomenda-se 
às autoridades competentes que se estabeleça um limite 
máximo de ferro nas farinhas de trigo e de milho, uma vez 

Tabela 1. Parâmetros de validação do método analítico

Matriz MRC
Valor certificado 

(mg.kg-1)

Valor obtido
(Exatidão)
(mg.kg-1)

Precisão
(%)

LD(mg.kg-1) LQ(mg.kg-1)

farinha de trigo nISt1567aWheatflour 14,1 ± 0,5 14,4 (102%) 3,4 1,1 3,6
farinha de milho nISt 8433 CornBran 14,8 ± 1,8 13,7 (92,7%) 6,0 1,3 4,2

MRC = Material de referência certificado; lD = limite de detecção; lQ = limite de quantificação.
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que os resultados obtidos neste estudo superaram em cerca 
de três e cinco vezes o valor descrito pela legislação para as 
farinhas de trigo e de milho, respectivamente.

Segundo dados do InMEtRO21, por exemplo, o 
consumo anual per capita no Brasil para farinha de trigo é de 
53 kg, o equivalente à ingestão diária de 145 g. A Resolução 
n° 269/200522, do Ministério da Saúde, que aprova o 
Regulamento técnico sobre a Ingestão Diária Recomendada 
(IDR) de proteína, vitaminas e minerais, estabelece uma IDR 
de 14 mg de ferro para adultos. Sendo assim, considerando 
somente a ingestão de farinha de trigo, amostras contendo 
teor de ferro acima de 9,6 mg.100 g-1 poderiam alcançar a 
IDR. Portanto, de acordo com os resultados obtidos no 
presente estudo, do total de amostras de farinha de trigo 
analisadas, 5% se enquadrariam nesse caso.

De acordo com a legislação em vigor, dentre as 89 
amostras de farinhas de trigo e de milho analisadas, 75,3% 
foram consideradas satisfatórias por apresentarem teor 
de ferro com valor mínimo de 4,2 mg.100 g-1, enquanto 
24,7% das amostras foram consideradas insatisfatórias 
por apresentarem teor de ferro abaixo do limite mínimo 
estabelecido (tabela 3). Os resultados evidenciaram a 
necessidade de ações para corrigir eventuais falhas na 
produção. As variabilidades observadas dos teores de 
ferro nas amostras analisadas ocorreram possivelmente 
pela dificuldade em adequar o procedimento empregado 
nos moinhos. um dos fatores pode estar ligado à 
dificuldade no ajuste do fluxo da adição da mistura 
contendo ferro e ácido fólico às farinhas. Proposta 
semelhante foi apresentada por Boen et al.14, que 
observaram variações nos teores de ferro em amostras de 
farinhas de trigo e de milho devido a problemas durante 
a adição e homogeneização do mineral.

Em 2011, em reunião realizada pela Comissão 
Interinstitucional para Implementação, Acompanhamento 
e Monitoramento das Ações de fortificação de farinhas de 
trigo, Milho e de seus Subprodutos, foram identificados 
problemas na operação de adição de ferro e ácido fólico 
em farinhas de trigo. Assim, com objetivo de buscar 
soluções conjuntas e passíveis de serem implementadas 
para melhoria da qualidade do produto, foi proposta a 
ação conjunta entre a Associação Brasileira da Indústria 
do trigo (ABItRIGO) e os moinhos para a resolução 

das falhas no processo de produção. Entre estes podemos 
citar que os dosadores da mistura de ferro e ácido fólico 
são regulados com base no fluxo de farinha. Quando 
há variações, a dosagem será irregular, havendo falta 
ou excesso da mistura. Este é o sistema mais utilizado 
atualmente. Além disso, as Boas Práticas de fabricação 
utilizam ímãs no final do processo para retirar sujidades 
que contribuem para a variação de dosagem de ferro 
na farinha. Ainda, a diferença de densidade entre a 
farinha e o ferro promove a segregação desde a adição, 
armazenagem, transporte e destino final (consumidor)23.

Tabela 3. Porcentagem de resultados satisfatórios e insatisfatórios ob-
tidos nas amostras de farinhas de trigo e de milho

Produto
No de 

amostras 
analisadas

Resultados 
insatisfatórios

Resultados 
satisfatórios

farinha de 
trigo

40 9 (22,5%) 31 (77,5%)

farinha de 
milho

49 13 (26,5%) 36 (73,5%)

total 89 22 (24,7%) 67 (75,3%)

Assim, a alta variabilidade nos teores de ferro 
verificada neste estudo poderá subsidiar as autoridades 
competentes para que se estabeleça um limite máximo de 
ferro nas farinhas de trigo e de milho. Além disso, visando 
a melhoria no controle de qualidade dos moinhos sem 
que haja interferência nas características do produto 
final, adicionalmente, seria recomendável aprimorar o 
procedimento industrial da adição de ferro nas farinhas, 
de modo a torná-las homogêneas e garantir a qualidade 
do produto final.

Além disso, o presente estudo aponta para 
a importância da manutenção de programas de 
monitoramento no país, tal qual o Programa Paulista 
de Alimentos, como ferramenta que pode auxiliar os 
produtores a se adequarem aos limites preconizados pela 
legislação, bem como fundamentar o controle e a fiscalização 
de produtos alimentícios consumidos pela população. 
É através da rotina de monitoramento e avaliação que 
se podem alcançar as metas estabelecidas por qualquer 
programa que tenha como objetivo melhorar o setor da 
saúde e evitar a repetição de estratégias não adequadas.

Tabela 2. Análise descritiva dos resultados obtidos dos teores de ferro nas amostras de farinhas de trigo e milho

Produto
No de amostras 

analisadas
Média (mg.100 g-1)

Desvio-padrão 
(mg.100 g-1)

Valor mínimo 
(mg.100 g-1)

Valor máximo 
(mg.100 g-1)

farinha de trigo 40 5,4 2,4 1,0 11,7
farinha de milho 49 4,7 3,4 0,2 19,9
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CONCLUSÃO

As variabilidades dos teores de ferro observadas 
nas amostras analisadas (1,0 a 11,7 mg.100 g-1 para farinha 
de trigo e 0,9 a 19,9 mg.100 g-1 para farinha de milho) 
demonstraram que alguns fabricantes não controlam 
adequadamente o procedimento de fortificação de 
ferro, possivelmente devido a problemas no processo de 
produção. Assim, os resultados evidenciam a necessidade 
dos moinhos implementarem um sistema de controle de 
qualidade que assegure a precisão e homogeneidade na 
adição de ferro às farinhas, atendendo à legislação vigente.

Além disso, o estudo aponta para a importância da 
manutenção de programas de monitoramento de alimentos 
no país como ferramenta que pode auxiliar os produtores a 
se adequarem aos limites preconizados pela legislação, bem 
como fundamentar o controle e a fiscalização de produtos 
alimentícios consumidos pela população.
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RESUMO 
neste estudo, foi avaliada a qualidade de produtos saneantes e antissépticos utilizados em hospitais da rede 
pública, por terem papel relevante como medida de controle e prevenção das infecções e doenças. O presente 
estudo, proveniente do Programa de Monitoramento do Município de São Paulo, avaliou 54 produtos, dos 
quais 47 contidos em embalagens originais lacradas e sete previamente diluídos nos hospitais. Vinte e seis  
amostras de detergentes e desinfetantes foram avaliadas quanto aos parâmetros microbiológicos, pH e teor 
de substância ativa; 25 antissépticos e três produtos esterilizantes foram analisados somente quanto ao teor 
de componente ativo. Cinco das amostras de desinfetantes em embalagem original estavam em desacordo 
com a legislação vigente, no que diz respeito ao componente ativo, à ausência de atividade antimicrobiana 
e/ou rotulagem. Sobre as amostras de desinfetantes diluídos nos hospitais, 60% não apresentaram atividade 
antimicrobiana. Das 13 amostras de detergentes, 30,8% demonstraram contaminação microbiana, e em 
três amostras foi detectada a ocorrência de Pseudomonas, o que indica a necessidade de melhoria nos 
processos de fabricação. Os produtos antissépticos e detergentes foram considerados satisfatórios em 
relação aos demais ensaios realizados. Ressalta-se, ainda, a escassez de publicações de dados de programas 
de monitoramento de produtos dessas categorias no nosso país. 
Palavras-chave. qualidade, saneantes, antissépticos, procedimento. 

ABSTRACT 
This study assessed the quality of sanitizing and antiseptic products used in public hospitals, considering 
their relevant role in controlling and preventing infections. The present study derived from the São Paulo 
City Monitoring Program analyzed 54 products, being 47 contained in the original sealed flasks, and 
seven which were previously diluted at the hospitals.twenty six detergent and disinfectant samples were 
analyzed on microbiological parameters, pH, and active agent contents; and 25 antiseptic products and 
three sterilizers were assessed on the active agent contents only. five disinfecting samples in original 
containers did not comply with the legislation in force in relation to active agent contents, absence of 
antimicrobial action and/or labeling. Among the diluted disinfecting products, no antimicrobial action 
was found in 60% samples. Of 13 detergent products, 30.8% showed microbial contamination, and three 
of them were contaminated with Pseudomonas spp. The antiseptic and detergent products showed to be 
satisfactory in the other parameters. It is noteworthy to evidence that the publication on data derived from 
the sanitary products monitoring programs is scarce in Brazil.
Keywords. quality, sanitizing agents, antiseptics, proceeding.
.
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INTRODUÇÃO

no Brasil, a infecção relacionada à assistência 
à saúde (IRAS) é definida como aquela adquirida após 
a admissão do paciente e que se manifesta durante a 
internação ou após a alta, sendo que se configura em grave 
problema de saúde pública. O impacto causado por tais 
infecções tem sido uma preocupação crescente entre os 
profissionais de saúde, devido à lotação de pacientes nos 
hospitais e ao surgimento de novos micro-organismos1,2. 
O ambiente hospitalar pode oferecer condições 
favoráveis para a veiculação microbiana, mesmo quando 
são empregados desinfetantes, antissépticos, antibióticos 
e quimioterápicos, oferecendo risco principalmente aos 
pacientes, considerando que estes podem apresentar 
o sistema imunológico comprometido pela própria 
doença3. A limpeza e a desinfecção tornaram-se 
fatores de grande importância no controle de infecção 
hospitalar, a fim de garantir a assepsia de ambientes e dos 
pacientes, bem como a segurança destes e das equipes de 
profissionais de saúde envolvidas4. 

A desinfecção é um processo físico ou químico, 
que destrói a maioria dos micro-organismos patogênicos 
em objetos inanimados e superfícies, com exceção de 
esporos bacterianos5, os quais podem ser eliminados por 
agentes químicos, dependendo do tempo de exposição e 
da concentração. 

Dentre os agentes químicos, os desinfetantes à 
base de compostos quaternários de amônio são tensoativos 
catiônicos que, além de bons agentes de limpeza, são 
recomendados para desinfecção de superfícies como 
pisos, paredes e mobiliários em ambientes relacionados 
à assistência à saúde, porém são inativados por material 
orgânico. Esses compostos possuem quatro radicais 
alquila ou arila e um quinto substituinte, usualmente 
um haleto (cloreto ou brometo). Como exemplo, 
pode-se citar o cloreto de benzalcônio (cloreto de alquil 
dimetil benzil amônio). A ação antimicrobiana varia de 
acordo com a composição das cadeias alquila ou arila 
e é atribuída à inativação de enzimas produtoras de 
energia, desnaturando proteínas essenciais das células e 
rompendo a membrana celular6.

Outro importante agente químico utilizado para 
desinfecção de artigos e superfícies é o hipoclorito de 
sódio. Apesar do baixo custo, apresenta a desvantagem 
de ser muito instável, aspecto considerado crítico para 
assegurar a eficácia na desinfecção. Portanto, o controle 
da qualidade de tais produtos é fundamental para garantir 

o teor de cloro ativo e a eficácia antimicrobiana, sendo 
que águas sanitárias e alvejantes à base de compostos 
liberadores de cloro são regulamentadas pela Resolução 
RDC nº 55/20097, enquanto saneantes com ação 
antimicrobiana são regulamentados pelas Resoluções 
RDC nº 14/20078 e RDC nº 35/20109. 

Entre os esterilizantes químicos utilizados 
em ambientes hospitalares, pode ser citado o ácido 
peracético, utilizado para esterilização de materiais 
termossensíveis como, por exemplo, os cateteres. É 
reconhecido como esporicida em baixas concentrações 
e tem como principal vantagem o fato de seus produtos 
de decomposição serem ácido acético, água, oxigênio 
e peróxido de hidrogênio. Em altas concentrações, o 
ácido peracético é volátil, tem odor pungente e riscos de 
explosão e incêndio2.

Em relação aos antissépticos, podemos dizer 
que são formulações com função de eliminar ou inibir 
o crescimento de micro-organismos quando aplicados 
sobre a pele ou mucosas. Esses produtos podem ser 
classificados como agentes bactericidas, quando 
apresentam a capacidade de destruir bactérias nas 
formas vegetativas, ou como agentes bacteriostáticos, 
quando somente inibem o crescimento microbiano. 
Os antissépticos também apresentam uma atividade 
residual, ou seja, atividade química persistente sobre 
a pele6. O iodopovidona é um antisséptico de uso 
tópico à base de complexo povidona-iodo em solução 
aquosa, que se apresenta na concentração de 7,5% a 
10%, sendo muito utilizado em curativos, queimaduras, 
traumatismo, ferimentos superficiais da pele e na 
antissepsia complementar do campo operatório, embora 
seja contraindicado em pessoas sensíveis, neonatais e 
gestantes devido à possibilidade de intoxicação pela 
presença do iodo. O iodo livre, responsável pela ação 
antimicrobiana decorrente da penetração na parede 
celular, oxidação e substituição do conteúdo microbiano, 
é liberado gradualmente em baixas concentrações, o que 
reduz sua toxicidade10,11. O peróxido de hidrogênio é 
outro um agente químico utilizado para assepsia, sendo 
que na diluição a 10% é altamente oxidante, ativo, mesmo 
em presença de matéria orgânica, e que age produzindo 
radical hidroxila livre, que ataca a membrana lipídica, o 
DnA e outros componentes essenciais à célula2,4.

A limpeza deve preceder os procedimentos de 
desinfecção ou esterilização, pois reduz a carga microbiana 
através da remoção de sujidades e matérias orgânicas 
presentes nos materiais. Estudos têm demonstrado que 
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a limpeza manual ou mecânica, com água e detergente 
ou produto enzimático, reduz aproximadamente 105 ufC 
da carga microbiana2. Os produtos para fins de limpeza 
em geral devem conter um agente tensoativo capaz 
de reduzir a tensão superficial ao estar dissolvido em 
água, sendo os mais utilizados os detergentes à base de 
tensoativo aniônico e os limpadores à base de tensoativo 
aniônico de um modo geral.

Considerando os produtos utilizados em 
hospitais da rede pública do Município de São Paulo, 
foi estabelecido o Programa de Monitoramento da 
Qualidade de Produtos Saneantes Domissanitários e 
de Antissepsia, entre o Instituto Adolfo lutz (IAl) e a 
Coordenação de Vigilância em Saúde do Município 
de São Paulo (COVISA), em 2010, com os objetivos 
de monitorar a qualidade de saneantes e antissépticos 
utilizados em hospitais da rede pública do Município 
de São Paulo, avaliar a pós-comercialização desses 
produtos para detecção de problemas relacionados à 
saúde pública e dar subsídios para avaliar a adequação 
dos procedimentos utilizados nesses estabelecimentos.

MATERIAIS E MÉTODOS

O estudo foi realizado em 54 amostras, das quais:

•	 treze detergentes, sendo nove detergentes de 
uso geral à base de tensoativo aniônico e quatro 
detergentes multiuso à base de tensoativo não 
iônico e álcool isopropílico;

•	 Vinte e cinco antissépticos, sendo três à base de 
peróxido de hidrogênio, nove tinturas de iodo e 
treze à base de iodopovidona; 

•	 três esterilizantes químicos à base de ácido 
peracético; e 

•	 treze desinfetantes, sendo oito desinfetantes à 
base de quaternário de amônio – dos quais quatro 
eram concentrados e quatro foram previamente 
diluídos nos hospitais − e cinco desinfetantes à 
base de hipoclorito de sódio – dos quais, três eram 
produtos prontos para uso, um era concentrado 
e um foi previamente diluído nos hospitais. 
Considerando a categoria, oito eram desinfetantes 
de uso geral e cinco eram desinfetantes hospitalares 
para superfícies fixas. 

todas as amostras foram coletadas entre março 
e dezembro de 2010, sendo que aquelas prontas para 

uso ou concentradas foram coletadas na modalidade de 
análise fiscal, e as amostras diluídas no estabelecimento 
hospitalar, para análise de orientação.

A determinação de pH foi obtida por leitura 
direta em potenciômetro digital12. A determinação 
dos tensoativos aniônicos e catiônicos foi realizada 
por titulometria de neutralização com o indicador de 
brometo dimidium e extração em clorofórmio, utilizando 
como titulante a Hyamina e o lauril sulfato de sódio, 
respectivamente13. O teor de cloro ativo foi determinado 
por iodometria, titulando o iodo livre com tiossulfato 
de sódio14. O teor de ácido peracético foi determinado 
por permanganometria e iodometria, sendo a amostra 
previamente diluída em meio ácido. O teor de peróxido 
de hidrogênio em amostras de água oxigenada foi 
determinado por titulação com solução de permanganato 
de potássio padronizada e o teor de iodo livre, em amostras 
de tinturas de iodo e iodopovidona foi determinado com 
solução padronizada de tiossulfato de sódio12.

As análises microbiológicas realizadas nos 
detergentes de uso geral e multiuso compreenderam: 
contagem de bactérias aeróbias mesófilas e contagem de 
bolores e leveduras, ambos pela técnica de semeadura em 
profundidade; determinação do número mais provável de 
coliformes totais e fecais, pela técnica de tubos múltiplos; 
e identificação de micro-organismos contaminantes, pela 
técnica de presença-ausência14.

Os produtos que declaravam em seu rótulo 
possuir atividade antimicrobiana foram avaliados 
pela metodologia da diluição de uso, que empregou 
60 cilindros carreadores na execução dos ensaios. foi 
considerado satisfatório o desinfetante capaz de eliminar 
os micro-organismos em 59 dos 60 cilindros carreadores 
utilizados, o que confere um nível de confiança de 
95%15. Embora a Resolução RDC nº 14/20078 preconize 
que desinfetantes de uso geral sejam avaliados frente a 
Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis, neste 
estudo, a eficácia antimicrobiana foi avaliada frente 
a Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis e 
Pseudomonas aeruginosa, considerando serem produtos 
utilizados em hospitais. Os produtos com componente 
ativo à base de ácido peracético não foram avaliados 
quanto à atividade antimicrobiana.

A análise de rotulagem foi realizada para os 
produtos: ácido peracético, desinfetantes, detergentes 
multiuso e antissépticos, de acordo com o Decreto 
nº 79.094/197716, com a Resolução RDC nº 14/20078, 
Resolução RDC nº 40/200817, Resolução RDC nº 
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55/20097, Resolução RDC nº 59/20105 e Instrução 
normativa nº 03/200911. Os dizeres de rotulagem foram 
comparados àqueles aprovados no ato de notificação ou 
registro na AnVISA/MS. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As três amostras de esterilizantes a base de ácido 
peracético apresentaram resultados satisfatórios para os 
ensaios de determinação do composto ativo e análise de 
rotulagem.

As nove amostras de detergente de uso 
geral apresentaram resultados satisfatórios tanto na 
determinação do composto ativo como na análise de 
rotulagem. As quatro amostras de detergentes multiuso 
também apresentaram resultados satisfatórios na análise 
de rotulagem. Apesar de não haver legislação que defina 
parâmetros microbiológicos para este tipo de produto, 
das treze amostras de detergentes avaliadas, 30,8% 
apresentaram evidências de contaminação microbiana, 
provavelmente favorecida pelo pH próximo da faixa 
de neutralidade, entre 7,4 e 8,0. nestas, foi detectada a 
presença de micro-organismos aeróbios, com cargas 
que variaram entre 7,1 × 102 e 2,8 × 104 ufC/ml para 
bactérias aeróbias e até 1,1 × 104 ufC/ml para fungos. 
Em três dessas amostras foi verificada também a presença 
de Pseudomonas spp. Em estudo anterior, Bugno et al.18 
verificaram que 42% das amostras de saneantes avaliadas 
apresentaram contaminantes microbianos, sendo obtida 
carga média de 8,1 × 104 ufC/ml para bactérias; 7,0 × 102 
ufC/ml para fungos; 5,1 × 104 nMP/ml para coliformes 
totais e 2,3 x 103 nMP/ml para coliformes fecais, além de 
terem sido detectadas Pseudomonas spp, Staphylococcus 
spp, Klebsiella spp e Escherichia coli, entre outras. A 
presença de micro-organismos constitui importante fator 
de risco à saúde, especialmente no ambiente hospitalar. 
Os resultados sugerem a necessidade de um programa de 
controle da contaminação nas várias etapas de produção 
e distribuição de produtos, como parte das Boas Práticas 
de fabricação e Controle (BPf e C), com a finalidade de 
assegurar a qualidade e a segurança dos saneantes que 
estão sendo ofertados. 

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos para 
as amostras de desinfetantes, das quais quatro amostras 
já se apresentavam prontas para uso (A), quatro 
amostras eram constituídas de produtos concentrados 
e que foram diluídas no laboratório, na concentração 
de uso recomendada pelo fabricante (B), e outras cinco 
amostras previamente diluídas nos hospitais (C) a 
partir do produto concentrado no momento de uso. 
Se considerado o total de amostras avaliadas, 61,5% 
apresentaram eficácia antimicrobiana. Entretanto, 
se consideradas somente as preparações diluídas no 
estabelecimento de saúde, 60% delas não evidenciaram 
atividade antimicrobiana satisfatória, ao passo que, 
quando foram diluídas no laboratório, conforme 
recomendação no rótulo do produto, apenas 25% delas 
não apresentaram atividade antimicrobiana adequada. 
Esses resultados indicam a importância do processo 
de preparo, que envolve manipulação e diluição da 
preparação original concentrada dos produtos a serem 
usados nos hospitais. Em geral, a preparação dessas 
soluções de uso é realizada por funcionários de empresas 
prestadoras de serviços de limpeza no hospital e por isso 
é fundamental capacitá-los adequada e constantemente, 
para exercerem essa atividade.

Com relação aos demais parâmetros, três 
amostras de desinfetante à base de quaternário de 
amônio apresentaram-se insatisfatórias: uma quanto ao 
teor de ativo, outra por apresentar valor de pH fora da 
especificação do fabricante e a terceira por apresentar 
número de registro no Ministério da Saúde no rótulo 
divergente do documento de notificação enviado pela 
AnVISA e página eletrônica19, porém essa situação 
foi regularizada após as ações de vigilância sanitária 
decorrentes desta análise. 

Dados anteriores − provenientes de solicitações 
de análises encaminhadas pela Vigilância Sanitária e 
referentes a preparações de soluções de iodo em que 
havia suspeitas de desvio da qualidade ou aplicação 
inadequada dos produtos, por ocasionarem queimaduras 
na superfície da pele quando aplicado em procedimentos 
cirúrgicos − ocasionaram a realização do monitoramento 
desses produtos. Porém, todas as amostras analisadas 

Tabela 1. Amostras insatisfatórias de desinfetantes quanto aos parâmetros avaliados

Desinfetante Componente ativo Nº de amostras insatisfatórias
Quaternário de amônio Hipoclorito Microbiologia Química Rotulagem

(A) Pronto uso 01 03 01 03 (quaternário) –
(B) Diluído no laboratório 03 01 01 (quaternário) – 01 (quaternário)
(C) Diluído no hospital 04 01 03 (quaternário) – –
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quanto aos ensaios de teor, pH e rotulagem atenderam 
às especificações farmacopeicas, apresentando resultados 
satisfatórios. Portanto, as queixas decorrentes poderiam 
ser devido à hipersensibilidade do paciente ao produto, 
ou talvez devido a aplicações excessivas, ocasionando 
contato prolongado na pele. As amostras de água 
oxigenada analisadas, da mesma forma, apresentaram 
resultados satisfatórios, demonstrando conformidade 
com os parâmetros farmacopeicos.

Em atendimento aos parâmetros estabelecidos 
pela legislação sanitária pertinente a esses produtos, após 
receberem os laudos das análises fiscais com resultados 
insatisfatórios, os técnicos da COVISA efetuaram 
interdição cautelar dos lotes por meio de publicação 
em Diário Oficial da Cidade de São Paulo, sendo que 
a rede hospitalar municipal foi orientada a manter os 
lotes segregados, caso ainda os tivessem em estoque, 
enquanto o fabricante recebeu orientação quanto aos 
procedimentos e prazos para solicitação de análise de 
contraprova. O Centro de Vigilância Sanitária do Estado 
de São Paulo (CVS), a Agência nacional de Vigilância 
Sanitária (AnVISA) e as unidades hospitalares 
receberam os laudos de análises de contraprova 
efetuadas e, sendo confirmado o resultado insatisfatório, 
foi realizada a interdição definitiva do lote19-20.

Com relação às análises de orientação em 
amostras diluídas no estabelecimento hospitalar, os 
resultados obtidos permitiram à autoridade sanitária e 
aos hospitais avaliarem a adequação dos procedimentos 
utilizados na diluição dos produtos, para evitarem 
comprometimento da eficácia da desinfecção. 

CONCLUSÃO

O Programa de Monitoramento da Qualidade 
de Produtos Saneantes Domissanitários e de Antissepsia 
mostrou-se importante instrumento de intervenção 
proativa da autoridade sanitária ao verificar a qualidade 
de produtos pós-comercialização e contribuir para 
implementação de rotinas adequadas de limpeza e 
desinfecção em ambientes hospitalares. 

A presença de contaminação microbiana 
evidenciou deficiências no atendimento às BPf e C, o 
que deve ser alvo de intervenções futuras das autoridades 
sanitárias, a fim de melhorar o perfil de qualidade de 
produtos saneantes.

Ressalta-se, ainda, que publicações de dados de 
programas de monitoramento de produtos submetidos 

ao regime de vigilância sanitária são escassas no nosso 
país. 
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Características físico-químicas e atividade antioxidante total de 
pitaias vermelha e branca

Physicochemical characteristics and total antioxidant activity of red and 
white pitaya 

RIAlA6/1518

RESUMO
neste estudo, foram avaliadas as características físico-químicas e a atividade antioxidante total (AAt) da 
casca e da polpa das pitaias vermelha e branca. foram determinadas a composição centesimal, vitamina 
C, fenólicos totais e AAt nas cascas e polpas das pitaias. A AAt foi determinada utilizando-se duas 
metodologias: sistema β-caroteno/ácido linoléico e sequestro do radial DPPH. As cascas e as polpas das 
pitaias analisadas apresentaram alto teor de umidade e baixo teor de proteínas e lipídios. Os teores de 
fibra alimentar total (fAt) e cinzas foram significativamente maiores nas cascas das pitaias, e os teores de 
glicídios e energia foram maiores nas polpas. O teor médio de vitamina C variou de 17,73 a 20,69 (mg.100 
g-1) nas polpas e de 22,21 a 24,05 (mg.100 g-1) nas cascas. A casca da pitaia vermelha demonstrou menor 
teor de fenólicos totais (77,22 mg EAG.100 g-1). As pitaias analisadas mostraram alta AAt pela metodologia 
de sistema betacaroteno/ácido linoleico e baixa AAt pela técnica de DPPH. A pitaia vermelha apresentou 
a maior AAt com destaque na sua polpa. O potencial antioxidante e as características químicas das pitaias 
vermelha e branca podem contribuir na dieta benéfica à saúde humana.
Palavras-chave. fruto do cerrado, atividade antioxidante, fenólicos, vitamina C.

ABSTRACT 
This study aimed at evaluating the physicochemical characteristics and the total antioxidant activity (tAA) 
of the red and white pytaias peel and pulp. Centesimal composition, vitamin C, total phenolics and tAA 
were determined in pitayas pulp and peel samples. tAA was determined by using two methodologies: 
β-carotene/linoleic acid system and free DPPH radical for scavenging activity. Both the pitayas peels and 
pulps showed high moisture content and low protein and lipid contents. The total food fiber and ashes 
contents were significantly higher in pitayas peels, and the highest glucide contents and of energy were 
found in the pulps. The average contents of vitamin C ranged from 17.73 to 20.69 (mg.100 g-1) in pulps 
and from 22.21 to 24.05 (mg.100 g-1) in peel samples. The red pitaya peel showed the lowest total phenolics 
contents (77.22 mg EAG.100g-1). The pitayas samples demonstrated a high tAA in beta-carotene/linoleic 
acid system methodology and low tAA by DPPH. The red pitaya showed the highest tAA values, 
especially in pulp samples. The antioxidant and the chemical characteristics of the red and white pitayas 
may contribute to a beneficial diet for human health. 
Keywords. cerrado fruit, antioxidant activity, phenolics, vitamin C.
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INTRODUÇÃO 

A pitaia é uma fruta exótica que pertence à 
família cactácea e ao gênero Hylocereus, com origem 
nas regiões de florestas tropicais do México, América 
Central e América do Sul. Encontra-se distribuída 
pela Costa Rica, Venezuela, Panamá, uruguai, Brasil, 
Colômbia e México, sendo os dois últimos os maiores 
produtores mundiais1. Dentre as várias espécies de pitaia, 
destacam-se a Hylocereus polyrhizus (pitaia vermelha de 
polpa vermelha) e a Hylocereus undatus (pitaia vermelha 
de polpa branca), que estão entre as mais produzidas e 
comercializadas, uma vez que apresentam sabor agradável 
com grande aceitação sensorial pelos consumidores2,3. 
no Brasil a produção ainda é pequena, sendo encontrada 
principalmente na região de Catanduva, no estado de São 
Paulo4. Entretanto, devido ao bom valor de mercado e 
ao crescente consumo de frutas exóticas, a produção de 
pitaias tem despertado o interesse de outros produtores5. 

As pitaias têm sido relatadas como fontes de 
vitamina B1, B2, B3, betacaroteno, licopeno, vitamina E, 
polifenóis, ácido ascórbico, potássio, magnésio e carboidratos. 
O óleo presente nas sementes das pitaias contém cerca 
de 50% de ácidos graxos essenciais, sendo 48% de ácido 
linoleico e 1,5% de ácido linolênico6-8. Com o aumento do 
consumo das pitaias, é necessário investigar o potencial 
nutricional e funcional das diversas espécies, especialmente 
aquelas com maior produção e comercialização. As tabelas 
de composição química de alimentos disponíveis no Brasil 
ainda não dispõem de dados sobre a composição química 
desse fruto, limitando o conhecimento sobre a contribuição 
nutricional da pitaia na dieta do brasileiro.

A presença de diversas substâncias antioxidantes 
na pitaia, como o ácido ascórbico, carotenoides e 
polifenóis, tem despertado o interesse nesse fruto devido 
ao potencial efeito benéfico dessas substâncias para a 
saúde humana. O estresse oxidativo está associado ao 
aparecimento de várias doenças degenerativas, como 
o câncer e doenças cardiovasculares9. Alguns estudos 
têm demonstrado que a pitaia apresenta boa capacidade 
antioxidante in vitro7,9,10. Entretanto, esse potencial 
antioxidante pode variar entre as diferentes espécies de 
pitaia e as diferentes origens. 

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi 
realizar a caracterização físico-química e determinar a 
capacidade antioxidante total da polpa (parte comestível 
− mesocarpo) e das cascas (potencialmente comestível − 
epicarpo) das pitaias branca e vermelha.

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras 
As pitaias vermelhas (Hylocereus polyrhizus) 

e brancas (Hylocereus undatus) foram adquiridas na 
Ceasa de uberlândia, Minas Gerais, sendo provenientes 
do Estado de São Paulo. Os frutos foram higienizados e 
as partes deterioradas foram removidas e descartadas. A 
polpa foi separada da casca manualmente e as amostras 
foram homogeneizadas separadamente em mixer por 
1 minuto. 

Determinação da composição centesimal e energia
A composição centesimal da polpa e da casca das 

pitaias foi determinada de acordo com os procedimentos 
da AOAC11. O teor de umidade foi determinado em 
estufa a 105 °C até peso constante; as proteínas, pelo 
método de Kjeldahl, sendo utilizado o fator 6,25 para 
calcular o teor proteico; os lipídios (o extrato etéreo) 
foram determinados pelo método de extração com éter 
etílico em aparelho de Soxhlet; e as cinzas, por processo 
gravimétrico, por meio da carbonização das amostras, 
seguida de incineração em mufla a 550 °C até peso 
constante. A fração glicídica (extrato não nitrogenado) 
foi obtida por diferença de massa. O teor fAt foi 
determinado de acordo com o método gravimétrico 
de Prosky11, que se baseia em análises enzimáticas e 
gravimétricas, utilizando o kit enzimático da marca 
Sigma. todas as análises foram realizadas na casca e na 
polpa com seis replicatas. 

O teor de energia foi calculado com base no 
teor de proteínas, carboidratos e lipídios das amostras, 
utilizando os fatores de Atwater descritos por Mahan e 
Escott-Stump12, conforme a equação seguinte: 

E (kcal) = (proteína x 4,0) + (carboidrato x 4,0) + (lipídio x 9,0)

Os resultados foram expressos em quilocalorias (kcal).

Determinação do teor de sólidos solúveis, pH e acidez 
titulável 

O teor de sólidos solúveis totais foi determinado 
utilizando-se o refratômetro Atago, modelo n-1, 
homogenizando-se a amostra e transferindo 1 ou 2 gotas 
para o prisma do refratômetro, desprezando-se partículas 
grandes de polpa. Os resultados foram expressos em 
°Brix. O potencial hidrogeniônico foi medido em 
potenciômetro portátil marca Ingold, modelo pH206, 
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sendo os resultados expressos em unidades de pH. A 
acidez total titulável foi determinada por titulação com 
naOH 0,1n, conforme descrito pelo Instituto Adolfo 
lutz13. Os resultados foram expressos em mg de ácido 
cítrico.100 g-1 de polpa. 

Teor de açúcares 
Açúcares totais foram determinados pelo 

método de Antrona, conforme procedimento descrito 
por Dische14. O extrato foi obtido a partir de 5 g de 
amostra com volume completado para 50 ml com 
álcool etílico 95%. Essa solução foi fervida por 30 
minutos em chapa elétrica e mantida em repouso 
por 12 horas. Após o repouso, o extrato foi filtrado e 
o resíduo lavado com 50 ml de álcool etílico 95%. O 
sobrenadante foi evaporado em chapa elétrica até 
atingir aproximadamente 5 ml, que foi completado 
para 50 ml com água destilada. Em tubos de ensaio, 1 
ml dos extratos diluídos foram pipetados juntamente 
com 2 ml de antrona (9,10-dihiro-9-oxoantraceno). 
Os tubos foram fervidos por 8 minutos. Após esfriar à 
temperatura ambiente, as leituras foram realizadas em 
espectrofotômetro uV-Vis a 620 nm e os resultados 
foram expressos em porcentagem (%) de açúcar total na 
matéria seca. 

Teor de vitamina C 
O teor de vitamina C foi determinado pelo 

método colorimétrico com 2,4 dinitrofenilhidrazina, 
conforme Strohecker e Henning15. A leitura foi realizada 
em espectrofotômetro Beckman 640 B, com sistema 
computadorizado, e os resultados foram expressos em 
mg.100 g-1 de polpa.

Teor de compostos fenólicos totais 
Os extratos utilizados para determinação de 

fenólicos totais e da AAt foram obtidos conforme 
descrito a seguir: foram pesados 5 g das amostras das 
polpas ou das cascas das pitaias vermelha e branca, 
às quais foram adicionados 20 ml de álcool metílico 
50%. Essa mistura foi homogeneizada e deixada em 
repouso por 1 hora, à temperatura ambiente. Após 
esse período, a mistura foi centrifugada a 23.723 
g, por 17 minutos. O sobrenadante foi coletado e 
foram adicionados 20 ml de acetona 70% ao resíduo. 
Este foi homogeneizado, deixado em repouso por 
1 hora e centrifugado a 23.713 g, por 17 minutos. O 
sobrenadante foi coletado, adicionado ao primeiro 

sobrenadante e o volume foi completado para 50 ml 
com água destilada. 

O teor de fenólicos totais foi determinado pelo 
método proposto por Waterhouse16, empregando-se o 
reagente de folin-Ciocalteu. Em resumo, 0,5 ml de extrato 
de cada amostra foram adicionados aos tubos contendo 2,5 
ml de solução de folin-Ciocalteu 10% (v/v). Em seguida, 
foram adicionados 2 ml de solução de carbonato de sódio 
4% (v/v). Os tubos foram agitados e deixados em repouso, 
por 120 minutos, ao abrigo da luz. A cor azul produzida 
pela redução do reagente folin-Ciocalteu pelos fenólicos foi 
medida espectrofotometricamente, na faixa de absorção de 
750 nm. O cálculo do teor de fenólicos foi realizado a partir 
da equação da reta obtida da curva padrão do ácido gálico. 
Os resultados foram expressos em mg de equivalente de 
ácido gálico por 100 g da amostra (mg EAG.100 g-1).

Determinação da AAT 
A AAt foi avaliada por dois métodos: o 

método do sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) e sistema β-caroteno/ácido linoléico. A 
determinação da AAt pelo método DPPH foi realizada 
de acordo com os procedimentos propostos por Rufino 
et al.17, com modificações. foi adicionado 0,1 ml de cada 
extrato a 3,9 ml de solução de DPPH. As leituras foram 
realizadas após 30 min em espectrofotômetro a 515 nm 
e os resultados expressos em percentual de sequestro de 
radical livre (% SRl), conforme equação a seguir:

% SRl = (Ac –Am).100/Ac, sendo:
Ac = absorbância do controle
Am = absorbância da amostra

Para determinar a AAt pelo método sistema 
β-caroteno/ácido linoleico adotou-se o método proposto 
por Rufino et al.18. Resumidamente, foram adicionados 
0,4 ml de extrato das amostras a 5 ml de solução 
sistema constituída de β-caroteno, ácido linoleico e água 
oxigenada. As leituras foram realizadas nos tempos 2 
min e 120 min em espectrofotômetro uV-Vis a 470 nm 
e os resultados expressos em percentual de inibição da 
oxidação do β-caroteno (% I), conforme equação a seguir: 

% I = (Ac – Am).100/AC, sendo: 
Ac = absorbância inicial do controle – absorbância 

final do controle
Am = absorbância inicial da amostra – 

absorbância final da amostra
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Análise Estatística 
Os dados foram analisados utilizando-se o 

software SISVAR versão 5.0. Os dados foram submetidos 
à análise de variância e complementada pelo teste de 
tukey a 5% de probabilidade, quando necessário.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
 

De modo geral, as cascas e as polpas das duas 
espécies de pitaias analisadas neste estudo apresentaram 
alto teor de umidade e baixo teor de proteínas e lipídios 
(tabela 1). Segundo le Bellec et al.19, o teor de umidade 
do mesocarpo (polpa) das pitaias variam de 82 a 88% e 
proteínas entre 0,3 e 1,5%. Os teores de fAt e cinzas foram 
significativamente maiores nas cascas das pitaias enquanto 
o teor de glicídios e energia foram maiores nas polpas. 
O maior teor de fAt foi encontrado na casca da pitaia 
vermelha e o menor teor na polpa da pitaia branca. O teor 
de fAt encontrado na polpa da pitaia, parte usualmente 
comestível, é superior ao encontrado em frutas como a 
maça, papaia, manga, banana e laranja20. As polpas das 
pitaias analisadas apresentaram baixo teor de energia, 
sendo esta proveniente principalmente dos glicídios. A 
composição química das pitaias analisadas apresentou 
semelhanças com outros frutos do cerrado. O valor 
energético da pitaia foi semelhante ao encontrado por Silva 
et al.21 para gabiroba e murici; a umidade foi semelhante 
ao caju-do-cerrado, gabiroba e puçá; o teor de glicídios 
foi semelhante a gabiroba e mangaba; o teor de fAt foi 
semelhante a mangaba e pitomba; o teor de proteínas foi 
semelhante a cagaita, muriçi e puçá; e o teor de lipídios foi 
semelhante a cagaita, araça e puça. A pitaia é um alimento 
com baixo valor energético e boa fonte de fibra alimentar, 
podendo contribuir para uma dieta saudável.

Tabela 1. Composição centesimal das pitaias branca (Hylocereus un-
datus) e vermelha (Hylocereus polyrhizus)

Variáveis Pitaia branca Pitaia vermelha
Casca Polpa Casca Polpa

umidade 86,89 ± 0,31b 86,08 ± 0,15c 89,46 ± 0,20a 85,52 ± 0,61c

Proteína 0,78 ± 0,02c 0,87 ± 0,05b 0,66 ± 0,04d 1,06 ± 0,08a

Extrato 
etéreo

0,08 ± 0,02c 0,47 ± 0,02a 0,07 ±0,01c 0,36 ± 0,01b

fG 4,75 ± 0,23c 10,05 ± 0,45a 2,06 ± 0,30d 9,36 ± 0,43a

fAt** 5,89 ± 0,11b 2,14 ± 0,40d 6,81 ± 0,70a 3,26 ± 0,47c

Cinza 1,55 ± 0,05a 0,39 ± 0,05c 1,04 ± 0,07b 0,36 ± 0,01c

Energia 
(Kcal)

23,08 ± 1,01c 48,01 ± 1,77a 11,58 ± 2,83d- 44,87 ± 4,51a

letras iguais na linha não diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de 
probabilidade; fG= fração glicídica, fAt= fibra alimentar total.
Valores médios ± desvio padrão (n = 6).

A acidez titulável foi significativamente maior 
nas cascas das pitaias. Ao contrário, o teor de açúcares 
totais e os sólidos solúveis foram significativamente 
maiores nas polpas da pitaias (tabela 2). A pitaia branca 
apresentou pH superior na polpa, enquanto na pitaia 
vermelha não houve diferença de pH entre a casca e a 
polpa. O teor de açúcares totais foi maior nas polpas das 
pitaias comparado às cascas. A polpa da pitaia branca 
apresentou o maior teor de açúcares totais. Dados da 
literatura mostram que o pH da polpa da pitaia varia de 
4,3 a 4,7, e o teor de sólidos solúveis varia de 7 a 11 °Brix, 
semelhante aos resultados encontrados no presente 
estudo17. Wu et al.22 encontraram valores de sólidos 
solúveis e açúcares totais em pitaias branca e vermelha 
superiores aos valores encontrados no presente estudo. 
Segundo os autores, os teores médios de sólidos solúveis 
foram iguais a 14,8 e 11,1%, e açúcares totais 13,9 e 
10,1%, em pitaias brancas e vermelhas, respectivamente. 
Os principais açúcares presentes nas pitaias são a glicose 
e frutose. Wichienchot et al.8 encontraram teor de glicose 
significativamente maior na pitaia vermelha e teor 
de frutose significativamente maior na pitaia branca. 
Segundo os autores, o somatório de glicose, frutose e 
oligossacarídeos foi semelhante entre as pitaias branca e 
vermelha.

Tabela 2. Valores médios de sólidos solúveis, acidez titulável e pH das 
pitais branca (Hylocereus undatus) e vermelha (Hylocereus polyrhizus)

Variáveis Pitaia Branca Pitaia Vermelha
Casca Polpa Casca Polpa

Sólidos 
Solúveis 
(°Brix)

3,66 ± 0,51b 10,83 ± 0,40a 2,16 ± 0,41c 11,00 ± 0,01a

Acidez 
titulável *

0,52 ± 0,02a 0,20 ± 0,05c 0,39 ± 0,03b 0,24 ± 0,04c

pH 4,67 ± 0,03c 5,32 ± 0,02a 4,76 ±0,03bc 4,88 ± 0,12b

Açúcares 
totais 
(g.100 g-1)

0,97 ± 0,04c 8,45 ± 0,36a 0,92 ± 0,01c 7,93 ± 0,20b

letras iguais na linha não diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de 
probabilidade. *resultado expresso em  mg de ac.cítrico.100g-1 fruto. 
Valores médios ± desvio padrão (n = 6).

A casca da pitaia branca apresentou maior teor 
de vitamina C e a casca da pitaia vermelha o menor 
teor de fenólicos totais. As polpas das duas espécies 
analisadas não apresentaram diferença significativa nos 
teores de vitamina C e fenólicos totais (tabela 3). Os 
teores de vitamina C foram superiores aos encontrados 
por Beltrán-Orozco et al.7, que encontraram em média 
13 mg.100 g-1 em pitaias do gênero Stenocereus. Por 
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outro lado, Choo e Yong10 encontraram teores médios 
de vitamina C iguais 32,65 e 31,05 mg.100 g-1, em pitais 
H. polyrhizus e H. undatus, respectivamente. Esses 
valores foram superiores aos teores encontrados no 
presente estudo. Em outro estudo, Mahattanatawee et 
al.9 encontraram valores de vitamina C iguais a 55,8 e 
13 mg.100 g-1, e fenólicos 107,5 e 52,3 mg EAG.100 g-1 
em pitaias Hylocereus sp., cv. Red Jaina (pitaia vermelha 
de polpa vermelha) e Hylocereus sp., cv. David Bowie 
(pitaia vermelha de polpa branca), respectivamente. 
Pode-se observar que os teores de vitamina C e fenólicos 
totais podem variar de acordo com a espécie, cultivar e 
origem. Os teores de vitamina C encontrados no presente 
estudo são semelhantes ao teor médio encontrado em 
frutos como tomate, manga, maracujá, jabuticaba, jaca, 
tangerina murcote e umbu20,23. Dessa forma, é importante 
caracterizar as pitaias cultivadas em solo brasileiro 
para conhecer o seu potencial nutricional e funcional. 
Considerando os resultados encontrados, o consumo de 
100g de pitaia de polpa vermelha supre 23 e 27,6% das 
recomendações diárias de vitamina C para um homem e 
uma mulher adulta24.

Tabela 3. teor de vitamina C e fenólicos totais da parte comestível das 
pitaias de polpa branca e vermelha.

Variáveis Pitaia branca Pitaia vermelha
Casca Polpa Casca Polpa

Vitamina 
C (mg.100 
g-1)

24,05 ± 2,32a 17.73 ± 0,80b 22,51 ± 2,56a 20.69 ± 2,02a,b

fenólicos 
totais (mg 
EAG.100 
g-1)

116,14 ± 2,05a 118,18 ± 6,03a 77,22 ± 2,23b 124,55 ± 2,95a

letras iguais na linha não diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de 
probabilidade. Valores médios ± desvio padrão (n = 6).

lim et al.25 e Wu et al.22 encontraram teor médio 
de fenólicos totais em pitaias da polpa branca (21 mg.100 
g-1) e vermelha (42 mg.100 g-1) inferiores aos encontrados 
no presente estudo. no entanto, Beltrán-Orozco et al.7 
encontraram teores de fenólicos totais em quatro espécies 
diferentes de pitaias superiores aos valores encontrados 
no presente estudo. Wu et al.22 encontraram valores 
semelhantes de fenólicos totais nas cascas e polpa da 
pitaia vermelha, enquanto Choo e Yong10 encontraram 
valores significativamente superiores nas polpas das 
pitaias vermelha e branca, comparados com as cascas. 
As diferenças no teor de fenólicos totais observadas 
em vários estudos provavelmente ocorreram devido 

à utilização de frutos com diferentes origens e grau de 
maturação. 

na figura 1, são apresentados os dados sobre a 
AAt das polpas e cascas das pitaias vermelhas e brancas 
medidas pelo método do DPPH e sistema betacaroteno/
ácido linoleico.   

As pitaias analisadas apresentaram alta AAt 
no método do sistema betacaroteno/ácido linoleico e 
baixa AAt no método do DPPH. A pitaia vermelha 
apresentou a maior AAt, com destaque para sua polpa. 
Isto pode estar associado ao alto teor de betacianinas 
presente na pitaia de polpa vermelha, uma vez que os 
teores de fenólicos e vitamina C encontrados na polpa 
dessa espécie de pitaia foram semelhantes aos teores 
encontrados na pitaia de polpa branca. Vaillant et 
al.26 atribuíram a alta atividade antioxidante da pitaia 
vermelha ao seu alto conteúdo de compostos fenólicos 
e betacianinas. Choo e Yong10 avaliaram as mesmas 
espécies de pitaias analisadas no presente estudo e não 
encontraram diferenças significativas na AAt das polpas 
das pitaias. Beltrán-Orozco et al.7 avaliaram a AAt de 
pitaias vermelha e branca do gênero Stenocereus. Os 
autores observaram AAt significativamente maior na 
pitaia branca. lim et al.25 encontraram baixa AAt para 
pitaia hylocereus undatus utilizando o método do DPPH. 
neste estudo, a pitaia apresentou menor teor de fenólicos 
totais e AAt entre nove frutos tropicais avaliados. A alta 
atividade antioxidante observada no método do sistema 
betacaroteno/ácido linoleico indica que o consumo 
dessas frutas pode contribuir para reduzir o risco de 
doenças associadas aos efeitos dos radicais livres. 
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PBC = pitaia branca casca, PVC = pitaia vermelha casca, PBP = pitaia 
branca polpa, PVP = pitaia vermelha polpa. Colunas com letras iguais 
não diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. Valo-
res médios ± desvio padrão (n=6)

Figura 1. Capacidade antioxidante total da polpa e casca das pitaias 
vermelha e branca pelo método DPPH e Sistema betacaroteno/ácido 
linoleico. 
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CONCLUSÃO
 

O consumo das duas espécies de pitais analisado 
no presente estudo pode contribuir para a composição de 
uma dieta saudável. A composição nutricional da polpa 
da pitaia vermelha mostrou-se levemente superior à polpa 
da pitaia branca. A casca da pitaia apresenta potencial 
de utilização na dieta humana constituindo importante 
fonte de fibras. Porém, é necessário investigar a possível 
presença de substâncias antinutricionais na casca da 
pitaia antes de recomendar seu consumo à população.

A pitaia vermelha apresentou o maior potencial 
antioxidante. Cabe ressaltar que as espécies de pitaias 
analisadas apresentaram expressiva AAt apenas pelo 
método sistema betacaroteno/ácido linoleico, sendo 
importante avaliar a capacidade antioxidante da pitaias 
utilizando outros métodos. O teor de fenólicos totais e 
vitamina C da pitaia podem contribuir para uma dieta 
benéfica à saúde humana devido a sua ação antioxidante.
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RESUMO
Objetivou-se determinar o teor de ácido ascórbico (AA), carotenoides, fenólicos totais e atividade antioxidante 
em sucos de frutas comercializados em diferentes embalagens. foram avaliados sucos industrializados dos 
sabores goiaba e uva de duas marcas (marca A: embalagem plástica e tetrapak; marca B: embalagem em 
lata, vidro e tetrapak). Os teores de AA e carotenoides foram determinados por cromatografia líquida de 
alta eficiência (ClAE). A atividade antioxidante foi avaliada pelo teste de DPPH e fenólicos totais foram 
determinados utilizando o reagente de folin-Ciocalteau. O suco de goiaba da marca A em embalagem tetrapak 
apresentou maiores teores de licopeno (2,01 ± 1,61 mg/100 ml), enquanto o suco da marca B apresentou 
maiores teores de AA (22,1 ± 2,0 mg/100 ml) e β-caroteno (4,09 ± 0,54 mg/100 ml). Para ambos os sabores, 
os sucos da marca B obtiveram os maiores valores de atividade antioxidante e de fenólicos totais, sendo que 
para o sabor goiaba os maiores valores foram encontrados em embalagem de vidro, enquanto que para o 
sabor uva obtiveram-se maiores valores em embalagem tetrapak. Observou-se que diferentes marcas de sucos 
apresentaram diferentes conteúdos dos componentes avaliados e que a embalagem tem grande influencia no 
valor nutricional dos sucos, sendo a embalagem tetrapak a que apresentou os melhores resultados. 
Palavras-chave. valor nutritivo, ácido ascórbico, betacaroteno, embalagem de produtos.

ABSTRACT
We aimed to determine the content of ascorbic acid (AA), carotenoids, total phenolics and antioxidant 
activity in fruit juices sold in different packaging. We evaluated industrialized juices of guava and grape 
flavors of two brands (brand A: tetrapak and plastic packaging, brand B: tin, glass and tetrapak). The 
levels of AA and carotenoids were determined by high performance liquid chromatography (HPlC). 
The antioxidant activity was evaluated by DPPH test and total phenolics were determined using folin-
Ciocalteau. Guava juice of brand A in the tetrapak packaging showed higher levels of lycopene (2.01 ± 1.61 
mg/100 ml), while the juice of brand B showed higher levels of AA (22.1 ± 2.0 mg/100 ml ) and β-carotene 
(4.09 ± 0.54 mg/100 ml). for both flavors, juice of brand B had the highest values   of antioxidant activity 
and phenolic compounds, and for the guava flavor, the highest values   were found in glass packaging, 
while for the grape flavor, we obtained higher values   on tetrapak packaging. It was observed that different 
brands had different contents of the components evaluated and that the packaging has great influence on 
the nutritional value of juices, with the tetrapak packaging showing the best results.
Keywords. nutritive value, ascorbic acid, beta-carotene, product packaging
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INTRODUÇÃO

O número de consumidores que procuram por 
produtos seguros, frescos e com alegações funcionais tem 
aumentado continuamente, o que tem elevado o consumo 
de sucos e bebidas à base de frutas. Além disso, esses 
produtos também são apreciados pelas suas propriedades 
sensoriais e grande variedade de sabores1-3.Outros aspectos 
que têm contribuído para o aumento do consumo de sucos 
de frutas processados são a falta de tempo para preparar 
sucos in natura, a praticidade, a substituição ao consumo 
de bebidas carbonatadas e a preocupação com o consumo 
de alimentos mais saudáveis3. nesse sentido, vários sucos 
de frutas têm conquistado a preferência dos consumidores, 
como o suco de goiaba e de uva. 

A goiaba (Psidium guajava, l.) é um dos frutos de 
maior importância nas regiões tropicais e subtropicais, 
devido ao seu elevado valor nutritivo, sua excelente 
aceitação, sua capacidade de cultivo em condições 
adversas e pela grande aplicação industrial, sendo 
utilizada na fabricação de vários produtos, como sucos 
industrializados4. Esse fruto possui alto valor nutricional, 
sendo rico em vitamina C, licopeno e compostos fenólicos 
e alta atividade antioxidante5,6.

As uvas e seus produtos, por sua vez, são muito bem 
aceitos pelo consumidor brasileiro, sendo que o consumo 
de suco de uva no Brasil aumentou significativamente 
nos últimos anos7. O consumo de uva e seus produtos é 
estimulado pela American Dietetic Association (ADA), que 
considera o vinho tinto e o suco de uva como bebidas com 
evidências “moderadas a fortes” na prevenção da agregação 
plaquetária em ensaios in vitro, in vivo e em estudos 
epidemiológicos. Apesar de as evidências científicas ainda 
não permitirem consenso sobre o consumo desejável, o 
documento sugere como recomendação a ingestão diária 
de 250 a 500 ml de suco de uva8.

O consumo desses alimentos processados 
também é estimulado pelo alto valor nutritivo agregado, 
uma vez que apresentam compostos fenólicos que 
possuem importante atividade antioxidante9. A 
função antioxidante desses compostos é resultante da 
combinação entre propriedades quelantes e captação 
de radicais livres, bem como pela inibição de enzimas 
oxidativas10. As frutas, principalmente as de coloração 
vermelha/azul, são as mais importantes fontes de 
compostos fenólicos da dieta, os quais apresentam 
vários efeitos biológicos incluindo ações antioxidante, 
antimicrobiana, anti-inflamatória e vasodilatadora11.

Outro grupo de compostos encontrados em muitos 
alimentos de origem vegetal, principalmente aqueles de 
coloração amarela, laranja e vermelha, são os carotenoides. 
Esses compostos têm sido relacionados à diminuição do 
risco de câncer e doenças cardiovasculares12. A vitamina 
C, presente em frutas e hortaliças, desempenha funções 
biológicas relacionadas ao sistema imune, formação de 
colágeno, absorção de ferro, inibição da formação de 
nitrosaminas e atividade antioxidante13. 

Apesar do alto conteúdo nutricional das frutas, 
os sucos de frutas industrializados são acondicionados 
em diferentes embalagens, que podem alterar seu valor 
nutricional. Contudo, as embalagens podem contribuir 
para a qualidade final do suco, uma vez que têm a função de 
conter o produto de forma a protegê-lo de contaminações 
externas, minimizar interações prejudiciais e prolongar 
a vida de prateleira14. no Brasil, no segmento de 
mercado de sucos estáveis à temperatura ambiente, são 
usados tradicionalmente frascos de vidro e embalagens 
cartonadas de acondicionamento asséptico15. Se mantidos 
em temperatura ambiente e embalados adequadamente, 
a vida de prateleira desses produtos é superior a um ano16, 
uma vez que os aspectos microbiológicos e enzimáticos 
estão devidamente controlados, evitando reações que 
comprometam a qualidade sensorial e nutricional do 
produto17. 

Apesar de serem fontes de nutrientes, pouco 
se sabe a respeito do quanto os sucos industrializados 
podem conservar o seu valor nutritivo, pois a qualidade 
da fruta diminui rapidamente após a colheita e é afetada 
por todo o seu histórico ao longo do processamento até o 
consumo18. Embora o interesse pelo produto e o consumo 
de sucos industrializados tenha aumentado, são escassos 
os estudos que avaliaram o impacto da embalagem 
sobre o conteúdo de nutrientes, atividade antioxidante e 
fenólicos totais de sucos industrializados produzidos no 
Brasil.

Desta forma, o presente trabalho objetivou 
determinar o teor de ácido ascórbico (AA), carotenoides, 
compostos fenólicos totais e atividade antioxidante em 
sucos de goiaba e uva industrializados e comercializados 
em diferentes embalagens.

MATERIAL E MÉTODOS

Material
foram utilizados sucos industrializados dos 

sabores goiaba e uva, de duas marcas (A e B), envasados 
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em embalagens encontradas no comércio local. foram 
selecionadas estas marcas por apresentarem mais de uma 
forma de envase para os mesmos sabores de sucos, o que 
permitiu a comparação entre diferentes marcas com os 
mesmos tipos de envases e sucos de mesmo sabor. Para a 
marca A, foram analisados os envases plástico e tetrapak; 
para a marca B, foram analisados os envases lata, vidro e 
tetrapak. As embalagens plástica e tetrapak continham 1 
litro cada, as embalagens de lata e vidro continham 350 ml. 
O suco da marca A envasado na embalagem de plástico era 
concentrado e foi diluído conforme instruções do fabricante 
(7 partes de água para 1 de suco) para realizar as análises. 
nas demais embalagens, o suco estava sob a forma 
pronta para consumo. As amostras foram transportadas 
em caixas de papelão até o laboratório de Análise de 
Vitaminas do Departamento de nutrição e Saúde da 
universidade federal de Viçosa, onde foram realizadas 
as análises.

Reagentes e outros materiais
Para preparo das amostras, foram utilizados 

os seguintes reagentes com grau analítico: acetona e 
éter de petróleo, da Alphatec; ácido metafosfórico, da 
Proquimius; ácido acético, da Vetec; ácido sulfúrico 90% 
da Mallinckroat Chemicals, uSA; EDtA e água ultrapura 

tipo Milli Q®. Para filtração das amostras, foi utilizado 
papel de filtro livre de cinzas Inlab, tipo 50, 9 cm de 
diâmetro; seringas descartáveis esterilizadas de 5 ml, da 
Plastipack 25 x 7, parede fina 22G1; e unidades filtrantes 
HV Millex, em polietileno, 0,45 mm de porosidade da 
Millipore, Brasil. Para preparação da fase móvel para 
análise de carotenoides, foram utilizados metanol da 
tedia, uSA; acetonitrila da tedia, uSA; e acetato de 
etila datedia, todos grau HPlC. Para preparação da fase 
móvel para análise de AA, foram utilizados o fosfato de 
sódio monobásico anidro da Synth; ácido fosfórico da 
Proquimius; EDtA e água ultrapura tipo Milli Q®.

Extração e análise de carotenoides e AA
O processo de extração de carotenoides foi 

realizado de acordo com Rodriguez et al.19, com algumas 
modificações conforme segue: cerca de 5 ml das amostras 
foram misturados com 60 ml de acetona refrigerada 
(dividida em três volumes de 20 ml) e homogeneizadas 
em microtriturador por aproximadamente 5 min. 
O material foi filtrado a vácuo em funil de Büchner, 
utilizando-se papel de filtro. Em seguida, o filtrado foi 
transferido, aos poucos, para um funil de separação, onde 

foram adicionados 50 ml de éter de petróleo refrigerado, 
para a transferência dos pigmentos da acetona para o 
éter. Cada fração foi lavada com água destilada 3 vezes 
para retirar toda a acetona. A concentração do material 
foi feita por evaporação do extrato em éter de petróleo 
usando evaporador rotativo em temperatura de 37 °C. 
Os pigmentos foram, então, redissolvidos em quantidade 
conhecida de éter de petróleo (25 ml) e armazenados 
em frascos de vidro âmbar a -5 °C até a análise dos 
carotenoides.

O processo de extração de AA foi baseado 
em metodologia proposta por Campos et al.20. Cerca 
de 5 ml de amostra foram misturados com 15 ml de 
solução extratora contendo ácido metafosfórico 3%, 
ácido acético 8%, ácido sulfúrico 0,3 n e EDtA 1 mM, 
por aproximadamente 5 min e filtrada a vácuo em funil 
de Büchner, utilizando papel de filtro. O filtrado foi 
transferido para um balão volumétrico de 25 ml e o 
volume completado com água ultrapura. Centrifugou-se 
o filtrado por 15 min com velocidade de 4.000 rpm (1.789 
g) e armazenou-se os extratos das amostras em 6 ± 2 ºC 
até o momento da análise.

tanto o AA quanto os carotenoides foram 
analisados por cromatografia líquida de alta eficiência 
(ClAE). Para análise de carotenoides, alíquotas de 2 ml do 
extrato de suco de goiaba e 8 ml do extrato de suco de uva 
foram evaporadas sob fluxo de nitrogênio, sendo o resíduo 
seco redissolvido em 2 ml de metanol. Os extratos foram 
filtrados em unidades filtrantes com porosidade de 0,45 
μm, sendo injetados 50 μl na coluna cromatográfica 
para análise. As análises de carotenoides seguiram as 
condições cromatográficas desenvolvidas por Pinheiro-
Sant’Ana et al.21, as quais incluíram: sistema ClAE 
acoplado a detector de arranjos de diodos e coluna RP-
18 Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 μm, munida 
de coluna de guarda Phenomenex ODS (C18), 4 mm x 3 
mm. utilizou-se fase móvel composta de metanol:acetato 
de etila:acetonitrila (70:20:10, v/v/v) com fluxo de 2,0 
ml/min. 

Para análise do AA, as condições 
cromatográficas utilizadas foram: sistema ClAE 
acoplado a detector de arranjos de diodo e coluna RP-
18 lichrospher 100, 250 x 4 mm, 5 μm. utilizou-se fase 
móvel composta por água ultrapura contendo 1 mM de 
naH2PO4, 1mM de EDtA e pH ajustado para 3,0 com 
H3PO4, com fluxo de 1,0 ml/min.

A análise qualitativa foi feita a partir da 
comparação entre os tempos de retenção e espectros de 
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absorção dos picos dos padrões de AA e carotenoides 
com as amostras de sucos, analisados sob as mesmas 
condições. Para a análise quantitativa utilizou-se curvas 
analíticas a partir de concentrações crescentes dos 
padrões autênticos dos compostos analisados.

 
Determinação dos limites de detecção (LD) e quantificação 
(LQ)

 A avaliação do limite de detecção (lD) foi 
realizada por diluições sucessivas dos padrões de 
β-caroteno, licopeno e AA nos sucos, seguida da 
determinação da menor quantidade detectável como 
sendo três vezes o valor da amplitude do ruído da linha 
de base (S/R≥3). O limite de quantificação (lQ) foi 
considerado como sendo 10 vezes o lD22.

Análise de fenólicos totais e atividade antioxidante
Para obtenção do extrato utilizado na análise da 

atividade antioxidante e de fenólicos totais, tomou-se 
0,2 ml da amostra e adicionou-se 10 ml de solução 
de metanol 60%. O extrato foi colocado em shaker por 
30 min e posteriormente foi centrifugado por 10 min. O 
sobrenadante foi, então, transferido para um tubo de 10 ml 
que foi completado com metanol 60%.

Para avaliação da atividade antioxidante 
utilizou-se o teste de 1,1 Diphenyl-2-perylhydrazyl 
radical (DPPH), conforme descrito a seguir: 
pipetou-se 100 µl do extrato, adicionou-se 1,5 ml 
de solução metabólica de DPPH 0,1mM e agitou-se 
em vórtex por 1 min. Posteriormente, o extrato foi 
colocado em repouso para leitura da absorvância em 
espectrofotômetro a 517 nm23. Os resultados foram 
expressos em porcentagem (%).

Para a análise de fenólicos totais, pipetou-se 
500 µl do extrato, adicionou-se 0,5 ml do reagente 
de folin-Ciocalteau e 0,5 ml de solução de carbonato 
de sódio 7,5%, com posterior agitação em vórtex. 
Em seguida, o extrato foi incubado por 30 min para 
posterior leitura da absorvância a 765 nm24. Os 
resultados foram expressos em mg de ácido gálico em 
100 g de amostra.

Delineamento experimental e análise estatística dos 
dados

utilizou-se o delineamento inteiramente 
casualizado com 3 repetições, teste de Shapiro-Wilk 
(α = 5%) para testar a homogeneidade das variâncias, 
a análise de variância (AnOVA) e o teste de Duncan 
(α = 5%) para comparar as médias entre as variáveis 
analisadas. O software Statistical Analisys System (SAS), 
versão 9.4 (2008), licenciado para a ufV, foi utilizado 
para as análises estatísticas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
 

na tabela 1 encontram-se os teores de 
carotenoides e AA dos sucos de goiaba e uva 
industrializados. 

Pode-se observar a presença de licopeno em todas 
as amostras de sucos de goiaba, enquanto o β-caroteno não 
foi encontrado apenas no suco envasado na embalagem 
tetrapak da marca A. nos sucos da marca B, foram 
detectados conteúdos de β-caroteno significativamente 
maiores em todas as embalagens quando comparados 
aos sucos da marca A. Para o licopeno, os sucos da marca 
A apresentaram as maiores concentrações (p < 0,05) 
na embalagem tetrapak, contudo, quando avaliado o 

Tabela 1. Conteúdo de carotenoides e ácido ascórbico (AA) em sucos de goiaba e uva de duas marcas, envasados em diferentes embalagens

Marca A
Suco de Goiaba Suco de Uva

β-caroteno 
(mg/100 mL)

Licopeno
(mg/100 mL)

AA
(mg/100 mL)

β-caroteno
(mg/100 mL)

Licopeno
(mg/100 mL)

AA 
(mg/100 mL) 

tetrapak nD 2,01 ± 1,61a 10,3 ± 7,9bc nD nD nD
Plástico 0,97 ± 0,03b 0,02 ± 0,02b 1,77 ± 0,4c nD 0,02 ± 0,00a nD

Marca B
β-caroteno 

(mg/100 mL)
Licopeno 

(mg/100 mL)
AA 

(mg/100 mL)
β-caroteno

(mg/100 mL)
Licopeno (mg/100 

mL)
AA 

(mg/100 mL) 
tetrapak 4,90 ± 0,54a 0,44 ± 0,04b 22,1 ± 2,0a 0,12 ± 0,07a 0,02 ± 0,00a 8,1 ± 0,1a

lata 4,25 ± 1,26a 0,59 ± 0,28b 17,8 ± 8,0ab nD 0,02 ± 0,00a 7,8 ± 0,1a

Vidro 5,79 ± 3,00a 0,53 ± 0,30b 9,2 ± 0,7bc nD nD 10,1 ± 4,2a

Valores expressos em média ± desvio padrão.
Médias nas colunas com letras diferentes são significativamente diferentes pelo teste de Duncan (p < 0,05). 
nD: não detectado.
limites de detecção para β-caroteno, licopeno e AA: 6,42; 5,31 e 12,32 µg/ml, respectivamente.
limites de quantificação para β-caroteno, licopeno e AA: 64,22; 53,12 e 123,21 µg/ml, respectivamente.
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conteúdo dos dois carotenoides estudados (licopeno e 
β-caroteno), os sucos da marca B obtiveram as maiores 
concentrações. Corroborando com os achados do 
presente trabalho, Oliveira et al.25, em trabalho similar, 
não observaram diferenças significativas entre o conteúdo 
de β-caroteno de sucos de manga comercializados em 
embalagens de vidro e tetrapak. 

Em relação aos carotenoides presentes no suco 
de uva, foi detectada pequena quantidade de β-caroteno 
nos sucos envasados na embalagem tetrapak da marca 
B. O licopeno também foi encontrado em reduzidas 
concentrações nos sucos envasados nas embalagens plásticas 
da marca A e nas embalagens tetrapak e lata da marca B. 

no suco de goiaba foi encontrado AA em todas 
as embalagens estudadas, sendo que, tanto para a marca 
A quanto para a B, os sucos envasados nas embalagens 
tetrapak apresentaram as maiores concentrações desse 
nutriente (10,3 ± 7,9 e 22,1 ± 2,0 mg/100 ml de suco, 
respectivamente). Em estudo que comparou três marcas 
comerciais de sucos de caju industrializados prontos para 
beber, foram verificadas concentrações de AA iguais a 43,1 
± 0,7 mg/100 ml para a marca 1; 37,3 ± 0,7 mg/100 ml 
para a marca 2; e 46,3 ± 0,7 mg/100 ml para a marca 326. 
O mesmo estudo relata que, nas marcas concentradas e 
diluídas conforme recomendações do fabricante, foram 
encontrados teores de AA variando entre 75,7 ± 0,68 e 
152,0 ± 0,68 mg/100 ml26. 

AA não foi encontrado nos sucos de uva da 
marca A, em nenhuma das embalagens avaliadas. na 
marca B, esse nutriente esteve presente, mas o conteúdo 
encontrado pode ser também resultante da adição de 
AA pelo fabricante, conforme declarado no rótulo do 
produto. Em estudo no qual o conteúdo de vitamina C foi 
avaliado em três marcas de sucos de uva industrializados, 
foram verificados valores mais elevados de vitamina C, 
em relação aos observados no presente estudo, com 
concentrações de 16,79; 21,33 e 24,29 mg/ml de AA 
nas marcas A, B e C, respectivamente, indicando que 
existe grande variação desse nutriente, de acordo com 
as marcas analisadas27. Essa variabilidade pode ocorrer 
devido às diferentes condições de processamento 
adotadas por cada fabricante, ao grau de maturação das 
frutas utilizadas e fatores como temperatura e exposição 
à luz no transporte e armazenamento dos sucos5. 

A comparação do teor de nutrientes entre 
diferentes embalagens utilizadas no armazenamento 
de sucos é importante, uma vez que, dependendo do 
tipo de envase utilizado e das condições utilizadas no 

processamento, o conteúdo nutricional do suco pode 
suprir as recomendações nutricionais do indivíduo em 
uma única porção do produto. É o que se verifica no suco 
de goiaba da marca B, envasado em embalagem de vidro, 
em que o consumo de apenas uma porção de 150 ml do 
mesmo ultrapassa as recomendações de vitamina A para 
todas as faixas etárias, atingindo 361,8%; 187,9%; 160,8% e 
206,7% das recomendações diárias para crianças, gestantes, 
homens e mulheres adultos, respectivamente. A deficiência 
de vitamina A e seus precursores, muito prevalente em 
países em desenvolvimento28 devido à baixa ingestão de 
frutas e vegetais que contenham esses nutrientes29, poderia 
ser amenizada com o consumo diário de 1 copo de suco de 
goiaba, garantindo inclusive aporte nutricional acima do 
preconizado para uma dieta balanceada.

O valor de vitamina A foi calculado segundo 
as recomendações do Institute of Medicine30, em que 
1 Equivalente de Atividade de Retinol (RAE) equivale 
a 1 μg de retinol; 6 μg de β-caroteno; 12 μg de outros 
carotenoides pró-vitamínicos. 

Para o AA, a maior contribuição para as 
necessidades desse nutriente foi observada nas 
embalagens tetrapak de ambas as marcas, sendo que 
uma porção de 150 ml do suco de goiaba da marca 
B pode contribuir com 132,6%; 39,0%; 36,8% e 
44,2% das recomendações nutricionais para crianças, 
gestantes, homens e mulheres adultos, respectivamente. 
Verifica-se que o mesmo tipo de embalagem (tetrapak) 
e sabor da marca A contribuiu com apenas 61,80% das 
recomendações para crianças, 18,18% para gestantes, 
17,16% para homens e 20,59% para mulheres. Sendo 
assim, os sucos de mesmo sabor e envasados nos 
mesmos tipos de embalagem, mas de diferentes marcas, 
podem apresentar grandes variações em relação à 
adequação nutricional de determinado nutriente. 
Apenas o suco de uva da marca B continha AA, uma 
vez que os fabricantes adicionaram esse nutriente ao seu 
produto, tendo maior contribuição para a adequação 
nutricional o suco envasado na embalagem de vidro, o 
qual contribuiu com 60,6%; 17,8%; 16,83% e 20,2% das 
recomendações nutricionais para crianças, gestantes, 
homens e mulheres adultos, respectivamente. Apesar 
da elevada variabilidade desse nutriente nos sucos de 
uva e goiaba nas embalagens analisadas, a deficiência 
de vitamina C não é considerada um problema de saúde 
pública, uma vez que esse nutriente é bem distribuído 
entre os alimentos13 e a necessidade nutricional 
diária é pequena16. Entretanto, sua ingestão em níveis 
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adequados protege o DnA, o lDl e as proteínas do dano 
oxidativo25. Os dados referentes ao conteúdo de 
fenólicos totais e avaliação da atividade antioxidante 
dos sucos analisados no presente estudo podem ser 
observados na tabela 2.

O teor de fenólicos totais do suco de goiaba foi 
semelhante entre as amostras das diferentes marcas e 
embalagens. no entanto, os teores encontrados foram 
inferiores aos relatados por Kuskoski et al.31, em estudo 
que avaliou o conteúdo de fenólicos totais em polpa de 
goiaba congelada, a qual apresentou 83,0 ± 1,3 mg de ácido 
gálico/100 g. Outros trabalhos que também avaliaram o 
teor de fenólicos totais na goiaba fresca relataram conteúdos 
de 72,2 mg de ácido gálico/100 g32, 148 mg/100 g33, 138 
mg/100 g34 e 159,8 mg/100 g5, valores também superiores 
aos do presente trabalho. Esses valores superiores são 
justificados pela avaliação da polpa pura ou fruta fresca, 
diferente do que acontece com os sucos industrializados, 
que passam pelo processamento térmico e diluição. 

não foram encontrados estudos que avaliaram o 
teor de fenólicos totais em suco de goiaba industrializado. 
Entretanto, outros trabalhos que avaliaram o teor de 
fenólicos totais em sucos processados de outros sabores 
revelaram valores semelhantes aos encontrados no 
presente estudo. Por exemplo, Kelebek et al.35 reportaram 
teores de fenólicos totais iguais a 31,73 mg/100 ml em 
suco de laranja processado.

Verifica-se que o suco de uva envasado em 
embalagem de vidro da marca B foi o que apresentou 
as maiores concentrações de fenólicos totais (29,2 ± 
1,7 mg/100 ml). Em um experimento realizado com 
polpas de frutas in natura foram identificados valores de 
fenólicos totais superiores aos encontrados no presente 
estudo, demonstrando o impacto do processamento 
industrial e diluição com água sobre os teores destes 
compostos nos sucos36. 

Para a atividade antioxidante no suco de goiaba 
(tabela 2), os sucos da marca B apresentaram maior 
percentual de inibição (27,9 a 30,0%) da oxidação quando 
comparados aos da marca A (5,9 a 17,6%). A atividade 
antioxidante dos sucos de goiaba não foi comparada a 
outros estudos que analisaram sucos industrializados 
devido às diferenças de métodos utilizados, inviabilizando 
a comparação. um estudo recente, que analisou a goiaba 
fresca em condições similares às do presente estudo5, 
verificou a retirada de radicais livres de 49,1%, valores 
duas vezes maiores aos encontrados nos sucos de goiaba 
industrializados. 

Tabela 2. Conteúdo de fenólicos totais e atividade antioxidante 
em sucos de goiaba e uva de duas marcas, envasados em diferentes 
embalagens.

Marca A
Suco de Goiaba Suco de Uva

DPPH1 Fenólicos 
totais2 DPPH1 Fenólicos 

totais2

tetrapak 17,6 ± 2,7b 21,8 ± 1,3b 24,8 ± 4,7a 22,1 ± 3,3c

Plástico 5,9 ± 2,7c 23,5 ± 1,4ab 7,7 ± 4,5b 16,2 ± 3,3d

Marca B DPPH1 Fenólicos 
totais2 DPPH1 Fenólicos 

totais2

tetrapak 27,9 ± 0,6a 25,0 ± 1,7ab 27,3 ± 1,1a 27,7 ± 0,6ab

lata 28,8 ± 2,6a 24,0 ± 1,0ab 26,7 ± 2,1a 24,0 ± 1,7bc

Vidro 30,0 ± 3,9a 26,3 ± 3,2ª 37,2 ± 1,7a 29,2 ± 1,7ª
Valores expressos em média ± desvio padrão.
Médias nas colunas com letras diferentes são significativamente 
diferentes pelo teste de Duncan (p < 0,05). 
nD: não detectado.
1 Atividade antioxidante determinada através do método de DPPH, 
expresso em %; 2 fenólicos totais expresso, em mg de ácido gálico/100 
ml.

Em relação ao suco de uva, os valores da atividade 
antioxidante foram, em média, semelhantes (24,8 a 
37,2%), exceto para os sucos envasados na embalagem 
de plástico da marca A, que apresentaram valores bem 
inferiores aos demais (7,7%) (tabela 2). Mesmo assim, 
todos os percentuais de atividade antioxidante foram 
considerados baixos. Esses resultados para o suco de uva 
não eram esperados, visto que as uvas e seus produtos 
são considerados ricos em compostos fenólicos e estudos 
têm demonstrado que essas substâncias possuem uma 
considerável atividade antioxidante37. Assim, pode ser 
que durante o processamento tenham ocorrido grandes 
perdas, sugerindo que as características originais da fruta 
não são preservadas. De forma similar, em suco de uva 
diluído a 5% foi verificada a retirada de 6,3% dos radicais 
livres, indicando pequena atividade antioxidante38. 

De acordo com Kuskoski et al.36, amostras ricas 
em fenólicos apresentam elevada atividade antioxidante, 
porém essa atividade depende da concentração, da 
qualidade e da interação desses compostos, além do 
método utilizado para determinar a atividade antioxidante.

Deve-se considerar também que o teor de AA 
e carotenoides nos sucos contribuem para a atividade 
antioxidante. Para o suco de goiaba da marca A, a 
embalagem tetrapak apresentou maior concentração de 
AA e licopeno e também uma alta atividade antioxidante, 
quando comparada à embalagem de plástico. Para o suco 
de uva da marca A, a mesma relação não foi encontrada, 
apesar de maior atividade antioxidante ter sido encontrada 
na embalagem tetrapak. A atividade antioxidante não foi 
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diferente nos sucos da marca B e o teor dos carotenoides 
e AA também foram semelhantes entre as embalagens.

Os cuidados a nível industrial são cruciais para 
a manutenção do valor nutricional dos sucos, por isso 
recomenda-se que o processamento das frutas seja o mais 
breve possível, bem como maiores estudos para verificar 
qual tipo de embalagem e processamentos industriais 
são mais adequados para preservar as características 
nutricionais dos sucos.

CONCLUSÃO

Verificou-se que diferentes marcas comerciais 
de suco podem ter valor nutricional diferenciado. foi 
observado que o tipo de embalagem pode interferir na 
qualidade de sucos industrializados, de maneira que o 
consumidor pode atingir maiores níveis de ingestão de 
micronutrientes, dependendo da escolha da embalagem 
que armazena o produto. A embalagem tetrapak 
mostrou ser mais efetiva na preservação do conteúdo 
nutricional dos sucos analisados. Apesar de atrativa, 
a embalagem de vidro pode ter levado a perdas dos 
componentes analisados, especialmente pela incidência 
de luz através da embalagem transparente. A embalagem 
de lata também não se mostrou capaz de preservar os 
componentes analisados, principalmente para o suco de 
uva. Portanto, a escolha do melhor tipo de embalagem 
deveria ser alvo das indústrias de alimentos, visando a 
preservação da qualidade nutricional de seus produtos.
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RESUMO 
Bactérias psicrotróficas isoladas da parede, do fundo e da pá de homogeneização de tanques coletivos 
de resfriamento de leite, após o processo de higienização, foram identificadas e caracterizadas quanto à 
capacidade de produzir lipase, lecitinase e protease, bem como determinada a sensibilidade dos isolados 
a antibióticos. foram coletadas amostras de 32 tanques coletivos, localizados em diferentes cidades no 
sul do estado de Minas Gerais, por meio de swab de amostra da superfície, e analisadas pelas técnicas 
de diluições seriadas com plaqueamento em ágar triptona de soja e incubação das placas a 7 ºC por 
10 dias. As bactérias isoladas foram identificadas bioquimicamente pelos kits API 20nE (Biomérieux-
Brasil) e Bactray I e II (laborclin-Brasil). foram identificados 197 isolados, os quais foram caracterizados 
quanto à produção de lipase, lecitinase e protease. Para efetuar o teste de resistência a antibióticos, 21 
isolados foram selecionados. Contagens entre < 1 e 108 ufC/cm2 foram observadas, com prevalência de 
Serratia sp., Klebsiela sp. e espécies do gênero Pseudomonas sp. Os isolados identificados apresentaram 
elevada atividade proteolítica e lipolítica, e a atividade de lecitinase foi menos pronunciada. A multidroga 
resistência foi detectada em 54% dos isolados analisados.
Palavras-chave. bactérias psicrotróficas, resistência a antibióticos, protease, lipase.
 
ABSTRACT 
Psychotrophic bacteria were isolated from the wall, bottom and homogenization spade of cooling milk 
collective tank, after performing the hygienic procedure. These isolates were identified and characterized 
on the ability in producing protease, lipase and lecithinases, and also to determine the isolates 
susceptibility to antimicrobial agents. from 32 collective tanks, located in different cities in the South 
of Minas Gerais, the samples from their surface were collected by swab technique, which were analyzed 
by serial dilutions plated on trypticase soy agar and incubated at 7 ºC for 10 days. Then, the isolates were 
selected for performing biochemical identification using kits API 20nE (Biomérieux-Brazil) and Bactray 
I and II (laborclin-Brazil). One hundred ninety-seven isolates were identified and characterized in 
relation to protease, lipase and lecithinase production. from these isolates, 21 were selected for testing the 
resistance to antibiotics. Bacterial countings from <1 to 108Cfu/cm2 were detected, with the prevalence 
of Serratia sp., Klebsiella sp., besides some species of Pseudomonas genus. The identified isolates showed 
high proteolytic and lipolytic activity, although the lecithinase activity was less evident. The multidrug 
resistance was observed in 54% of isolates analyzed.
Keywords. psychotrophic bacteria, antibiotic resistance, protease, lipase.
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INTRODUÇÃO
 

A higienização de equipamentos, superfícies 
e utensílios utilizados no armazenamento ou 
processamento de alimentos tem por objetivo a remoção 
de micro-organismos e sujidades, uma vez que falhas 
nesse processo favorecem a adesão microbiana e 
formação de biofilme1,2.

A formação do biofilme envolve a produção e 
liberação de substâncias poliméricas extracelulares (SPE) 
ou exopolissacarídeo, levando à formação de uma matriz 
que favorece a fixação dos micro-organismos3,4. nesse 
ambiente, as células aderidas tornam-se mais resistentes a 
agentes químicos, em função da barreira física formada por 
essa matriz. A resistência é relatada em quinhentas1 ou mil 
vezes5 quando comparada a células livres ou planctônicas6,7.

A adesão bacteriana está associada também ao 
aumento significativo da resistência a muitos agentes 
antibióticos8-11. Além disso, o biofilme serve como proteção 
para diversas mudanças ambientais como exposição à 
radiação ultraviotela12 ou a ácidos13, além de dissecação.

A problemática do biofilme em tanques de 
resfriamento de leite está na contínua liberação de 
células aderidas para o alimento, fato observado nos 
trabalhos realizados por Caixeta et al.14 e Boari et al.15. O 
destacamento de células, como é chamada essa liberação, é 
importante para minimizar a escassez de nutrientes devido 
ao aumento de células na superfície e permite a colonização 
de novos ambientes. Esse fenômeno acontece como uma 
resposta genética ou como um estímulo físico no contato 
líquido-superfície16,17.

Esse destacamento torna-se importante foco de 
contaminação do leite e muitas vezes de contaminação por 
bactérias resistentes a antibióticos, uma vez que a formação 
de um biofilme pode favorecer a aquisição de elementos 
genéticos móveis (plasmídeos, transposons e integrons) 
contendo genes de resistência a antimicrobianos ou genes 
que codificam estruturas e/ou mecanismos que impeçam 
a ação do antibiótico18,19. termos como corresistência, 
cross-resistência e resistência pleitrópica têm sido usados 
na literatura científica como referência aos fenótipos de 
resistência a multidrogas na tentativa de diferenciar a 
forma de aquisição da resistência pela bactéria a uma ou 
diferentes classes de antibióticos20.

Para classificar a resistência bacteriana, diferentes 
denominações têm sido discutidas20. um dos métodos 
usados por alguns autores e autoridades (Center for 
Disease Control and Prevention – CDC e European 

Center for Disease Prevention and Control – ECDC) para 
caracterizar organismos como multi-drug resistant ou 
multidroga resistente é a resistência a três ou mais classes 
de antimicrobianos21,22.

Em 2010, após diversas discussões, o ECDC 
apresentou a proposta final de criação das definições 
multi-drug resistant (MDR), extreme drug resistant (XDR) 
e pandrug resistant (PDR) como forma de padronizar a 
terminologia internacional para definir bactérias que são 
resistentes a um número significante de antibióticos23. 
foram criadas categorias de antimicrobianos baseadas na 
tabela de antibióticos citados no Clinical and Laboratory 
Standards Institute (ClSI)24, antibióticos foram incluídos 
ou excluídos baseados em recomendações das diretrizes 
do European Committee on Antimicrobial Suscpeptibility 
Testing (EuCASt)25, além da utilização de outros critérios 
de exclusão e inclusão.

Para essas definições serem válidas, dentre outras 
questões, devem ser testados todos ou quase todos os 
agentes dentro das categorias listadas nas diretrizes do 
ClSI24 ou do EuCASt25.

Bactérias psicrotróficas apresentam capacidade 
de crescimento em temperaturas em torno de 7 °C, 
independente de sua temperatura ótima de crescimento. 
Podem ser bactérias gram-positivas, como Staphylococcus 
aureus, ou gram-negativas, com predominância de 
Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, dentre outras, e, além 
da resistência a antibióticos, apresentam a capacidade de 
produzir diversas exoenzimas termorresistentes, lipases 
e proteases, responsáveis por grandes perdas econômicas 
do leite26. tais enzimas são secretadas no final da fase log 
de crescimento em densidades populacionais iguais ou 
superiores a 106 ufC/ml26.

A termorresistência dessas enzimas dá-se pela 
capacidade de reorganização da estrutura terciária, 
danificada durante a pasteurização, tornando-as ativas, 
sendo assim capazes de deteriorar os alimentos27. lipases 
hidrolisam a gordura do leite promovendo a liberação de 
ácidos graxos de cadeia curta, com produção de sabor 
e odores desagradáveis no leite, e proteases degradam 
caseína causando cor cinzenta, sabor amargo, além de 
geleificação de produtos submetidos à esterilização por 
ultra-alta temperatura (uAt)26,28.

Pelo exposto, esta pesquisa foi conduzida com 
os objetivos de isolar, identificar e caracterizar, quanto 
à capacidade de produzir lipases, lecitinases e proteases, 
bactérias psicrotróficas isoladas da parede, fundo e pá de 
homogeneização de tanques coletivos de resfriamento 



672

Marques SC, Evangelista SR, Piccoli RH. Diversidade e resistência a antibióticos de bactérias psicrotróficas isoladas de tanques coletivos de 
resfriamento de leite. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):670-6.

de leite, após etapa de higienização, e determinar a 
sensibilidade a antibióticos dos isolados identificados.

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta das amostras e enumeração bacteriana 
foram amostrados 32 tanques coletivos de 

resfriamento de leite localizados no sul do estado de 
Minas Gerais.

Empregando-se a técnica de esfregaço em 
superfície com suabe, foram amostrados 100 cm2 
das áreas de parede, fundo e pá de homogeneização 
de tanques coletivos de resfriamento de leite, após 
higienização manual. O processo de higienização 
envolveu as etapas de limpeza, com remoção de 
resíduos orgânicos e minerais com auxílio de soluções 
detergentes, e a etapa de sanitização, com aplicação de 
sanitizante à base de cloro.

Seguinte ao esfregaço, os suabes foram 
imersos em tubos contendo água peptonada 0,1% e 
transportados para o laboratório em caixas isotérmicas. 
Procedeu-se a homogeneização das amostras por 
vigorosa agitação por 10 minutos, sendo realizadas 
diluições seriadas e plaqueamento na superfície do 
meio ágar triptona de soja. foram realizadas triplicatas 
de cada diluição. Após incubação a 7 °C por 10 dias, 
realizou-se a contagem de colônias, seleção dos 
morfotipos e armazenamento dos isolados.

Identificação fenotípica dos isolados 
A pureza dos isolados foi monitorada por 

coloração de Gram; aqueles caracterizados como gram- 
negativos foram submetidos aos testes de oxidase e prova 
de oxidação-fermentação (Of), segundo metodologia 
descrita por Garrity e Holt29. Bactérias gram-negativas 
e oxidase-negativas foram identificadas utilizando-se 
os kits de identificação Bactray I e II (laborclin®), e 
bactérias gram-negativas e oxidase-positivas identificadas 
utilizando o API 20 nE (Biomérieux®).

Teste qualitativo para protease, lipase e lecitinase 
Para determinação da produção de enzimas, os 

isolados foram cultivados em caldo triptona de soja a 28 °C 
por 24 h, e a determinação da protease, lipase e lecitinase 
seguiu metodologia descrita por frank et al.30.

A protease foi determinada em ágar leite, 
suplementado com 5% de leite em pó desnatado, sendo 
as placas incubadas a 28 °C por até 72 h.

A atividade lipolítica foi determinada em ágar 
tributiruna suplementado com 2% de tributirina mais 
solução de azul de o-toluidina a 1%, sendo as placas 
incubadas a 28 °C por até 72 h.

A produção de lecitinase foi determinada em 
meio ágar triptose de soja suplementado com 10% de 
emulsão de gema de ovo. As placas foram incubadas a 
28 °C por 48 h.

nos três testes, a presença de uma zona opaca ao 
redor das colônias foi indicativa da produção da enzima 
pela bactéria.

Resistência bacteriana a antibióticos 
Baseado em recomendações prévias do ClSI24, 

os seguintes antibióticos foram utilizados: tetraciclina 
30 µg/disco, norfloxacina 10 µg/disco, cefuroxima 30 
µg/disco, ampicilina 10 µg/disco, estreptomicina 10 µg/
disco, cloranfenicol 30 µg/disco, pelo método de difusão 
em ágar Mueller Hinton, segundo Bauer et al.31. foram 
selecionados 21 isolados dentre os 197 identificados 
cujo percentual nas amostras foi intermediário ou 
elevado.

Após incubação das placas a 28 °C por 24 h, 
temperatura sugerida como ótima para o crescimento 
de bactérias psicrotróficas, os halos foram mensurados 
e os valores expressos em milímetros. O isolado foi 
identificado como resistente ou sensível ao antibiótico 
testado, segundo o ClSI24.

RESULTADOS
 

Os resultados das contagens de micro-organismos 
psicrotróficos em tanques coletivos de resfriamento de 
leite são apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Contagem de bactérias psicrotróficas isoladas da parede, 
fundo e pá de homogeneização de leite, de 32 tanques coletivos de 
resfriamento de leite localizados no sul de Minas Gerais

Contagem (UFC/cm2) Parede (n/N) Fundo (n/N) Pá (n/N)

<1 19/32 18/32     11/32
8,5x103 a 9,3x104 6/32 9/32    4/32
5x105 a 4,3x108 7/32 5/32    17/32

n: número de amostras detectadas; n: número total de amostras 
analisadas.

foram detectadas bactérias psicrotróficas nos 
locais amostrados nos tanques coletivos, com contagens 
entre < 1 ufC/cm2 e 4,3 x 108 ufC/cm2, sendo que 
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contagens mais elevadas, ordem de 108 ufC/cm2, 
foram detectadas na pá de homogeneização do leite em 
dezessete dos trinta e dois tanques analisados.

A diversidade dos isolados identificados pode ser 
verificada na tabela 2.

nesta pesquisa foram caracterizados 197 
isolados como bactérias gram-negativas, sendo 56 
identificados pelo kit de identificação bioquímica 
API 20nE, e os demais 141 isolados identificados 
pelo Bactray I e II. foi detectada ampla diversidade 
bacteriana entre os isolados, com detecção de bactérias 
com potencial patogênico, como Salmonella, Shigella, 
E. coli, Pseudomonas aeruginosa, bem como de 
micro-organismos deteriorantes, como Pseudomonas 
fluorescens, Serratia liquefaciens, dentre outros.

Quanto à atividade enzimática, a figura 1 mostra 
os percentuais detectados da atividade proteolítica, 
lipolítica e da lecitinase entre os isolados.

Tabela 3. Diâmetro do halo da sensibilidade ou resistência a antibióticos de bactérias psicrotróficas, identificadas a partir de tanques de resfria-
mento de leite coletivos, após higienização, localizados no sul de Minas Gerais

Bactéria
Antibiótico e Categoria
Diâmetro do halo (mm)

Tetraciclina1 Norfloxacina2 Cefuroxima3 Ampicilina4 Estreptomicina5 Cloranfenicol6

Serratia liquefaciens S (22 mm) S (17 mm) R  (2 mm) R  (11mm) S (22 mm) S (24 mm)
S. liquefaciens R (10 mm) I (16 mm) R  (2 mm) R  (11mm) R  (2 mm) R  (2 mm)
S. liquefaciens S (21 mm) S (18 mm) R (12 mm) R   (2 mm) S (17 mm) R  (8 mm)
S. liquefaciens S (23 mm) S (17 mm) R  (8 mm) R (11 mm) S (16 mm) R  (8 mm)
S. liquefaciens S (23 mm) S (17 mm) R  (2 mm) R (10 mm) R (2 mm) R  (2 mm)
S. liquefaciens S (15 mm) S (17 mm) S (18 mm) R (11 mm) R  (6 mm) R  (8 mm)
S. liquefaciens S (15 mm) S (17 mm) S (18 mm) S (19 mm) S (15 mm) R  (2 mm)
S. liquefaciens R (11 mm) S (23 mm) S (18 mm) R  (9 mm) S (15 mm) S (21 mm)

Serratia plymuthica S (24 mm) I (16 mm) R  (9 mm) R  (2 mm) S (19 mm) S (21 mm)
Shigella flexneri S (24 mm) S (17 mm) R  (9 mm) R  (2 mm) S (15 mm) R  (8 mm)

S. flexneri S (23 mm) S (14 mm) R (10 mm) R  (9 mm) S (17 mm) R (11 mm)
S. flexneri R (11 mm) R (10 mm) R (10 mm) R  (2 mm) R (10 mm) S (19 mm)

Klebsiela oxytoca S (19 mm) S (14 mm) R (13 mm) R  (2 mm) S (15 mm) R (11 mm)
Enterobacter aerogenes S (23 mm) S (19 mm) S (18 mm) S (19 mm) S (18 mm) S (18 mm)

Enterobacter cloacae S (17 mm) S (17 mm) S (23 mm) S (20 mm) S (16 mm) S (18 mm)
E. cloacae S (23 mm) S (30 mm) S (20 mm) S (17 mm) S (18 mm) S (19 mm)

Yersinia enterocolitica S (21 mm) S (21 mm) R (2 mm) R  (2 mm) S (17 mm) S (18 mm)
Hafnia alvei S (18 mm) S (17 mm) R (10 mm) R (13 mm) R  (6 mm) S (20 mm)

H. alvei S (17 mm) S (18 mm) R (12 mm) R  (9 mm) S (17 mm) R (11 mm)
H. alvei R (10 mm) R (12 mm) R (11 mm) S (18 mm) R (5 mm) R  (9 mm)
H. alvei S (21 mm) S (19 mm) S (23 mm) R (13 mm) S (17 mm) S (25 mm)

legenda: 1 = categoria: tetraciclinas; 2 = categoria: fluoroquinonas; 3 = categoria: cefens; 4 = categoria: penicilinas; 5 = categoria:  aminoglico-
sídeos; 6 = categoria: fenicol. S = Sensível; I = Intermediário; R = Resistente.

Tabela 2. frequência e percentual de bactérias isoladas e identificadas 
a partir dos 3 pontos de amostragem (parede, fundo e pá de 
homogeneização) de tanques de resfriamento de leite coletivos

Bactéria Nº de isolados % de ocorrência
Aeromonas hydrophila 13 6,59

Complexo Burkholderia cepacia 37 18,78
Enterobacter aerogenes 1 0,51

Enterobacter cloacae 3 1,53
Enterobacter sakasaki 1 0,51

Hafnia alvei 27 13,69
Klebsiella oxytoca 5 2,55
Klebsiella ozaenae 35 17,76

Moraxella sp. 1 0,51
Pseudomonas aeruginosa 3 1,53

Pseudomonas fluorescens 11 5,58
Pseudomonas stutzeri 2 1,02
Serratia liquefaciens 33 16,74

Serratia odorífera 3 1,53
Shigella flexneri 17 8,62

Yersinia enterocolitica 5 2,55
Total 197 100%
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Figura 1. Distribuição do percentual de isolados com atividade 
proteolítica, lipolítica, lecitinase e que não apresentaram atividade 
enzimática, identificados a partir da parede, fundo e pá de 
homogeneização de tanques coletivos de resfriamento de leite

Variação no percentual de atividade das enzimas 
proteolíticas foi observada nesta pesquisa, visto que 34% 
dos 197 isolados apresentaram atividade proteolítica, 
28% atividade lipolítica e 20% apresentaram atividade 
de lecitinase, sendo que em 18% não foi detectada a 
atividade das enzimas analisadas.

O percentual de resistência aos antibióticos testados 
dos 21 isolados de bactérias psicrotróficas submetidos ao 
antibiograma estão demonstrados na tabela 3.

A resistência a três ou mais classes de antibióticos 
foi observada em 54% dos isolados analisados, podendo 
ser caracterizados como multidroga resistentes. 

DISCUSSÃO 

A Americam Public Health Association (APHA)32 
recomenda, para equipamentos e utensílios de indústrias 
de processamento de alimentos, contagem máxima 
de 2 ufC/cm2 para aeróbios mesófilos, enquanto as 
Organizações Pan-americana de Saúde (OPAS) e Mundial 
de Saúde (OMS)², preconizam contagens de até 50 ufC/
cm². Considerando esse padrão para outros grupos de 
micro-organismos, como os psicrotróficos analisados 
neste trabalho, falhas na higienização da parede de 13 
tanques foram detectadas, sendo que na amostragem do 
fundo 14 tanques apresentaram valores acima dos padrões.

Vale ressaltar que as contagens obtidas na pá de 
homogeneização de 66% (21) dos tanques analisados 
estavam acima do valor estabelecido pela APHA e OMS, 
e em 17 desses tanques contagem na ordem de 105 a 
108 ufC/cm2 foram detectadas, indicando provável 
formação de biofilme nessa área.

Dessa maneira, equipamentos de processamento 
e armazenamento de alimentos devem possuir um design 
higiênico, como presença de superfícies lisas, ausência 
de cantos ou bordas de difícil acesso, e ser de fácil 
desmontagem, principalmente se tratando de limpeza 
manual como a realizada nos tanques analisados. um 
plano eficaz de higienização deve ser montado, dando-se 
atenção especial aos locais de difícil limpeza, como a pá de 
homogeneização de tanques de resfriamento de leite, uma 
vez que a presença de matéria orgânica e a formação de 
incrustações favorecerão a formação de biofilme.

Valores inferiores aos desta pesquisa foram 
observados por Carvalho et al.33, observando a adesão de 
Pseudomonas sp. em tanques de estocagem de leite, com 
contagens de 8,4 x 101 ufC/cm2. 

A presença de Pseudomonas sp. tem sido 
observada por diversos autores como Adams et al.34, 
constatando que de 70% a 90% dos psicrotróficos 
isolados de leite cru estocados a 4ºC, por uma semana, 
eram Pseudomonas. Já Eneroth et al.35 observaram maior 
frequência de isolamento de espécies de Pseudomonas 
(72% a 77%) em amostras de leite cru, de leite 
pasteurizado e de amostras ambientais de indústrias de 
laticínios. A presença desse gênero pode ser explicada 
pelo fato de algumas espécies apresentarem um tempo de 
geração curto em temperaturas entre 0 °C e 7 °C28, limiar 
de temperatura ao qual o leite fica submetido quando 
armazenado em tanques de resfriamento.

Além de Pseudomonas sp., elevada foi a incidência 
de Shigella sp., Klebsiella sp., Escherichia coli, além de 
outras enterobacteriaceae, o que pode ser justificada pela 
proximidade dos tanques de resfriamento do estábulo, 
uma vez que tais bactérias foram identificadas em mosca 
de estábulo (Stomoxys calcitrans linnaeus, 1758) por 
Moraes et al.36.

Bactérias psicrotróficas, como as do complexo 
Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Serratia 
liquefaciens, detectadas neste trabalho, podem ser 
provenientes de água, solo, vegetação e úbere37. Santana 
et al.38 demonstraram que as principais fontes de bactérias 
psicrotróficas são tetos, equipamentos e tubulações mal 
higienizados, além da presença de água residual nos 
equipamentos, sendo que esses autores detectaram em 
água residual de tanques de resfriamento contagens na 
ordem de 107 ufC/ml. 

Diversas espécies pertencentes ao gênero 
Pseudomonas, que se multiplicam em temperaturas 
de refrigeração, produzem enzimas hidrolíticas como 
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proteases, que terão como alvo a caseína e lipases 
que hidrolisam a gordura26, afetando dessa maneira 
a qualidade do leite e promovendo redução da vida 
útil de derivados lácteos. O percentual de isolados que 
apresentaram atividade proteolítica foi de 34%, sendo 
que a lipolítica de 28%, ao passo 20% apresentaram 
atividade da enzima lecitinase e 18% não demonstraram 
atividade enzimática. Percentual superior foi obtido 
por Dogan e Boor39 ao evidenciarem que 69% dos 338 
isolados identificados de P. fluorescens isoladas de leite 
cru apresentaram atividade proteolítica e de lecitinase, 
enquanto apenas 14,5% dos isolados de P. putida 
produziram essas enzimas hidrolíticas.

Outro problema ocasionado pela adesão de 
psicrotróficos em tanques de resfriamento está na 
capacidade de biotransferência das células bacterianas 
para o leite, fato observado por alguns autores16. 
Essas células, podendo conter genes de resistência a 
antibióticos, serão liberadas e contaminarão o leite.

A classificação dos isolados como multidrogas 
resistente pôde ser feita com base no número de classes 
a qual determinado isolado foi resistente, não sendo 
possível indicá-los como XDR ou PDR. Para essas 
definições serem válidas, devem-se testar todos ou 
quase todos antibióticos dentro das categorias listadas 
nas diretrizes do EuCASt25 ou do ClSI24, o que não foi 
realizado neste trabalho. O que se pode inferir é que a 
resistência tende a ser elevada em ambientes nos quais o 
uso de drogas é intenso e constante23. 

O armazenamento do leite em tanques 
deficientemente higienizados poderá gerar redução de 
sua vida útil ou de derivados produzidos a partir de leite 
contaminado por bactérias psicrotróficas, uma vez que 
são produtoras de enzimas termoestáveis. Além disso, o 
leite poderá agir como veiculador de bactérias resistentes 
a antibióticos. 

CONCLUSÃO
 

Observou-se neste trabalho que falhas no 
processo de higienização acarretaram adesão bacteriana 
na parede, fundo e pá de homogeneização de tanques 
de resfriamento de leite, pela detecção de elevadas 
contagens. O isolamento e a identificação de bactérias 
psicrotróficas, a partir da técnica do suabe, demonstrou 
uma diversidade entre os isolados e, com a determinação 
da atividade enzimática, a qualidade do leite poderá ser 
reduzida quando tais bactérias entrarem em contato com 

o leite. Aliado à redução da vida útil está o fato de que o 
leite poderá veicular bactérias resistentes a antibióticos, 
resistência observada em 54% dos isolados analisados. 
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RESUMO 
 no presente estudo foram identificadas as características microbiológicas da pescada amarela (Cynoscion 
acoupa) desembarcada em Cedral/MA e avaliada a qualidade do gelo utilizado na sua conservação. foram 
coletadas 42 amostras de pescada e analisadas quanto à pesquisa de Salmonella spp, V. parahaemolyticus, 
Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positivo, Aeromonas spp, contagem de bactérias aeróbias 
mesófilas e número Mais Provável de coliformes a 35 °C e coliformes a 45 °C. Onze amostras de gelo 
foram analisadas quanto à contagem de coliformes a 35 °C e a 45 °C e de bactérias psicrotróficas. A 
pescada amarela mostrou contaminação por bactérias mesófilas, coliformes e A. hydrophila, e ausência 
de Salmonella, Staphylococcus coagulase positivo e V. parahaemolyticus. As amostras de gelo foram 
consideradas impróprias para uso na conservação do pescado.
Palavras-chave. pescada amarela, Cynoscion acoupa, gelo, microbiologia

ABSTRACT 
 This study aimed at identifying the microbiological characteristics of yellow hake (Cynoscion acoupa) 
landed in Cedral/MA and to assess the quality of ice used in their preservation. forty-two samples of 
hake were collected and analyzed on Salmonella spp, V. parahaemolyticus, Escherichia coli, coagulase-
positive Staphylococcus, Aeromonas spp, mesophilic aerobic bacteria count and Most Probable number 
of coliforms at 35 °C and at 45 °C. Eleven ice samples were analyzed for coliform counting at 35 °C and at 
45 °C and for psychrotrophic bacteria. Yellow hake samples were contaminated with mesophilic bacteria, 
coliforms and A. hydrophila. no Salmonella, coagulase-positive Staphylococcus and V. parahaemolyticus 
were detected. The analyzed ice samples were considered unsuitable to be used for fish preservation. 
Keywords. yellow hake, Cynoscion acoupa, ice, microbiology
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INTRODUÇÃO
 

O peixe possui grande importância na 
alimentação humana, pois é considerado um produto 
altamente proteico e com características peculiares, como, 
por exemplo, a presença dos ácidos graxos ômega-3. 
Entretanto, a sua qualidade deve ser mantida em virtude 
desse alimento ser perecível e proporcionar condições 
favoráveis ao desenvolvimento de micro-organismos 
patogênicos nocivos à saúde dos consumidores.

Essa perecibilidade ocorre devido ao seu 
rápido processo autolítico em relação à carne de outros 
animais, exigindo cuidados importantes durante a 
captura, estocagem e processamento até o momento de 
sua comercialização. 

Segundo franco e landgraf1, a suscetibilidade do 
pescado à deterioração está relacionada à sua atividade 
de água elevada, composição química, teor de gorduras 
insaturadas facilmente oxidáveis e, principalmente, ao 
pH próximo da neutralidade. Conforme Alves et al.2, a 
velocidade dessa deterioração é influenciada por fatores 
como: espécie do pescado, grau de exaustão sofrida na 
captura, natureza e extensão da contaminação microbiana 
e temperatura.

A ausência de boas práticas de manipulação 
pelos pescadores e empresários na cadeia produtiva 
do pescado é determinante para a baixa qualidade 
do produto brasileiro, que chega ao consumidor com 
uma carga microbiana elevada3. Os micro-organismos, 
quando presentes no pescado, são determinantes na 
deterioração desse alimento, provocando assim uma 
possível rejeição pelo consumidor. Portanto, a adoção de 
medidas corretas na cadeia produtiva do pescado, como 
a conservação adequada através do tratamento pelo frio 
e a manutenção de práticas higiênicas, podem diminuir 
o risco de veiculação de agentes causadores de doenças, 
bem como possibilitar a obtenção de um produto de boa 
qualidade no final da sua cadeia produtiva. 

na região nordeste, o Maranhão destaca-se 
como um dos maiores produtores de pescado. Em 
2010, a pesca extrativa marinha no estado produziu 
43.780,1 toneladas de pescado, sendo considerado o 
segundo maior produtor dessa região4. Os recursos 
pesqueiros de maior importância econômica no 
estado são a pescada amarela (Cynoscion acoupa), 
pescada branca (Cynoscion leiarchus) e a gurijuba 
(Hexanematichthys parkeri), que possuem valores 
comerciais diferenciados entre os municípios5. 

Dentre as espécies citadas, a pescada amarela 
contribui com maior volume de produção. Somente 
em 2010, a produção extrativa marinha foi de 20.879 
toneladas, destacando-se como a terceira espécie 
mais capturada no país4. O município de Cedral é um 
importante produtor de pescada amarela, sendo que 
a produção dessa espécie compreende um sistema de 
grande abrangência.

Diante dessas considerações e baseando-se no 
fato de que não existem relatos na literatura sobre a 
qualidade dessa espécie de peixe desembarcado nos 
municípios maranhenses e em face do grande consumo 
pela população, esta pesquisa foi realizada com o 
objetivo de caracterizar os aspectos microbiológicos da 
pescada amarela desembarcada e avaliar a qualidade 
microbiológica do gelo utilizado na sua conservação.

MATERIAL E MÉTODOS
 

no período de março a dezembro de 2011, 
foram colhidos e analisados 14 lotes de pescada amarela, 
cada um composto por três unidades amostrais, em 
que um lote representava uma embarcação, totalizando 
assim, 42 amostras. Paralelamente, foram colhidas 11 
amostras de gelo utilizado no resfriamento dos peixes 
pelos pescadores, todas provenientes das fábricas locais 
do município de Cedral. As amostras foram colocadas 
em sacos plásticos estéreis, acondicionadas em caixas 
isotérmicas e transportadas para o laboratório de 
Microbiologia de Alimentos e Água da universidade 
Estadual do Maranhão – uEMA, onde foram analisadas. 

A contagem de coliformes a 35 °C e a 45 ºC pelo 
método do número Mais Provável (nMP), pela técnica 
de fermentação em tubos múltiplos, a quantificação 
de Staphylococcus spp e a pesquisa de Staphylococcus 
coagulase positivo foram realizadas conforme Brasil6. 
A pesquisa de Escherichia coli foi realizada conforme 
técnica descrita por Vanderzant e Splittstoesser7. 

Para a quantificação de bactérias mesófilas, 
utilizou-se o método do plaqueamento em 
profundidade, conforme APHA8, e para a contagem 
de psicrotróficos utilizou-se método de plaqueamento 
em profundidade, conforme Silva et al.9. A pesquisa 
de Salmonella spp foi realizada segundo a metodologia 
preconizada pela ICMSf10.

Para o isolamento de V. parahaemolyticus, seguiu-
-se metodologia descrita por Chen11, sendo realizadas 
etapas de enriquecimento em Água Peptonada Alcalina 
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(APA), plaqueamento seletivo em Agar tiossulfato Bile 
Sacarose (tCBS), purificação das colônias suspeitas em 
ágar tSA e provas bioquímicas de motilidade no ágar SIM 
(Sulfide, Indole and Motility); tSI (triple Sugar Iron); 
oxidase; hidrólise da arginina; descarboxilação da lisina 
e ornitina; prova do halofilismo; oxidação e fermentação 
(O/f) da glicose; crescimento a 42 °C; Voges-Proskauer 
e fermentação de carboidratos (manose, lactose, manitol, 
trealose, arabinose e celobiose).

Para isolamento de Aeromonas, realizou-se as 
etapas de enriquecimento seletivo em Caldo tripticase 
Soja (tSB) − com ampicilina a 30 mg/l −, plaqueamento 
seletivo em Ágar Vermelho de fenol amido12 e Ágar 
dextrina13 adicionados de ampicilina (10 mg/l) com a 
seleção de colônias suges tivas, as quais foram cultivadas 
em Ágar tSI14 e submetidas às provas de motilidade; 
oxidase; catalase e resistência ao agente vibriostático 
O/129 (fosfato de 2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine), 
para caracterização do gênero e identificação das espécies 
de Aeromonas, conforme a chave de Aerokey II15.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
 

Conforme a Portaria nº 2.914/201116, a água para 
consumo humano deve ser isenta de coliformes em 100 
ml da amostra. Verificou-se que as amostras de gelo 
apresentaram contaminação por coliformes a 35 °C, com 
variações de < 3,0 a 460 nMP/ml e de < 3,0 a 93 nMP/
ml para o grupo de coliformes a 45 °C.

Observou-se que na fábrica A, duas amostras 
(50%) estavam em desacordo com a legislação vigente 
para coliformes a 35 °C e uma (25%) para coliformes a 
45 °C. na fábrica B, três amostras (75%) estavam fora dos 
padrões para coliformes a 35 °C, e na fábrica C todas as 
amostras estavam em desacordo com a legislação vigente 
para coliformes a 35 °C e uma (66,66%) para coliformes 
a 45 °C (tabela 1).

O gelo para utilização em alimentos deve 
ser fabricado a partir da água potável e ser mantido 
em condição higiênico-sanitária que evite sua 
contaminação. Os resultados obtidos demonstraram 
contaminação do gelo e indicaram que o mesmo 
estava inadequado para utilização na conservação de 
pescado. 

no que se refere à contagem dos psicrotróficos, 
verificou-se para as amostras da fábrica A que a 
contaminação variou entre 2,4 × 102 a 8,8 × 104 ufC/ml. 
na fábrica B, as contagens apresentaram-se entre 5 × 102 a 

7,3 × 104 ufC/ml, e na fábrica C, entre 6,1 × 103 a 1,8 × 104 
ufC/ml (tabela 1).

Tabela 1. Qualidade microbiológica das amostras de gelo provenientes 
das fábricas localizadas em Cedral/MA, 2011

Fábricas 
de Gelo

No da 
amostra

Coliformes 
a 35 °C 

(NMP/mL)

Coliformes 
a 45 °C 

(NMP/mL)
E. coli

Psicrotróficos
(UFC/mL)

A

01 < 3,0 – – 2,4 × 102

02 < 3,0 – – 3,7 × 104

03 9,2 < 3,0 – 3,2 × 103

04 210 23 ausência 8,8 × 104

B

05 23 < 3,0 – 5 × 102

06 < 3,0 – – 7,3 × 104

07 7,4 < 3,0 – 2,6 × 103

08 9,2 < 3,0 – 3,2 × 103

C
09 460 93 ausência 1,8 × 104

10 23 < 3,0 – 6,1 × 103

11 150 3,6 ausência 2,1 × 103

A presença de micro-organismos deteriorantes 
no gelo utilizado para resfriamento do pescado pode ter 
impacto sobre sua durabilidade17, em decorrência dessas 
bactérias serem dotadas de características proteolíticas e 
lipolíticas18.

A origem da água utilizada para a fabricação do 
gelo é um fator predisponente à contaminação verificada, 
pois duas das fábricas utilizavam água oriunda de poço 
artesiano (A e B), que possivelmente apresenta falhas de 
manutenção. Dorta et al.19 verificaram a qualidade do gelo 
produzido em três fábricas, a partir de água provenientes de 
poço artesiano, verificando contaminação por coliformes 
a 35 °C e presença de E. coli nas amostras analisadas.

Durante a coleta das amostras, foi verificado 
na fábrica B que a caixa de armazenamento da água 
estava aberta, o que pode ter favorecido a contaminação. 
Siqueira et al.20 relataram que a maior contaminação da 
água de abastecimento público ocorre devido a caixas 
de armazenamento de água que permanecem abertas ou 
mal fechadas.

A contaminação do gelo observada neste estudo 
ocorreu provavelmente pelas condições de infraestrutura 
das fábricas e pelo manuseio inadequado do produto, 
devido ao contato direto do gelo com as mãos dos 
funcionários que o manipulavam sem uniformes e sem 
luvas. Além disso, o transporte do gelo da fábrica até o 
comprador era realizado por meio de baldes e sacos do 
tipo nylon, que muitas vezes apresentavam sujidades, 
sendo rotineiramente utilizados para o armazenamento 
de produtos agropecuários.
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Pesquisa realizada por Vargas e Quintaes17, 
com caixas plásticas tipo monoblocos utilizadas no 
armazenamento e transporte de pescado em São Paulo, 
verificou 100% de contaminação dessas caixas por um 
ou mais patógenos, sendo que 50% continham o grupo 
dos coliformes, o que indica uma provável contaminação 
cruzada. falcão et al.21 ressaltaram a importância da 
manutenção do gelo sob rigorosas condições de higiene, 
uma vez que o gelo pode ser usado diretamente ou 
indiretamente para refrigerar alimentos, como bebidas e/
ou produtos oriundos da pesca.

A condição higiênica inadequada observada nas 
amostras de gelo das fábricas corresponde a um ponto 
crítico na cadeia de produção da pescada amarela, uma 
vez que pode interferir na qualidade final desse produto. 
O levantamento dos pontos críticos de controle constitui 
um aspecto importante para a produção de alimentos 
seguros e de boa qualidade.

O uso de água clorada na fabricação do gelo 
pode ser uma alternativa a ser adotada pelos pescadores 
e empresários do ramo no município, já que Scherer et 
al.22 observaram que o uso de gelo com água clorada é 
efetivo na redução da contagem de micro-organismos 
aeróbios mesófilos e psicrotróficos na carne de 
carpa capim, armazenada inteira sob refrigeração, 
prolongando-se em aproximadamente 3 dias a vida de 
prateleira dessa espécie. 

Quanto à determinação do nMP de coliformes 
nas 42 amostras de pescada amarela (Cynoscion acoupa) 
analisadas, observou-se que 20 amostras (47,61%) 
apresentaram contagens entre 3,0 a 93 nMP/g, e 7 
amostras (16,67%) apresentaram intervalos de 3,0 a 23 
nMP/g para coliformes a 35 ºC e a 45 °C, respectivamente, 
não ocorrendo isolamento de E. coli (tabela 2).

Tabela 2. Determinação de coliformes (a 35 °C e a 45 °C) e percentual 
de contaminação da pescada-amarela em Cedral/MA, 2011

NMP/g Coliformes a 35 °C Coliformes a 45 °C
N % N %

< 3,0 22 52,38 35 83,33
3,0 a 7,4 12 28,57 4 9,52

11 a 21 4 9,52 2 4,76

23 a 29 3 7,14 1 2,39
93 1 2,39 – –

total 42 100% 42 100%

As baixas contagens de coliformes a 45 °C 
observadas refletem, possivelmente, um habitat de 

captura da pescada amarela pouco contaminado por 
dejetos e a elevada concentração de naCl no ambiente 
aquático. Os coliformes têm pouca tolerância à salinidade 
das águas do mar, portanto, sendo o sal tóxico para esses 
micro-organismos, ocorre a eliminação de 90% da 
população de E. coli em poucas horas ou em minutos, 
quando esta entra em contato com águas marinhas23. 

O baixo isolamento de coliformes também pode 
ser explicado pela provável presença da Pseudomonas 
aeruginosa nas amostras, pois, segundo Coelho et al.24, 
a P. aeruginosa produz uma substância denominada 
pseudocina, que tem efeito bacteriostático sobre o 
crescimento de E. coli, Aerobacter aerogenes, Citrobacter 
freundii e Klebsiella sp., podendo dificultar o isolamento 
destes, alterando assim os resultados laboratoriais. 

A presença de coliformes, embora em baixas 
concentrações nas amostras de pescada, podem ser 
decorrentes da contaminação do gelo utilizado durante 
a conservação do produto, pois foram observadas 
contagens destes micro-organismos nas amostras 
avaliadas. Sabe-se que o gelo pode transferir micro- 
-organismos para o pescado, pois está em contato 
direto com este, sendo importante a utilização de gelo 
de ótima qualidade.

Outra forma de contaminação por coliformes 
pode ter ocorrido durante a lavagem da pescada amarela 
com água de origem e qualidade sanitária desconhecidas, 
ou durante o processo de evisceração, que é realizado em 
piso de madeira do próprio porto após o desembarque, 
material este de difícil limpeza e desinfecção, favorecendo 
assim a contaminação do produto.

Silveira et al.25, ao avaliarem as condições higiênico-
-sanitárias da cadeia produtiva do pescado marinho da 
Baixada Santista − SP, observaram contaminação por 
coliformes a 45 °C nos peixes analisados antes mesmo 
do desembarque, o que indica deficiência das práticas 
higiênicas por parte dos pescadores. nesse contexto, não 
se descarta a possibilidade de que esse episódio também 
esteja relacionado às contagens de coliformes verificadas 
nas amostras da pescada amarela deste estudo, uma vez 
que as embarcações utilizadas para a captura da pescada 
amarela são pequenas e constituídas de madeiras. 

Vale ressaltar que a manipulação adequada 
durante toda a cadeia produtiva proporciona um 
alimento final de boa qualidade, já que no início da cadeia 
(desembarque) os níveis de contaminação foram baixos. 
Contudo, por ser considerado um pescado fresco, a baixa 
contagem observada na matéria-prima representa um 
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dado preocupante se considerarmos que essas amostras 
de peixes contaminadas ainda passarão por um extenso 
caminho até chegar ao consumidor final, e, dependendo 
das condições de manipulação e armazenamento, poderá 
ocorrer a multiplicação desses micro-organismos em 
concentrações que poderão se tornar patogênicas ao 
ser humano. 

Dias et al.26 constataram essa situação, pois, ao 
verificarem a qualidade de peixe comercializado em 
feiras e mercados de Imperatriz, MA, identificaram 
alta contaminação por coliformes a 45 °C nas amostras 
analisadas.

Para as bactérias aeróbias mesófilas, observou-se 
que 32 amostras (76,19%) apresentaram contagens entre 
4 × 10 a 6,4 × 105 ufC/g (tabela 3).

Tabela 3. Contagem de bactérias aeróbias mesófilas em amostras de 
pescada amarela desembarcadas em Cedral/MA, 2011

Unidades Formadoras 
de Colônias (UFC/g)

Mesófilos
N %

Ausência 10 23,81
4 × 10 a 6,9 × 103 21 50

1,9 × 104 a 6,4 × 105 11 26,19
total 42 100%

A Resolução nº 12/200127 não estabelece padrões 
microbiológicos para contagem de mesófilos em 
alimentos. no entanto, a International Commission on 
Microbiological Specifications for foods28 recomenda 
que os limites para mesófilos aeróbios não devem 
exceder valores maiores que 107 ufC/g, em amostras de 
peixes destinadas ao consumo humano. Considerando 
esse limite, as amostras estavam dentro dos padrões, 
entretanto a presença desses micro-organismos em 
alimentos representa risco, pois a maioria dos patogênicos 
pertence a esse grupo1.

Segundo Coelho et al.24, as bactérias mesófilas 
aeróbias, quando presentes em grande número, indicam 
insalubridade. A elevada contagem desse micro-organismo 
em alimentos representa condições insatisfatórias 
de armazenagem e conservação do produto. Sendo 
assim, a manipulação e o armazenamento adequados 
da pescada amarela tornam-se fundamentais, pois as 
bactérias mesófilas poderão continuar seu processo de 
multiplicação, o que pode estar relacionado ao inadequado 
armazenamento e temperaturas favoráveis. Ao elevar- 
-se a concentração dessas bactérias, consequentemente, 
acelera-se o processo de deterioração da carne do pescado.

Resultado semelhante foi detectado por fernandez 
e Barbosa29, que verificaram contagens entre 2,0 × 104 a 
1,0 × 105 ufC/g para bactérias mesófilas em sardinhas 
descabeçadas e evisceradas oriundas de peixarias da 
Pavuna/RJ. Muratori et al.30 encontraram contagens entre 
105 e 106 ufC/g em 55,9% das amostras de branquinhas 
(Curimatus ciliatus) in natura em teresina/PI. 

Constata-se que os mesófilos são relevantes para 
caracterizar as condições de manipulação dos alimentos, 
portanto, é de grande importância que a legislação 
vigente estabeleça limites para esses micro-organismos 
em peixes in natura, a fim de que se garanta uma maior 
qualidade do pescado fresco.

no que se refere à presença de Salmonella spp, 
verificou-se que todas as amostras avaliadas estão 
de acordo com a legislação vigente27, que estabelece 
ausência desse micro-organismo. Sabe-se que essa 
bactéria não faz parte da microbiota natural do pescado, 
sendo encontrada normalmente no trato intestinal do 
ser humano e de animais. Assim, sua presença decorre 
da alta contaminação do local onde os pescados são 
capturados ou na pós-captura, quando manipulado de 
forma inadequada. 

Quanto à pesquisa de Vibrio parahemolyticus, não 
foi constatada a presença desse patógeno nas amostras 
analisadas. Pressupõe-se que a ausência desse micro- 
-organismo deve-se ao fato do mesmo possuir exigências 
próprias dos vibrios patogênicos, pois a sua presença 
independe da poluição antropogênica, sendo dependente 
da temperatura, salinidade e matéria orgânica31. 
Herrera et al.32, em estudo com peixes marinhos frescos 
comercializados na Espanha, também não isolaram essa 
bactéria das amostras analisadas. 

Quanto às bactérias do gênero Aeromonas spp., 
19 amostras (45,24%) estavam contaminadas por esse 
micro-organismo, sendo todas confirmadas como 
pertencentes à espécie A. hydrophila. Muito embora 
o habitat dessa bactéria seja o ambiente aquático, 
a detecção de A. hydrophila pode ter ocorrido pela 
possível contaminação cruzada, uma vez que as amostras 
tiveram contato com algumas superfícies, tais como as 
das próprias embarcações e canoas utilizadas para o 
transporte dos exemplares até o porto. 

Outra hipótese possível refere-se à presença de 
pescadores portadores desse agente, tendo em vista que 
espécies de Aeromonas podem estar associadas a uma 
diversidade de infecções da pele, variando de leves lesões 
tópicas, tais como lesões pustulosas, a infecções mais graves33. 
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A. hydrophila tem a capacidade de causar septecemia e lesões 
na pele em pessoas que estão com defesas comprometidas34. 

Há de se considerar ainda que a atividade de 
pesca permite um contato constante dos pescadores 
com água de diversas origens, que podem estar 
contaminadas por esse agente. A contagem de 
psicrotróficos verificada nas amostras de gelo pode 
indicar presença de Aeromonas, ao considerarmos 
que A. hydrophila é uma bactéria psicrotrófica e que é 
bastante sensível às concentrações de naCl35.

Rodrigues et al.36, ao verificarem a ocorrência 
de Aeromonas spp em tilápias cultivadas em 
pisciculturas no estado do Rio de Janeiro, detectaram 
a presença de Aeromonas em 68,1% das 70 amostras 
analisadas. Suhet et al.37 isolaram Aeromonas de 
tilápias do nilo (Oreochromis Niloticus) em criação 
intensiva, verificando que A. hydrophila foi a espécie 
dominante, variando de 32 a 35% nas amostras da água 
(lagoa e dos tanques-rede) e de superfície dos peixes, 
respectivamente. Esses autores também constaram 
que 74% das amostras de água e 56% das amostras 
de superfície dos peixes apresentaram atividade 
hemolítica. 

Illanchezian et al.38 isolaram 73 cepas de 
A. hydrophila em amostras de peixes e camarão, 
produzidas em cinco diferentes mercados de peixe em 
Chennai, Índia, onde 86,3% apresentaram atividade 
hemolítica. Isto ressalta a importância desse patógeno 
como agente causador de doenças em seres humanos 
e torna-se imperativa a importância da realização de 
novas pesquisas que caracterizem a patogenicidade de 
cepas de Aeromonas isoladas a partir de pescados, além 
de que se estabeleçam limites para essa bactéria em 
pescados.

Para a contagem de Staphylococcus spp, foram 
verificadas 13 amostras (30,95%) com contagens 
entre 2 × 103 a 3,1 × 105 ufC/g (tabela 4). nenhuma 
amostra apresentou contaminação por Staphylococcus 
coagulase positivo.

no entanto, o grupo de bactérias Staphylococcus 
coagulase negativo, quando isolado de alimentos, não 
deve ser ignorado, pois a sua capacidade toxigênica foi 
verificada por PCR39. Considerando-se que os seres 
humanos são portadores de Staphylococcus spp. na pele e 
em mucosas, deve-se adotar hábitos higiênicos durante a 
manipulação do pescado. 

 Acredita-se que as contagens de micro- 
-organismos obtidas nesta pesquisa foram favorecidas 

pela precária estrutura do porto de desembarque, aliado 
à presença de lixo e de animais (bovinos, cães e urubus) 
e práticas inadequadas de manipulação do pescado 
após chegada ao porto de desembarque. A qualidade da 
pescada amarela deve ser priorizada, pois, além do fato 
de ser um alimento perecível, é necessário considerar o 
alto valor de mercado da espécie.

Tabela 4. Contagens de Staphylococcus sp e pesquisa de Staphylococcus 
coagulase positivo em amostras de pescada amarela, 2011

Amostras
N= 13

Staphylococcus spp 
(UFC/g)

Prova de coagulase

01 9,7 × 103 negativa
02 1,3 × 104 negativa
04 2,3 × 104 negativa
05 1,3 × 104 negativa
06 8,2 × 103 negativa
13 2,0 × 105 negativa
14 1,8 × 105 negativa
17 3,1 × 105 negativa
23 8,2 × 104 negativa
24 9,8 × 104 negativa
27 3,1 × 105 negativa
29 2,8 × 104 negativa
39 2,0 × 103 negativa

A contaminação após o desembarque poderá 
contribuir para a baixa qualidade e consequente 
diminuição da vida de prateleira do produto. Além disso, 
o consumo do peixe contaminado pode ser um perigo 
para a saúde humana, especialmente para populações 
suscetíveis, como crianças, idosos e imunodeprimidos.

CONCLUSÃO
 

As amostras de gelo analisadas são impróprias 
para utilização na conservação da pescada amarela. 
A pescada amarela não apresentou contaminação por 
Salmonella, Staphylococcus coagulase positivo e V. 
parahaemolyticus, entretanto, apresentou contagens 
expressivas de bactérias mesófilas e coliformes, 
representando ainda risco de veicular a infecção por A. 
hydrophila para o consumidor. faz-se necessário que a 
legislação brasileira passe por modificações no intuito de 
que se estabeleçam limites para bactérias em pescados 
com importância para a saúde pública.

AGRADECIMENTOS 
À fAPEMA, pela concessão da bolsa, e ao CnPq, pelo 
auxílio financeiro.



683

Lopes IS, Ferreira EM, Pereira DM, Pereira LS, Cunha MCS, Costa FN. Pescada amarela (Cynoscion acoupa) desembarcada: características 
microbiológicas e qualidade do gelo utilizado na sua conservação. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):677-84.

REFERÊNCIAS

1. franco BDGM, landgraf M. Microbiologia dos alimentos. São 
Paulo: Atheneu; 2005. 

2. Alves Cl, Carvalho fln, Guerra CG, Araújo WMC. 
Comercialização de pescado no Distrito federal: avaliação das 
condições. Hig Aliment. 2002;16 (102/103):41-9. 

3. Almeida filho ES, Sigarini CO, Ribeiro Jn, Delmondes EC, 
Stelatto E, Araújo Júnior A. Características microbiológicas de 
“pintado” (Pseudoplatystoma fasciatum) comercializado em 
supermercados e feira livre, no município de Cuibá-Mt. Hig 
Aliment. 2002;16(99):84-8.

4. Brasil. Ministério da Pesca e Aquicultura. Boletim Estatístico da 
Pesca e Aquicultura. 2010. [acesso 2012 abr. 12]. Disponível em: 
[http://www.mpa.gov.br/images/Docs/Informacoes_e_Estatisticas/
Boletim%20Estat%C3%ADstico%20MPA%202010.pdf]. 

5. Almeida zS, Coelho GK, Morais GC, nahum VJI. Inventário 
e Diagnóstico das espécies ícticas comerciais marinhas e 
estuarinas maranhense. In: Silva AC, fortes JlO, organizadores. 
Diversidade biológica, uso e conservação de recursos naturais 
no Maranhão. Projetos e ações em Biologia e Química. São luís: 
uEMA; 2007. v. 2. p. 13-66.

6. Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. 
Instrução normativa nº 62, de 18 de setembro de 2003. Oficializa 
os métodos analíticos oficiais para análises microbiológicas para 
controle de produtos de origem animal e água. Diário Oficial 
[da] união, Brasília (Df); 18 set 2003; Seção 1:14.

7. Vanderzant C, Splittstoesser Df. Compedium for the 
microbiological examination of foods. 3. ed. Washington: 
American Public Health Association; 1992.

8. APHA. American Public Health Association. Committee on 
microbiological metods for foods. Compendium of methods for 
the microbiological examination of foods. 4. ed. Washington: 
APHA; 2001.

9. Silva n, Junqueira VCA, Silveira nfA, taniwaki MH, Rosana fSS, 
Gomes RAR. Manual de métodos de análises microbiológica de 
alimentos. 3. ed. São Paulo: Varela; 2007.

10. ICMSf. International Commission on Microbiological 
Specifications for foods. Microrganisms in food. I-Their 
significance and methods of enumeration. 2. ed. toronto: 
university Press; 1988.

11. Chen J. Pesquisa de Vibrio parahaemolyticus em atum (Thunnus 
spp) comercializado na zona sul do município de São Paulo-
SP [dissertação de mestrado]. São Paulo (SP): faculdade de 
Medicina Veterinária e zootecnia; 2004.

12. Palumbo SA, Williams AC, Buchanan Rl, Phillps JG. Model for 
anaerobic growth of Aeromonas hydrophila K144. J food Protect. 
1991;55(4):260-5.

13. Havellar AH, Vonk M. The preparation of ampicilin dextrin agar 
for the enumeration of Aeromonas in water. lett Appl Microbiol. 
1988;7:169-71.

14. Saad SMI, Iaria St, furlanetto SMP. Motile Aeromonas spp in retail 
vegetables from São Paulo, Brazil. Rev Microbiol. 1995;26(1):22-7.

15. Carnahan AM, Behram S, Joseph SW. Aerokey II: a flexible key 
for identifying clinical Aeromonas species. J Clin Microbiol. 
1991;29:2843-9.

16. Brasil. Ministério do Estado da Saúde. Portaria nº 2.914, de 12 de 
dezembro de 2011. Dispõe sobre os procedimentos de controle e 
de vigilância da qualidade da água para consumo humano e seu 
padrão de potabilidade. Diário Oficial [da] união, Brasília (Df); 
14 dez 2011; Seção 1:39.

17. Vargas DSt, Quintaes KD. Potencial perigo microbiológico 
resultante do uso de caixas plásticas tipo monobloco, no 
armazenamento e transporte de pescados em São Paulo. Ciênc 
tecnol Aliment. 2003;23(3):517-22.

18. lanzarin M, Almeida filho ES, Ritter DO, Mello CA, Corrêa GSS, 
Ignácio CMS. Ocorrência de Aeromonas sp. e micro-organismos 
psicrotróficos e estimativa do prazo de validade comercial de 
filé de pintado (Pseudoplatystoma coruscans) mantidos sob 
refrigeração. Arq Bras Med Vet zootec. 2011;63(6):1541-6.

19. Dorta Vf, Muratori MCS, Almeida CKS, Silva RM, Cardoso 
filho fC. Condições higiênico-sanitárias do gelo utilizado para 
conservação do pescado nos marcados de teresina − PI. Hig 
Aliment. 2011;25(196/197):124-8.

20. Siqueira IB, Sousa PMO, Vieira BR, Okura MH. Análise de água 
dos bebedouros da universidade da Cidade de uberada-MG. 
Hig Aliment. 2011;25(194/195):98-102.

21. falcão JP, Dias AMG, Correa Ef, falcão DP. Microbiological 
quality of ice used to refrigerate foods. food Microbiol. 
2002;19(4):269-76.

22. Scherer R, Daniel AP, August PR, lazzari R, lima Rl, fries 
llM, et al. Efeito do gelo clorado sobre parâmetros químicos 
e microbiológicos da carne de carpa capim (Ctenopharyngodon 
idella). Ciênc tecnol Aliment. 2004;24(4):680-4.

23. Hagler nA, Hagler lCS. Indicadores microbiológicos de 
qualidade sanitária. In: Roitmam I, travassos lR, Azevedo Jl, 
organizadores. tratado de Microbiologia. São Paulo: Manole; 
1988. p. 88-96.

24. Coelho MIS, Mendes ES, Cruz MCS, Bezerra SS, Silva RPP. 
Avaliação da qualidade microbiológica de águas minerais 
consumidas na região metropolitana de Recife, Estado de 
Pernambuco. Acta Sci Health Sci. 2010;32(1):1-8.

25. Silveira nfA, neiva CRP, lemos neto MJ, Perez ACA, Mantovani 
DMB, Morgano M, et al. Caracterização higiênico-sanitária da 
cadeia produtiva do pescado marinho da Baixada Santista-SP. 
Hig Aliment. 2011;25(2):169-71.

26. Dias Vln, ferreira Ef, Coréia GA, Silva ECR, Oliveira 
In, Mouchrek filho VE, et al. Avaliação da qualidade de 
peixe comercializado em Imperatriz − MA. Hig Aliment. 
2010;24(186/187):109-12.

27. Brasil. Ministério da Saúde. Resolução RDC nº 12, de 2 de 
janeiro de 2001. Aprova o Regulamento técnico sobre Padrões 
Microbiológicos para Alimentos. Diário Oficial [da] República 
federativa do Brasil, Brasília (Df); 10 jan 2001; Seção 1(7-E):45-53.

28. ICMSf. International Commission on Microbiological 
Specifications for foods. Microorganisms in foods. Sampling for 
microbiological analysis: Principles and specific applications. 2. 
ed. londres: Blackwell Scientific Publications; 1986.

29. fernandez At, Barbosa fACV. Avaliação microbiológica de 
sardinhas descabeçadas e evisceradas oriundas de feiras-
-livres e peixarias do bairro da Pavuna-RJ. Hig Aliment. 
2010;24(186/187):121-5.



684

Lopes IS, Ferreira EM, Pereira DM, Pereira LS, Cunha MCS, Costa FN. Pescada amarela (Cynoscion acoupa) desembarcada: características 
microbiológicas e qualidade do gelo utilizado na sua conservação. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):677-84.

30. Muratori MCS, Costa APR, Viana CM, Podesta Júnior Rl. 
Qualidade sanitária do pescado “in natura”. Hig Aliment. 
2004;18(116/117):50-4.

31. Hervio-Heath D, Colwell RR, Derrien A, Robert-Pillot A, 
fournier JM, Pommepuy M. Occurrence of pathogenic vibrios 
in coastal areas of france. J Appl Microbiol. 2002;92(26):1123-35.

32. Herrera fC, Santos JA, Otero A, Garcia-lopez Ml. Ocurrence 
of foodborne pathogenic bacteria in retail prepackaged portions 
of marine fish in Spain. J Appl Microbiol. 2006;100(3):527-36.

33. Janda JM, Abbott Sl. The genus Aeromonas: taxonomy, 
pathogenicity and infection. Clin Microbiol Rev. 2010;23(1):35.

34. Park SY, nam HM, Park K, Park SD. Aeromonas hydrophila 
Sepsis Mimicking Vibrio vulnificus Infection. Ann Dermatol. 
2011;23 Suppl 1:S25-S29.

35. Daskalov H. The importance of Aeromonas hydrophila in food 
safety. food Control. 2006;17:474-83.

36. Rodrigues E, fonseca AB, fernandes Ml, Castagna AA, feijó 
MB, Santos MAV. Diversidade na ocorrência de Aeromonas spp. 
em tilápias cultivadas em três diferentes pisciculturas do Estado 
do Rio de Janeiro. Hig Aliment. 2010;24(186/187):116-20.

37. Suhet MI, Schocken-Iturrino RP, Amaral lA. Atividade 
hemolítica e resistência a antimicrobianos por espécies de 
Aeromonas isoladas de criação intensiva de tilápias do nilo 
(Oreochromis Niloticus). ARS Vet. 2011;27(1):36-44.

38. Illanchezian S, Jayaraman S, Manoharan MS, Valsalam S. 
Virulence and Cytotoxicity of Seafood Borne Aeromonas 
hydrophila. Braz J Microbiol. 2010;41:978-83.

39. Cunha MlRS, Peresi E, Calsolari RAO, Araújo Júnior JP. 
Detection of enterotoxins genes in coagulase-negative 
Staphylococci isolated from foods. Braz J Microbiol. 2006; 
37(1):70-4.



685

Artigo Original/Original Article

Rev Inst Adolfo Lutz. 2012; 71(4):685-90

Magnésio urinário, plasmático e eritrocitário: validação do método 
de análise por espectrofotometria de absorção atômica com chama

Magnesium contents in urine, plasma and erythrocyte samples: validation of 
analytical methodology using flame atomic absorption spectrophotometry

Cristiane Hermes SAlES, Vivianne de Sousa ROCHA, luciana SEtARO, Célia COllI*

*Endereço para correspondência: laboratório de nutrição, Departamento de Alimentos e nutrição Experimental, faculdade 
de Ciências farmacêuticas, universidade de São Paulo, Av. Prof. lineu Prestes, 580, Bloco 14, Butantã, São Paulo, SP, Brasil, 
CEP: 05508-000. tel.: (11) 3091-3651, fax: (11) 3091-4410. E-mail: cecolli@usp.br

Recebido: 14.10.2011 − Aceito para publicação: 04.10.2012

RIAlA6/1522

RESUMO
neste estudo foi validada a metodologia de análise de magnésio urinário, plasmático e eritrocitário por 
espectrofotometria de absorção atômica com chama. As análises foram realizadas em pools de amostras 
de urina, de plasma e de eritrócitos de humanos. Para a validação, foram considerados os parâmetros de 
linearidade da curva-padrão, faixa de trabalho, limite de detecção (lD), limite de quantificação (lQ), 
precisão e exatidão da medição. Os lD e lQ da curva foram, respectivamente, de 0,006 e 0,021 μg/ml 
de Mg para urina e plasma, e de 0,003 e 0,010 μg/ml de Mg para eritrócitos. A faixa linear de trabalho 
para determinação de Mg foi entre 0,05 e 0,5 μg/ml de Mg, e as curvas-padrão apresentaram coeficientes 
de correlação maiores do que 0,99, que demonstram a linearidade da metodologia. As precisões intra 
e interensaio superiores a 90% foram consideradas adequadas. As recuperações obtidas, usando-se 
materiais de referência certificados, foram de 101% e de 97%, respectivamente, em urina e plasma. As 
médias de recuperação por adição de padrão foram de 87% para urina e eritrócitos e de 91% para plasma. 
A metodologia avaliada foi linear, sensível, seletiva, precisa e exata; portanto, são confiáveis os resultados 
obtidos.

Palavras-chave. espectrofotometria de absorção atômica, magnésio, eritrócitos, plasma, urina, validação.

ABSTRACT
This study aimed at validating the methodology for analyzing magnesium contents in urine, plasma, 
and erythrocytes samples by atomic absorption spectrophotometry. Pools of human urine, plasma, and 
erythrocytes samples were analyzed. The standard curve linearity, linear response range, detection limit 
(Dl), quantitation limit (Ql), precision, and accuracy of measurement were determined. Dl and Ql 
values were, respectively, 0.006 and 0.021 μg/ml of Mg for urine and plasma, and 0.003 and 0.010 μg/
ml of Mg for erythrocytes. The linear response ranged from 0.05 to 0.5 μg/ml of Mg, and the standards 
curves showed the correlation coefficients higher than 0.99, which demonstrated the linearity of the 
methodology. Intra- and inter-assay precisions above 90% were considered adequate. The accuracy 
obtained with certified reference materials for urine and plasma was 101% and 97%, respectively. The 
average recoveries found by adding the standard were 87% for urine and erythrocytes, and 91% for plasma. 
Therefore, the evaluated methodology showed to be linear, sensitive, specific, precise and accurate, and the 
obtained results were reliable.
Keywords. atomic absorption spectrophotometry, magnesium, erythrocytes, plasma, urine, validation.
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INTRODUÇÃO
 

O magnésio (Mg) teve, nos últimos anos, 
importância reconhecida para diversos processos 
metabólicos. A alteração de sua homeostase é 
associada à maior incidência de doenças crônicas não 
transmissíveis (como diabetes tipo 2, hipertensão, 
doenças cardiovasculares e câncer), e o monitoramento 
de sua distribuição compartimental tem implicações 
fisiológicas importantes no âmbito da saúde1-3.

O status de Mg no organismo pode ser avaliado 
em vários compartimentos biológicos, sendo que sua 
concentração é determinada mais frequentemente em 
soro/plasma, também em urina, células sanguíneas 
(eritrócitos, monócitos e linfócitos) e, mais raramente, 
em músculo e osso, pela maior dificuldade de 
amostragem4-5.

A espectrofotometria de absorção atômica com 
chama é o método mais empregado para a determinação 
de minerais em amostras biológicas, por ser considerado 
acurado e relativamente simples6. todavia, sempre chama 
a atenção o número pequeno de estudos de validação de 
métodos publicados, especialmente no Brasil, nas áreas 
de bioquímica, fisiologia e nutrição, o que mostra que essa 
é uma prática pouco frequente em muitos laboratórios de 
pesquisa. no entanto, a etapa de validação é fundamental 
para a obtenção de resultados confiáveis, uma vez que 
quando confiáveis são reprodutíveis, permitem conclusões 
acertadas e o delineamento de novas hipóteses. Portanto, 
é fundamental que os laboratórios se empenhem nessa 
importante etapa analítica, para economizar tempo e 
recursos, lembrando-se sempre que o método deve ser 
revalidado toda vez que houver alterações das condições 
analíticas (por exemplo, mudança de equipamento ou na 
composição dos reagentes usados)7,8.

O objetivo deste estudo foi validar o método de 
análise do Mg em amostras de urina, plasma e eritrócitos 
por espectrofotometria de absorção atômica (EAA) com 
chama, para viabilizar sua difusão e comparação em 
pesquisas em nutrição e na prática clínica.

MATERIAL E MÉTODOS
 

O estudo foi aprovado pelo comitê de ética em 
pesquisa da faculdade de Ciências farmacêuticas – uSP 
(Protocolo CEP nº 339/2006) e seguiu os padrões exigidos 
pela Declaração de Helsinque. As amostras utilizadas no 
processo de validação foram provenientes de atletas de 

voleibol profissional (n = 12), do sexo masculino, com 
idade entre 15 e 20 anos (18,1 ± 1,4 anos).

toda vidraria foi previamente desmineralizada 
em banho de ácido nítrico 30%, por pelo menos 12 
horas, e depois enxaguadas com água desmineralizada. 
Esse processo é realizado com o objetivo de remover os 
minerais da vidraria e evitar contaminação das amostras.

Amostras biológicas 
As amostras de urina de 24 horas, colhidas 

sem conservantes, foram acidificadas até pH 2 com 
ácido clorídrico 3 M (Synth®, São Paulo, Brasil), 
sendo posteriormente armazenadas em microtubos de 
polipropileno.

O sangue, colhido com seringas plásticas e 
agulhas de inox estéreis e descartáveis, foi transferido 
para tubos contendo citrato de sódio (Synth®, São Paulo, 
Brasil) a 30% (10 μg/ml de sangue), como anticoagulante, 
e centrifugado a 3.500 rpm, durante 15 minutos, a 4 ºC. 
Após centrifugação, o plasma foi distribuído em alíquotas 
de 1 ml. O concentrado de eritrócitos foi lavado três 
vezes, por ressuspensão, com naCl (Synth®, São Paulo, 
Brasil) a 0,9% (1:2 massa de eritrócitos para solução 
salina, v/v), e centrifugado a 10.000 rpm, por 10 minutos, 
a 4 ºC, sendo o sobrenadante desprezado a cada etapa.

Preparo dos pools 
As amostras de urina foram homogeneizadas 

com auxílio de agitador magnético (IKA C-MAG HS 
10, Wilmington, Carolina do norte, EuA), durante 10 
minutos, em rotação média. Preparado o pool, alíquotas 
de 1 ml deste foram armazenadas a -20 °C até o momento 
da análise. O mesmo procedimento foi utilizado no 
preparo dos pools de plasma e de eritrócitos.

Determinação de Mg 
O Mg foi determinado em espectrofotômetro de 

absorção atômica com chama (Perkin Elmer AAnalyst 
100 – norwalk, Ct, EuA), com lâmpada de catodo oco, 
comprimento de onda (λ) de 285,2 nm, fenda (ϕ) de 0,7 
nm, tempo de integração de 2 segundos e chama oxidante 
de ar/acetileno. O método de análise usado baseou-se em 
estudos prévios desenvolvidos em nosso laboratório9,10, 
em nicoll et al.11 e nas recomendações do manual do 
equipamento12.

A curva de calibração foi feita com MgCl2 × 
6H2O – 1.000 mg/l de Mg (titrisol, Merck®, Darmstadt, 
Alemanha), no intervalo de 0,05 a 0,5 μg/ml de Mg. 
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Aos pontos da curva-padrão para análise de Mg em 
eritrócitos, foi adicionado glicerol (Merck®, Darmstadt, 
Alemanha), até concentração final de 5%. As curvas 
foram preparadas a cada dia de análise.

As amostras de urina (125 μl) e de plasma (250 
μl) foram diluídas com água desmineralizada, em 
balões volumétricos, na proporção de 1:400 e 1:100, 
respectivamente. O concentrado de eritrócitos (300 
μl) foi lisado com água desmineralizada (1:4, v/v). 
Desse lisado foram feitas diluições seriadas até que a 
diluição final do concentrado de eritrócitos fosse de 
1:120.

A fim de minimizar interferências espectrais, 
foi adicionado lantânio, tanto nas amostras como 
na curva-padrão, em concentração final de 0,1%. 
Inicialmente, 14,66 g de la2O3 (Merck®, Darmstadt, 
Alemanha) foram diluídos em 10 ml de água; 
posteriormente, foram acrescentados 62,5 ml de HCl 
concentrado (37%) e o volume completado para 250 ml.

Análise de hemoglobina 
A concentração de hemoglobina nos 

eritrócitos lavados foi quantificada pelo método da 
cianometahemoglobina13, utilizando reagentes da 
labtest® (lagoa Santa, MG, Brasil).

Validação 
no processo de validação do método, foram 

avaliados a linearidade, a faixa de trabalho e a faixa 
linear de trabalho, o limite de detecção (lD), o limite de 
quantificação (lQ), a precisão e a exatidão do método.

Limites de detecção e de quantificação
O lD inferior foi obtido pela multiplicação 

do desvio padrão de 10 leituras do branco por 
três, considerando a relação sinal/ruído de 3:1, e o 
produto dividido pelo coeficiente angular da curva 
de calibração. O lQ inferior foi obtido da mesma 
forma, mas considerando a relação sinal/ruído 
de 10:18,14. Para os limites superiores da curva de 
calibração, considerou-se a informação do fabricante 
do equipamento, segundo a qual, nas condições usadas 
(λ 285,2 nm, Φ 0,7 nm), são geradas curvas lineares até 
0,5 μg/ml de Mg12.

Linearidade 
A linearidade das curvas-padrão, obtida por 10 

repetições de cada concentração dos pontos da curva 

(cinco pontos para avaliação da urina e do plasma, e 
sete para eritrócitos), foi avaliada pelo coeficiente de 
correlação (r). foi considerado adequado valor de r 
superior a 0,998.

Sensibilidade 
A sensibilidade foi obtida pelo cálculo do 

coeficiente angular (inclinação) das curvas-padrão 
usadas para definir a linearidade15.

Precisão 
A princípio, foram testadas diversas diluições das 

amostras, de modo a situar a resposta (absorvância) no 
centro da faixa linear de trabalho. Definidas as diluições 
(400 vezes para urina, 100 vezes para plasma e 120 vezes 
para eritrócitos), foi avaliada a precisão de medição, 
pela repetitividade, e a precisão intermediária, as quais 
foram obtidas pela relação do desvio padrão com a 
média aritmética dos resultados obtidos, que fornece a 
imprecisão do método. A precisão intraensaio foi avaliada 
pelo resultado de 10 determinações de cada pool, e a 
interensaio pela primeira determinação (primeiro dia) e 
mais 10 determinações do pool realizadas em um segundo 
e terceiro dias. todas as análises foram realizadas pelo 
mesmo operador, no mesmo equipamento e nas mesmas 
condições experimentais. Considerou-se adequado 
valores de desvios padrões relativos (coeficiente de 
variação, que corresponde à imprecisão do método) 
inferiores a 15 %8,16,17.

Exatidão 
A exatidão foi avaliada pela análise de materiais 

de referência certificados (MRC) e por ensaios de 
recuperação. A exatidão foi obtida pelo erro relativo – 
ER, comparando-se o valor médio obtido com o valor 
certificado, e expressa em porcentagem do viés8,15.

Os MRC usados foram: Trace Elements 
Serum L-I [lote Jl4409] e Urine Blank [lote OK4636] 
(Seronorm®, Billingstad, noruega). Por não se dispor de 
padrão certificado para análise de Mg em eritrócitos, o 
monitoramento das análises nesse compartimento deu-se 
apenas pela adição de padrão.

Para os ensaios de recuperação foram utilizadas 
as amostras diluídas conforme procedimentos descritos 
anteriormente. Alíquotas de cada amostra diluída foram 
transferidas para tubos de ensaio, e feita então a adição 
de padrões com concentrações diferentes de Mg: 0; 0,05; 
0,1 e 0,2 μg/ml, para urina e plasma, e 0; 0,125; 0,25; 0,5 
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μg/ml, para eritrócitos. Para cada adição de padrão foram 
feitas 10 replicatas por amostra biológica. Considerou-se 
como adequado valores de recuperação entre 70 e 120%8,16.

Análise estatística 
Regressão linear, análise de variância (AnOVA) 

e teste t-Student para amostras não pareadas foram 
realizadas com software SPSS 15.0 for Windows (Chicago, 
Illinois, EuA), considerando nível de confiança de 95% e 
alfa de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
 

Inicialmente determinaram-se os lD e lQ, que 
foram, respectivamente, de 0,006 μg/ml de Mg e de 
0,021 μg/ml de Mg em urina e plasma, e de 0,003 μg/
ml de Mg e de 0,010 μg/ml de Mg em eritrócitos. Esses 
valores são similares a outros descritos na literatura por 
EAA18,19, e sua determinação permite que se estabeleça 
até que nível de concentração do mensurando o método 
é confiável14.

Determinados esses limites, a faixa linear de 
trabalho foi estabelecida entre 0,05 e 0,5 μg/ml de Mg. As 
curvas-padrão, geradas a partir de 10 replicatas de cada 
concentração, apresentaram coeficiente de correlação 
(r) de 0,9991 (sem glicerol; para plasma e urina) e de 
0,9999 (com glicerol; para eritrócitos). A sensibilidade 
foi de 1,46 ml/µg em plasma e urina, e de 0,94 ml/µg 
em eritrócitos (figura 1). Esses valores indicam um bom 
ajuste entre o sinal gerado pelo aparelho e a concentração 
obtida do mineral e comprovam a linearidade da curva, 
no intervalo de concentração estabelecido8,15.

As precisões intraensaio foram de 96% em urina, 
95% em plasma e 96% em eritrócitos; e as interensaios 
de 95%, 95% e 96% em urina, plasma e eritrócitos, 
respectivamente.

Os resultados deste estudo são similares aos 
obtidos anteriormente em nosso laboratório, em outro 
EAA (Hitachi z-5000; 97-98 % em urina, 95-96% em 
plasma10 e 95-98% em eritrócitos9), e aos de Hulanicki et 
al.18 (97% em plasma e soro e 93% em eritrócitos – EAA 
Pu 9100X com atomizador Pu 9390X Philips Scientific) 
e de Stone et al.19 (precisão intraensaio de 97-99% e 
interensaio de 95-97% em amostras de soro – Varian 
AA1275). Gilroy et al.20, que avaliaram soro de felinos em 
analisador de eletrodo íon-seletivo CRt8 nova, também 
obtiveram precisões similares: intraensaio de 99-100 % e 
interensaio de 98-99%.
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Figura 1. Curvas-padrão de Mg e de adição de padrão em urina (A), 
plasma (B) e eritrócitos (C), n = 10, em cada ponto. y: resposta medida 
[absorbância], x: concentração, a: interseção com o eixo y quando x = 0 
[erro randômico ou indeterminado] e b: inclinação [sensibilidade]; R2: 
coeficiente de determinação; p: nível de significância; m = tg α = a/b
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Os valores obtidos de precisão estão dentro 
do limite aceitável (> 90%) para micronutrientes14,21 e 
dentro do recomendado pela AnVISA8, indicando que 
a variabilidade entre os resultados, que é associada ao 
erro aleatório, ou seja, ao erro não previsível (que ocorre 
ao acaso e tende a diminuir após várias repetições), 
está dentro da variação prevista. Vale destacar que 
é mais aconselhável que se adote, na avaliação do 
método, a precisão intermediária (interensaio) ao 
invés da repetitividade (intraensaio), por ela ser a mais 
representativa da variabilidade dos resultados em um 
único laboratório16.

É importante que se assegure que os métodos 
usados para avaliação de minerais apresentem boa precisão, 
uma vez que as concentrações presentes nas amostras 
comumente são baixas, e minimizar possíveis erros.

Outro parâmetro fundamental para que se 
obtenham resultados confiáveis é a exatidão, que 
representa o grau de concordância entre o valor médio 
obtido de uma série de resultados, com um valor 
verdadeiro convencional ou um valor de referência 
aceito14, e, tanto nos ensaios com MRC quanto nos ensaios 
de recuperação na matriz (tabela 1), observaram-se 
resultados dentro de limites aceitáveis: 70-120%.

Tabela 1. Exatidão do método de avaliação de Mg em amostras de 
urina, plasma e eritrócitos, avaliadas pela adição de padrões

Amostras

Quantidade de Mg 
(μg/mL) n

% recuperação

amostra
padrão 

adicionado
x
_

(s) 
individual*

x
_

(s) total† CV%

urina

0,048 0,000 10 - 87,0(6,3) 7,3
0,048 0,050 10 94,3(6,8)
0,048 0,100 10 83,1(2,5)
0,048 0,200 10 83,6(2,1)

Plasma

0,026 0,000 10 – 90,5(4,4) 4,9
0,026 0,050 10 95,5(1,2)
0,026 0,100 10 88,7(0,7)
0,026 0, 200 10 87,2(0,3)

Eritrócitos

0,062 0,000 10 – 87,1(0,8) 0,9
0,062 0,125 10 87,5(3,0)
0,062 0,250 10 86,2(1,3)
0,062 0,500 10 87,7(1,2)

x
_

: média; s: desvio padrão; CV%: coeficiente de variação em porcen-
tagem.
* médias e desvios padrões obtidos dos resultados das 10 replicatas de 
cada ponto avaliado.
† médias e desvios padrões de todos os pontos avaliados.

neste estudo, com o uso dos MRC foram obtidas 
exatidões (erros relativos) de 101% e de 97% em ensaios 
feitos na urina e no plasma, respectivamente, e com os 
ensaios de recuperação, de 87%, 91% e 87% (tabela 1) 
foram obtidas para o método, quando as matrizes foram, 
respectivamente, urina, plasma e eritrócitos.

Dentre os estudos de validação de magnésio 
encontrados na literatura, o único que usou MRC 
foi Hulanicki et al.18, que obtiveram exatidões de 
aproximadamente 92% usando o Quality Serum KOnE. 
O uso correto do MRC, além de permitir avaliar o 
desempenho das análises de um laboratório, é mais 
recomendado, por minimizar erros sistemáticos15,21.

Em ensaios de recuperação, outros estudos 
utilizando EAA obtiveram resultados de exatidão 
similares aos do presente estudo19,22,23. As pequenas 
variações de recuperação observadas entre os estudos 
podem ser explicadas: 1) pelo próprio método em si, ou 
seja, ser um erro inerente ao método; 2) por diferenças 
nas marcas dos equipamentos; 3) manejo técnico do 
operador; 4) pelo diluente utilizado para o preparo das 
amostras poder gerar alguma interferência; ou ainda, 5) 
pela matriz utilizada em cada estudo, que, dependendo 
da quantidade de outras substâncias presentes nesta 
matriz, pode influenciar no processo de atomização.

Outro parâmetro avaliado foi a seletividade: 
as curvas de padrão adicionado apresentaram forte 
correlação (r = 0,9999 em urina, 0,9999 em plasma 
e 0,9997 em eritrócitos) e paralelismo com as curvas 
analíticas padrão (figura 1), o que comprova a não 
interferência das matrizes testadas.

Pode-se, portanto, afirmar que o método é 
adequado para análise de Mg não somente em plasma, 
como em urina e em eritrócitos (havendo poucos estudos 
de validação feitos nessas células). O cojunto dessas 
determinações permite a avaliação mais completa do 
status de Mg em diferentes condições de saúde do ser 
humano.

CONCLUSÃO
 

Com base nos dados obtidos, pode-se concluir 
que o método testado é preciso e exato, além de sensível 
e seletivo para a determinação de Mg na urina, plasma e 
eritrócitos, gerando resultados confiáveis.
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RESUMO 
O uso do conceito do Erro total em validação de métodos analíticos é abordagem que incorpora a expressão 
da soma da veracidade e da precisão. Esse método utiliza ainda os Perfis de Exatidão baseados em intervalos 
de tolerância (ou intervalos de predição) para decidir se um modelo de calibração dará resultados de 
qualidade e prevê o controle do risco de aceitar uma metodologia imprópria. Com a finalidade de avaliar 
o uso dessas ferramentas para efetuar a validação de bioensaios, foram aplicados o Conceito do Erro total, 
os perfis de Exatidão e os Índices de Exatidão no pré-estudo de validação de ElISA para determinar o teor 
de ovoalbumina em vacinas, abrangendo-se o intervalo de 33-167% da concentração alvo (5,0µg/ml) e 
um intervalo controle abaixo dessa faixa (0,33-2,5%). O pré-estudo de validação demonstrou que o ensaio 
apresenta exatidão, precisão, linearidade e veracidade em conformidade no intervalo de concentrações 
1,25-10µg/ml, e mostrou ser ensaio confiável para avaliar o teor de ovalbumina. A abordagem do conceito 
do Erro total é ferramenta para efetuar validações que apresentam desempenho superior à abordagem 
clássica, que avalia os componentes de veracidade e precisão isoladamente, e é capaz de identificar 
deficiências na Exatidão de um bioensaio.
Palavras-chave. vacina, validação, bioensaio, erro total, ElISA.

ABSTRACT 
The use of the total Error approach for validating the analytical methods incorporates the expression 
of the sum of trueness and precision. This analysis also uses the Accuracy Profiles based on tolerance 
intervals (or prediction intervals) to determine whether a calibration model will provide quality results 
and to predict the control of risk in accepting an inadequate methodology. In order to evaluate the use of 
the total Error, the Accuracy Profiles and the Accuracy Index approaches for validating bioassays, these 
tools were used in the pre-study of validation of an ElISA for determining the ovalbumin contents in 
vaccines. And it covered the range of 33-167% of target concentration (5.0 ug/ml) and the control interval 
below this range (0.33-2.5%). The pre-study validation showed that this assay demonstrates complying 
accuracy, precision, linearity and accuracy in the concentration range of 1.25-10μg/ml; and it is a reliable 
methodology to assess the ovalbumin contents. The total Error approach is a validation tool that shows 
superior performance, when compared to the classical analysis, which assesses the trueness and precision 
components separately, and it is qualified to identify the deficiencies in the accuracy of a bioassay.
Keywords. vaccine, validation, bioassay, total error, ElISA.
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INTRODUÇÃO 

Os bioensaios, normalmente usados para 
estimar a potência de drogas, distinguem-se de testes 
químicos por serem realizados em substratos biológicos 
(e.g. animais, células vivas ou complexos funcionais de 
receptores-alvo). Devido a múltiplos fatores operacionais 
e biológicos oriundos da base biológica, eles tipicamente 
exibem maior variabilidade em relação aos testes baseados 
em química1. Cada unidade experimental tem uma 
individualidade que confere características que diferem 
de uma unidade para a outra. Como consequência, uma 
variabilidade, por vezes importante, é observada. Além 
dessa variabilidade inerente às unidades experimentais, 
devem ser consideradas todas as outras fontes de 
variação: fatores imprevisíveis ou sistemáticos que não 
estejam sob controle (como efeito de lotes de reagente, 
efeito da temperatura, variação ao longo do tempo e 
interferências específicas)2.

Sistemas de garantia da qualidade, como as Boas 
Práticas de fabricação e a ISO/IEC 170253, requerem o 
uso de procedimentos analíticos devidamente validados. 
Embora seja aceito que métodos farmacopeicos não 
requeiram revalidação4, para a liberação de lotes de 
produtos, certos procedimentos devem ser realizados 
para garantir que esses métodos sejam aplicáveis na sua 
utilização e pode ser necessário confirmar a precisão do 
método ou a sua confiabilidade em atingir os níveis de 
detecção do método validado.

A conformidade de um dado método com os 
objetivos de uso é normalmente avaliada em duas fases. 
Primeiro uma fase de “pré-estudo” é conduzida para 
provar, com base em um desenho de experimento, que 
o método é capaz de apresentar resultados de qualidade. 
Então, no uso de rotina, o laboratório deve verificar se o 
método analítico de interesse se mantém válido ao longo 
do tempo e que cada corrida obtenha medidas confiáveis5.

na indústria farmacêutica, validações analíticas 
são realizadas de acordo com o guia da International 
Conference on Harmonization (ICH)6, no entanto, na 
introdução desse guia, parte II, é declarado que “devido 
a sua natureza complexa, procedimentos analíticos para 
produtos biológicos ou biotecnológicos, em alguns 
casos, podem ser abordados de forma diferente deste 
documento”5. Manter-se fiel às recomendações do ICH 
é inviável, especialmente no caso de produtos compostos 
por matrizes biológicas (vacinas e soros), e/ou de uso de 
ensaios biológicos ou de ambos2.

O ICH6 recomenda que para estudos de validação 
de ensaio de natureza quantitativa os parâmetros mais 
relevantes a serem avaliados são a linearidade (habilidade, 
em uma dada faixa, do ensaio obter resultados que são 
diretamente proporcionais à concentração do analito 
na amostra), a Exatidão (grau de concordância entre 
resultados de um teste ou resultado de uma medição e 
o valor verdadeiro7) e a Precisão (grau de concordância 
entre resultados independentes de testes/medições, 
obtidos sob condições especificadas7). 

A norma ISO 57258, em sua parte 1, provê uma 
definição adequada para a determinação da Exatidão 
de métodos quantitativos, definida como a soma da 
Veracidade (grau de concordância entre a média de um 
número infinito de valores medidos repetidos e um valor 
de referência7) e da Precisão (grau de concordância entre 
expectativas de um resultado de teste ou medição e um 
valor verdadeiro7), sendo a Veracidade expressa como 
a tendência (do termo inglês bias, diferença entre a 
expectativa de resultado de um teste ou medição e um 
valor verdadeiro, expressando o total do erro sistemático 
em contraste ao erro aleatório7). Essa abordagem para 
validação e transferência de métodos analíticos, também 
chamada de “Conceito do Erro total”9, desde sua 
publicação inicial pela comissão da “Societé française des 
Sciences et techniques Pharmaceutiques” (SfStP), tem 
sido difundida, já sofreu algumas modificações e recebeu 
propostas visando um processo contínuo de melhorias10. 

Esse conceito se baseia na utilização de um 
intervalo de conteúdo-β de tolerância, inicialmente 
proposto por Mee11 que define um intervalo que contém 
uma proporção esperada β de futuros resultados, 
seguindo a notação clássica em estatística, β representa 
a probabilidade de ocorrência do Erro tipo II – a 
probabilidade de aceitar-se a hipótese nula quando ela 
está errada; nesse contexto corresponderá ao erro de 
concluir que um resultado esteja satisfatório quando ele 
estiver insatisfatório12. Essa abordagem global considera 
um procedimento conforme se a probabilidade de que 
a diferença entre cada medida de uma amostra e seu 
“valor verdadeiro” estiver dentro de limites de aceitação 
predefinidos pelo analista. O valor dos limites deve ser 
escolhido de acordo com o objetivo de uso dos resultados. 
O objetivo é ligado às normas utilizadas para o ensaio 
(e.g. 15% em amostras clínicas, 30% para ensaios de 
ligação como Radio Imuno Ensaio e ElISA etc.5).

na fase de pré-estudo, o procedimento de 
validação consiste em mensurar um conjunto de 
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amostras para o qual os valores nominais sejam 
conhecidos e organizados de acordo com um desenho 
de experimento ideal. O desenho deverá permitir 
que sejam mensurados a Veracidade e a Precisão nos 
diferentes valores nominais e, se necessário, prover 
uma decomposição da precisão global nos seus diversos 
componentes de variâncias (repetibilidade, entre-ensaios 
e entre-laboratórios5). 

É de primordial importância ter definições claras 
dos parâmetros de validação diferentes para avaliar a 
validade deste. também é necessário ter metodologias 
de acordo com essas definições e, consequentemente, 
utilizar métodos estatísticos que sejam relevantes com 
essas definições, com o objetivo da validação e com o 
objetivo do método analítico. 

Vários autores têm assinalado as inconsistências 
entre algumas definições dos parâmetros e os 
procedimentos experimentais propostos para avaliá-los 
em documentos dedicados à validação de métodos 
analíticos na área farmacêutica, juntamente com os 
riscos e problemas ao tentar lidar com os contraditórios, 
e às vezes cientificamente irrelevantes, requisitos e 
definições. Para ensaios bioanalíticos, revisões extensas 
já avaliaram o problema da diferença da definição de 
exatidão relativa e veracidade10,13-16.

Apenas quando a avaliação da exatidão dos 
resultados leva em conta o conceito do Erro total, 
haverá garantias tanto ao laboratório quanto aos órgãos 
reguladores da habilidade do método em atingir seu 
propósito, enquanto a decisão baseada na avaliação em 
separado do critério de veracidade e precisão não pode 
atingir isto17.

O Conceito do Erro Total 
O uso de intervalos de confiança e/ou Erro total 

em validação de métodos tem sido discutido ou proposto 
na literatura2,10,16-21. O uso do Erro total é uma abordagem 
estatística e cientificamente fundamentada que incorpora 
tanto os erros sistemáticos quanto os aleatórios. O 
conceito do Erro total reflete quão grande o erro de 
medida pode ser e é facilmente entendido por analistas. 
Outra vantagem é que essa abordagem permite o controle 
do risco de aceitar-se um método impróprio enquanto 
provê garantias de que os resultados das medições, que 
serão obtidos durante o uso futuro do método validado, 
estarão incluídos dentre limites de aceitação fixados de 
acordo com os requisitos. Esse último ponto não é apenas 
essencial para o analista, assim como suas conclusões e 

diagnóstico são feitos em relação aos resultados obtidos. 
também é uma crescente exigência das autoridades 
regulatórias gerenciar o risco associado ao uso desses 
métodos na análise de rotina22,23.

Essa abordagem tem sido utilizada 
extensivamente para métodos físico químicos, e 
findlay et al.24 recomendaram seu uso para validação 
de imunoensaios no campo farmacêutico; Gibelin et 
al.2 comprovaram sua utilidade em ensaios de avaliação 
de atividade viral em cultura de células na produção de 
vacinas aviárias; Dos Santos et al.25 aplicaram o conceito 
do Erro total na validação de um ensaio de potência 
para vacina viral contra poliomielite oral; e Gaudin e 
laurentie26 aplicaram o conceito na revalidação de um 
ensaio imunoenzimático anteriormente validado pela 
abordagem clássica.

O Perfil de Exatidão e o Índice de Exatidão 
O Perfil de Exatidão é uma ferramenta para 

tomada de decisão para acessar a validade de um método 
analítico, ou seja, sua habilidade para quantificar o mais 
exatamente quanto possível e é obtido simplesmente 
através da ligação dos limites inferiores e da ligação dos 
limites superiores. A inclusão do Perfil de medição de 
erro, dentro dos limites de aceitação preestabelecidos nos 
níveis-chave, deve ser examinada antes de declarar que 
o procedimento é válido sobre um intervalo específico 
de valores. Derringer e Suich27 e Derringer28 elaboraram 
os índices globais de conveniência (IGC) baseados nos 
critérios mais importantes de validação, que permitem 
calcular um Índice denominado Índice de Exatidão. 
Quando aplicados aos Perfis de Exatidão, esses índices 
permitem aumentar a objetividade da tomada de decisão. 

 Estimar os parâmetros Veracidade e Precisão, 
variância intrasséries e variância interséries em cada 
nível de concentração, não é o objetivo final, mas uma 
etapa necessária para calcular a proporção esperada de 
resultados situados nos limites de aceitação19.

Cálculo da Incerteza 
A incerteza de Medição é um parâmetro 

associado a um resultado de medição ou teste que 
caracteriza a dispersão dos valores que razoavelmente 
são atribuídos a uma particular quantidade submetida 
à medição ou característica submetida ao teste7 e, 
segundo a EuRACHEM29, é a indicação quantitativa 
da qualidade dos resultados de medição, sem a qual os 
mesmos não poderiam ser comparados entre si, com os 
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valores de referência especificados ou com um padrão. 
no entanto, a norma ISO 17025 reconhece que, em 
determinados casos, a natureza do método de teste pode 
impedir um cálculo da incerteza de medição rigoroso, 
válido metrológica e estatisticamente, mas define 
que laboratórios de ensaio devem possuir e aplicar 
procedimentos para estimá-la3. 

A Vacina Contra Febre Amarela
A vacina contra febre amarela é constituída de 

vírus “vivo” atenuado e apresentada sob a forma liofilizada. 
Após a reconstituição com diluente apropriado, tem 
aspecto de suspensão homogênea, podendo demonstrar 
coloração devido à presença de indicador de pH. A 
produção da vacina é baseada no sistema de lote-semente 
primário da cepa 17D, da qual, por meio de passagens 
em ovos embrionados de galinha SPf (Specific Pathogen 
free − livre de micro-organismos patogênicos) ou em 
cultura de células suscetíveis, se origina o lote-semente 
secundário.

Quando a vacina é produzida em ovos, a 
ovoalbumina é um resíduo da produção e só pode 
estar presente em uma concentração ≤ 5 µg/dose30. 
A detecção é feita por um ensaio imunoenzimático 
(ElISA) desenvolvido em Biomanguinhos (fIOCRuz 
− RJ). Ensaios imunoenzimáticos envolvem reagentes 
derivados de fontes biológicas e podem estar sujeitos a 
uma inerente variabilidade31.

A Ovoalbumina
A ovoalbumina está presente na clara do ovo 

e corresponde a 54% da proteína da clara32. É um dos 
principais alérgenos da clara do ovo de galinha e é 
frequentemente a causa de reações de hipersensibilidade 
a alimentos. As alergias ao ovo ocorrem em cerca de 
0,5% da população e em cerca de 5% das crianças com 
alergias. Quantidades de proteínas do ovo encontrado 
na vacina contra influenza (ou seja, cerca de 0,02 a 1,0 
µg por dose) são suficientes para induzir reações graves 
de hipersensibilidade, mas raramente fatais em crianças 
com alergia ao ovo33. 

A proposta desta pesquisa é avaliar abordagens 
alternativas para validação de métodos de bioensaios 
quantitativos do tipo imunoenzimático, aplicando o 
conceito do Erro total, o Perfil de Exatidão e os Índices 
Globais de Conveniência com a finalidade de testar 
a capacidade dessas ferramentas em demonstrar a 
adequação de um método à finalidade de uso.

MATERIAL E MÉTODOS 

Com a finalidade de avaliar a utilização do 
Conceito do Erro total como ferramenta em validações 
de bioensaios, no presente trabalho realizamos o 
pré-estudo de validação do ensaio imunoenzimático 
(ElISA) cujo propósito de uso é a determinação do teor 
de ovoalbumina residual (EDtO) para vacinas contra 
febre Amarela, sendo, portanto, classificado como um 
ensaio de determinação de impurezas.

O trabalho consistiu de diferentes etapas:

a) Pré-estudo de validação – como uma etapa 
necessária para aplicação do conceito do Erro total, a 
construção dos Perfis de Exatidão e o cálculo do Índice de 
Exatidão foram determinados os seguintes parâmetros:

•	 Função	 de	 Resposta	 (relação	 entre	 a	 resposta	
instrumental e a concentração16);

•	 Linearidade	 (relação	 entre	 a	 quantidade	
introduzida e a quantidade calculada em retorno através 
da curva de calibração16);

•	Intervalo	de	Quantificação;
•	Limite	de	Quantificação;	
•	Veracidade;
•	Precisão	(intraensaios,	entre	ensaios	e	precisão	

intermediária).
b) Avaliação da Exatidão do ensaio utilizando o 

Conceito do Erro total para construir Perfis de Exatidão 
dos resultados, obtidos no modelo de regressão não 
linear logística de quatro parâmetros (modelo 4Pl).

c) Avaliação dos perfis de Exatidão utilizando 
os Índices Globais de Conveniência, como descrito por 
Rozet et al.17, para o cálculo do Índice de Exatidão. 

d) Os perfis de Exatidão foram ainda utilizados 
para identificar a concentração de padrão de ovalbumina 
que, ao ser utilizada na elaboração da curva de 
calibração, obteria resultados mais exatos, comparando a 
concentração recomendada na farmacopeia Brasileira30 
com outras concentrações do padrão utilizadas no 
estudo. 

Amostras de Padrões
O pré-estudo de validação analisou apenas 

amostras de padrões diluídas ora como padrão 
de calibração, ora como padrões de validação em 
diferentes concentrações. foi utilizado um lote de 
padrão de ovoalbumina de ovos de galinha (Sigma, 
A2512), preparado no laboratório, na concentração 
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de 100 µg.ml-1, que foi diluído para obter as diferentes 
concentrações utilizadas. 

Padrão de Calibração
O padrão de calibração foi utilizado na 

concentração 1,00 µg.ml-1, como recomendado na 
farmacopeia Brasileira30. 

Padrões de Validação
foram utilizados padrões de validação nas 

concentrações 0,0156; 0,0625; 0,25; 1,25; 1,82; 5,0; 6,86 
e 10,0 µg.ml-1. 

Posteriormente, os valores de densidades óticas 
(OD) obtidos com as concentrações 1,25; 1,82 e 5,0 µg.ml-1 
foram utilizados na construção da curva padrão para 
determinação das concentrações dos demais padrões de 
validação em função destas, com a finalidade de avaliar a 
concentração de padrão que renderia resultados mais exatos.

Método analítico: ELISA para a determinação do teor 
de ovoalbumina 

Os padrões de ovoalbumina de calibração e de 
validação foram submetidos ao EDtO. A curva padrão de 
ovoalbumina foi realizada com oito diluições contendo 
de 1,0 µg a 0,008 µg.ml-1. A cada ensaio, o padrão de 
calibração e os padrões de validação foram previamente 
diluídos em salina tamponada com fosfatos com tween 
20 e leite em pó desnatado (PBS/t20 0,05%/nfDM), 
visando obter as concentrações desejadas, e foram 
aplicados nos primeiros poços sendo diluídos, com fator 
dois, a partir dos segundos poços da placa até completar 
um total de oito diluições para cada padrão. Controles 
positivos e negativos (branco) foram incluídos em cada 
placa. A placa de 96 orifícios (MaxSorp™, nunc, nY, 
uSA) foi previamente sensibilizada com anticorpos de 
coelho antiovoalbumina (Biomanguinhos/fIOCRuz) 
em tampão carbonato-bicarbonato de sódio pH 9,6 e 
bloqueada com albumina sérica bovina a 3% (p/v). A 
incubação foi realizada por 30 min a 37 °C. As placas 
foram lavadas com salina tamponada com tween 20 (PBS/
t20 0,05%) e o anticorpo de coelho antiovoalbumina 
(Biomanguinhos/fIOCRuz) conjugado a peroxidase 
em PBS/t20 0,05%/nfDM foi adicionado. foi realizada 
nova incubação por 30 min a 37 °C e nova lavagem. A 
reação foi revelada com o substrato para a peroxidase 
em tampão citrato-fosfato pH 5,0 e foi interrompida 
com ácido sulfúrico 2 M. A leitura das DOs foi realizada 
em leitor de microplacas a um comprimento de onda 

bicromático de 450/630 nm. O teor de ovoalbumina 
residual foi calculado utilizando o modelo 4Pl no software 
estatístico CombiStats do EDQM34. 

Pré-estudo de validação
Matriz de Ensaios

Com a finalidade de avaliar os parâmetros 
definidos, uma matriz de ensaios foi desenhada visando 
obter o máximo de informações de cada corrida e foi 
estabelecido que seriam realizadas no mínimo cinco 
corridas válidas (p = 5) com cinco concentrações do 
padrão (m = 5) em duas replicatas (n = 2). foram 
estudados dois intervalos de doses: o Intervalo de Estudo 
e o Intervalo de Controle. 

Intervalo de Estudo 
Para o intervalo de estudo, as concentrações 

foram proporcionalmente espaçadas em escala 
logarítmica, como recomendado em uSP35, visando 
abranger a faixa de 33 a 167% da concentração alvo de 
5,0 µg.ml-1, uma vez que o limite de aceitação do teor de 
ovoalbumina na vacina de febre amarela são 5,0 µg/dose. 
As concentrações escolhidas foram 25% (1,25 µg.ml-1), 
36,4% (1,82 µg.ml-1), 100% (5,0 µg.ml-1), 137% (6,86 
µg.ml-1) e 200% (10 µg.ml-1).

 
Intervalo de Controle 

Para o intervalo de controle, posteriormente, 
quatro ensaios adicionais (p = 4) com três replicatas 
(n = 3) foram realizados utilizando três concentrações 
(m = 3), abaixo do intervalo recomendado em uSP35, 
0,31% (0,0156 µg.ml-1), 1,25% (0,0625 µg.ml-1) e 5% 
(0,25 µg.ml-1), para testar a sensibilidade da abordagem 
adotada, estendendo o Intervalo de doses até o 
esgotamento da resposta, avaliando o comportamento do 
ensaio deliberadamente fora do Intervalo 33-167%. 

um total de nove ensaios válidos foi utilizado 
no estudo, cinco do Intervalo de Estudo e quatro do 
Intervalo Controle. 

Análise Estatística
Os resultados do teor de ovoalbumina foram 

calculados para cada replicata de cada concentração 
do padrão, para cada um dos ensaios, pelo modelo de 
regressão não linear logística de quatro parâmetros 
(modelo 4Pl), utilizando o software CombiStats34.

A homogeneidade dos resultados de ensaios 
obtidos em cada concentração foi avaliada pelo método de 



696

Possas JLS, Santos JE, Nascimento MC, Santos PA, Anjos DWC, Moura WC. Uso do conceito do erro total, dos perfis de exatidão e do 
índice de exatidão no pré-estudo de validação de ensaio imunoenzimático. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):691-705.

Grubbs36 para identificação de valores aberrantes (outliers). 
Apenas uma replicata foi identificada como valor aberrante 
e foi substituído pelo valor da outra replicata para permitir 
a realização dos cálculos, uma vez que foi adotado um 
modelo balanceado que necessita de um número idêntico 
de corridas e replicatas para cada concentração.

foi empregada a abordagem do Conceito do Erro 
total, seguindo as recomendações da SfStP10,19,20,37, e o 
perfil de Exatidão dos resultados obtidos no modelo 4Pl 
nas diferentes concentrações estudadas foi construído 
como descrito por Rozet et al.17. Para interpretar 
a adequação do perfil de exatidão obtido, foram 
empregados os Índices de Conveniência Globais, em que 
o Índice de Exatidão foi calculado utilizando o Índice de 
Intervalo, o Índice de Veracidade e o Índice de Precisão 
obtidos como descrito em Rozet et al.17, para tanto, uma 
planilha do Microsoft Excel® foi elaborada e validada 
frente aos dados do referido artigo. 

foram também comparados, através do Índice de 
Exatidão, os perfis de Exatidão obtidos quando os resultados 
foram calculados utilizando as concentrações 1,25; 1,82 e 
5,0 µg.ml-1 do padrão na construção da curva de calibração.

Intervalo, Limite Inferior de Quantificação e Limite de 
Detecção

O Intervalo de um bioensaio é definido como 
as concentrações ou potências para as quais tenha 
sido demonstrado que o método analítico tenha níveis 
satisfatórios de Veracidade e Precisão Intermediária, e o 
limite Inferior de Quantificação será a menor concentração 
ou potência em que essas condições forem atendidas.

O limite Inferior de Detecção foi considerado 
como sendo três desvios padrões acima da média do branco 
(controle de background), como recomendado em WHO38.

Veracidade
A Veracidade do método, expressa pelo Erro 

Relativo % (ER%), foi determinada como descrito por 
Rozet et al.17, utilizando-se a equação 1. 

µ µ
µ

= −





ER% 100. T

T

Onde:
ER% = Erro Relativo percentual
µ = média dos resultados obtidos 
µt = concentração nominal

Precisão 
A partir das concentrações estimadas, utilizando 

as fórmulas clássicas dos quadrados mínimos em 
uma AnOVA, como descrito por Rozet et al.17, foram 
calculadas a variância da Repetibilidade σ i

2 , utilizando 
os resultados das diferentes replicatas em cada ensaio, 
da Precisão entre-ensaios σ β

2
, utilizando os resultados 

obtidos nas diferentes corridas de ensaios, e da Precisão 
Intermediária, pela soma das variâncias intra e entre-
ensaios σ σ σ( )= + βIP i

2 2 2 , que permitiram avaliar a precisão do 
método pela determinação da Repetibilidade, da Precisão 
entre-ensaios e da Precisão Intermediária, expressas 
como Coeficiente de Variação percentual (CV%) obtidos 
através da divisão dos desvios padrões calculados 
pela concentração nominal σ      µ/ T

2  nos oito níveis de 
concentrações, como anteriormente descrito8,10,17.

Exatidão
na abordagem do Conceito do Erro total, segundo 

Rozet et al.17, foi construído um Intervalo de conteúdo-β 
(limite Inferior – lI, limite Superior – lS) de 95%, com 
nível de confiança γ de 95%. O intervalo (lI, lS), que é 
calculado utilizando o ER% e a precisão intermediária e 
demonstra a exatidão do método, foi comparado com os 
limites de aceitação adotados de ± 20% (A, B). Quando 
o intervalo (lI, lS) se apresentou completamente entre 
os limites de aceitação (A, B), o método foi aceito como 
exato; quando não, o método não foi aceito. A Exatidão foi 
então demonstrada pelos Perfis de Exatidão construídos 
que foram avaliados pelo Índice de Exatidão.

Comparação de diferentes concentrações do padrão de 
calibração 

foram ainda comparados os perfis de Exatidão 
obtidos quando diferentes concentrações foram utilizadas 
para gerar a curva de calibração, visando testar a eficiência 
da concentração definida na farmacopeia Brasileira30 
(1,0 µg.ml-1) no cálculo de resultados do ensaio, frente 
a concentrações mais próximas à concentração alvo (5,0 
µg.ml-1). Estes perfis também foram analisados pelos 
Índices Globais de Conveniência.

Índice de Exatidão
Derringer e Suich27 e Derringer28 elaboraram 

os índices globais de conveniência (IGC) baseados nos 
critérios mais importantes de validação, que variam 
de 0 a 1, para aumentar a objetividade da tomada de 
decisão, permitindo demonstrar a qualidade geral do 



697

Possas JLS, Santos JE, Nascimento MC, Santos PA, Anjos DWC, Moura WC. Uso do conceito do erro total, dos perfis de exatidão e do 
índice de exatidão no pré-estudo de validação de ensaio imunoenzimático. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):691-705.

método sendo validado sob o Intervalo estudado. Para 
tanto, foi necessário atribuir um IGC ao Intervalo de 
doses (ID), à veracidade (Iv) e à precisão (IP), os cálculos 
foram realizados segundo Rozet et al.17. finalmente, para 
estimar a qualidade geral do método, foi calculado um 
Índice denominado Índice de Exatidão (IE ), que é definido 
como a combinação dos critérios anteriores através da 
obtenção da média geométrica dos três Índices.

Critérios de aceitação da Exatidão 
Para que um método de imunoensaio seja aceito, 

é recomendado que a precisão intermediária (CV%) e a 
Veracidade (ER%) sejam ambas ≤ 20% (25% no lIQ)39. 

foram computados para cada concentração 
estudada os intervalos de tolerância de expectativa β (It-
β) ajustados para 95%, que foram comparados aos limites 
de aceitação ± 20% (λ). Os resultados obtidos no modelo 
4Pl foram plotados em gráficos para construir o Perfil de 
Exatidão. Assim, o It-β é o intervalo em que é esperado 
que uma proporção de 95% dos futuros resultados esteja 
dentro. Portanto, os It-β que estiverem dentre os limites 
de aceitação apresentam as condições para um método 
ser considerado válido16. 

Cálculo da Incerteza 
foi realizada uma avaliação do tipo A, 

utilizando o CV% intraensaios, como descrito em Health 
Protection Agency40. foram calculadas a Incerteza 
Padrão Combinada (uc) e a Incerteza Expandida (u) 

para o ensaio. A Incerteza Expandida provê um intervalo 
que, acredita-se, deve incluir o valor do mensurando 
com um alto nível de confiança sendo obtida através da 
multiplicação da uc pelo fator de abrangência (k). foi 
utilizado k = 2, provendo aproximadamente 95% de nível 
de confiança para uma distribuição normal.

RESULTADOS 

Os resultados obtidos no estudo utilizando o 
modelo 4Pl por replicata, por dia e por concentração. 
utilizando o padrão na concentração de 1,0 µg.ml-1 para 
construção da curva de calibração, podem ser observados 
na tabela 1-A, para o intervalo de concentrações de 1,25 
a 10,0 µg.ml-1 (Intervalo de Estudo), e na tabela 1-B, para 
o intervalo de concentrações de 0,0156 a 0,25 µg.ml-1 
(Intervalo de Controle). Os resultados de cada grupo 
foram submetidos ao teste de Grubbs36 para verificar sua 
homogeneidade. Houve apenas um valor aberrante que 
foi substituído pelo valor da replicata para permitir a 
realização dos cálculos. 

Esses resultados foram utilizados no pré-estudo 
de validação do ensaio para os cálculos dos parâmetros 
estudados.

Perfil de Exatidão, Intervalo, Limite Inferior de 
Quantificação e Limite de Detecção

A tabela 2 apresenta os resultados dos parâmetros 
determinados para a construção do Perfil de Exatidão 

Tabela 1. Resultados calculados utilizando a curva logística de quatro parâmetros para cada concentração, por replicata e por corrida de ensaio 
no Intervalo de Estudo, abrangendo as concentrações de 1,25 a 10 µg.ml-1 (A) e do Intervalo Controle, abrangendo as concentrações de 0,0156 
a 0,25 µg.ml-1 (B)
A
CI (µg.mL-1)

1,25 1,82 5,00 6,86 10,00

Replicatas n1 n2 n1 n2 n1 n2 n1 n2 n1 n2
Ensaio 1 1,312 1,294 1,692 1,771 4,645 4,792 6,786 6,589 9,840 9,287
Ensaio 2 1,254 1,309 1,854 1,856 5,226 5,017 7,200 6,856 10,070 10,517
Ensaio 3 1,222 1,236 1,676 1,744 4,806 4,686 6,623 6,202 10,316 10,686
Ensaio 4 1,160 1,156 1,559 1,716 4,372 4,491 6,282 5,479* 9,085 8,970
Ensaio 5 1,194 1,182 1,748 1,787 4,854 5,024 6,711 6,108 9,578 10,053

B
CI (µg.mL-1)

0,0156 0,0625 0,25

Replicatas n1 n2 n3 n1 n2 n3 n1 n2 n3
Ensaio 1 0,022 0,021 0,020 0,071 0,075 0,071 0,255 0,273 0,277
Ensaio 2 0,022 0,021 0,022 0,072 0,084 0,090 0,346 0,335 0,299
Ensaio 3 0,027 0,026 0,030 0,098 0,088 0,061 0,337 0,303 0,458
Ensaio 4 0,024 0,024 0,024 0,086 0,089 0,088 0,283 0,290 0,284

CI = concentração introduzida; *: Valor identificado como aberrante
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Tabela 2. Resultados obtidos para construção do Perfil de Exatidão do ensaio de determinação do teor de Ovoalbumina

Parâmetro
Concentração introduzida (µg.mL-1)

0,0156 0,0625 0,25 1,25 1,82 5,00 6,86 10,00

Média calculada 0,0236 0,0812 0,3116 1,2319 1,7403 4,7913 6,5639 9,8402

tendência* 51,16 29,90 24,65 -1,45 -4,38 -4,17 -4,32 -1,60

lSt (%) 97,38 70,30 79,08 9,54 7,29 7,89 7,77 12,48

lIt (%) 4,95 -10,49 -29,79 -12,44 -16,04 -16,24 -16,40 -15,67

lSt (µg.ml-1) 0,031 0,106 0,45 1,37 1,95 5,39 7,39 11,25

lIt (µg.ml-1) 0,015 0,056 0,18 1,09 1,53 4,19 5,73 8,43

CV (%) PI 20,25 17,39 22,42 5,00 4,98 5,41 5,14 6,24

Aceitação ± 20%
lIt = limite inferior de tolerância; lSt = limite superior de tolerância; *: Erro Relativo; CV = Coeficiente de variação; PI = Precisão intermediária.

do EDtO quando os resultados foram calculados com 
o modelo 4Pl. Os limites de tolerância de Expectativa 
β foram calculados para 95% de conteúdo e os limites 
de aceitação ± λ foram definidos como ± 20%, como 
preconizado por De Silva et al.39 para ensaios de ligação. 

A figura 1 (a) e (b) apresenta os Perfis de 
Exatidão construídos com esses dados. na figura 1a, 
foram incluídas as concentrações do Intervalo de Estudo 
em que a Exatidão foi conforme (1,25; 1,82; 5,0; 6,86 
e 10,00 µg.ml-1) e, para permitir uma comparação, a 
primeira concentração do Intervalo de Controle em 
que não foi mais possível quantificar a Ovoalbumina 
com Veracidade e Precisão (0,25 µg.ml-1). na figura 1b, 
foram inseridas as concentrações do Intervalo Controle 
em que não foi mais possível a detecção com Exatidão 
(0,0156 a 0,25 µg.ml-1). Da mesma forma, para permitir 
uma comparação, foi incluída a primeira concentração do 
Intervalo de Estudo que apresentou Exatidão conforme 
(1,25 µg.ml-1).

O Intervalo de Quantificação foi determinado 
como sendo [1,25 a 10,00 µg.ml-1] e o limite Inferior de 
Quantificação foi a concentração 1,25 µg.ml-1. O limite 
de Detecção, determinado como a média do branco mais 
três vezes seu desvio padrão, indicou a concentração 
aproximada de 0,002 µg.ml-1.

Função de Resposta
Ao ser avaliada a função de Resposta, através 

da curva de calibração, determinada para o padrão de 
calibração, nos nove ensaios realizados com os resultados 
obtidos no modelo 4Pl das concentrações em função 
das respostas obtidas (absorbância medida em DOs), 
foi conforme em todas as curvas obtidas, o que pode ser 
avaliado pelo coeficiente de determinação r2 maior que 

0,99 em oito das nove curvas (dados não apresentados). As 
nove curvas foram capazes de adequadamente descrever 
a relação concentração-resposta, como recomendado em 
fDA1. Com a mesma finalidade, foi calculado o coeficiente 
de determinação entre a média das densidades óticas 
(Y) em função da concentração (X) em cada grupo de 
concentração do Intervalo de Estudo e o resultado obtido 
para r2 = 0,9892 (p = 0,0005), que também descreve 
satisfatoriamente a relação concentração-resposta. 

Linearidade
A linearidade de um método analítico é sua 

capacidade, dentro de um intervalo definido, de obter 
resultados diretamente proporcionais às concentrações 
de analito na amostra16. Para tanto, um modelo linear foi 
ajustado para todas as concentrações calculadas com o 
modelo 4Pl para os padrões de validação (1,0 µg.ml-1) 
de todas as séries como uma função da concentração 
introduzida no Intervalo de Estudo. A equação da 
regressão foi y = -0,008493.x + 0,9732 e r2 foi 0,9916.

também visando avaliar a linearidade do método, 
o intervalo de tolerância de Expectativa-β absoluto 
foi aplicado. A figura 1 (c) e (d) apresenta os perfis de 
linearidade obtidos no estudo, separando o Intervalo 
em que o método apresentou linearidade conforme, que 
compreende as concentrações do Intervalo de Estudo 
(1c), de 1,25 a 10 µg.ml-1, daquelas do Intervalo Controle 
(1d), de 0,00156 a 0,25 µg.ml-1, em que não foi possível 
demonstrar resposta linear.

Índices Globais de Conveniência
Os resultados obtidos para os Índices Globais 

de Conveniência, quando foi incluída a primeira 
concentração do intervalo controle (0,25 a 10 µg.ml-1), 
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Figura 1. Perfil de Exatidão obtido contra o padrão na concentração 1 µg.ml-1 para a determinação do teor residual de ovalbumina, usando a 
curva logística de 4 parâmetros no intervalo de doses de 0,25 a 10,0 µg.ml-1 (A) e de 0,0156 a 1,25 µg.ml-1 (B). Visando permitir a comparação, 
foram incluídas a primeira concentração fora da faixa no gráfico A (0,25 µg) e a primeira concentração dentro da faixa no gráfico B (1,25 µg). 
A linha contínua apresenta o Erro Relativo %, as linhas pontilhadas os limites de aceitação ±20% e as linhas tracejadas são os limites Inferior 
e Superior relativos de 95% de Expectativa de tolerância β. Os pontos são os erros relativos % por replicatas dos padrões de validação. Quando 
os intervalos de tolerância estão incluídos nos limites de aceitação (±20%), o ensaio é capaz de quantificar com Exatidão, de outra forma não.
Perfis de linearidade obtidos nos intervalos de doses de 1,25 a 10,0 µg.ml-1 (C) e de 0,00156 a 0,25 µg.ml-1 (D). A linha contínua representa a 
linha de identidade (x = y), as linhas pontilhadas os limites de aceitação absolutos calculados ±20% e as linhas tracejadas são os limites Inferior 
e Superior de 95% de expectativa de tolerância β em valores absolutos conectados. Os pontos são os resultados individuais por replicatas dos 
padrões de validação. Quando os intervalos de tolerância estão incluídos nos limites de aceitação (±20%), o ensaio é capaz de quantificar com 
linearidade satisfatória, de outra forma não.

foram: Índice de Intervalo = 0,90; Índice de Veracidade = 
0,80; Índice de Precisão = 0,37; o Índice de Exatidão, que 
é um resumo dos três anteriores, foi = 0,62. Quando foi 
avaliado apenas o intervalo de Estudo (1,25 a 10 µg.ml-1) 
foram obtidos: Índice de Intervalo = 1,00; Índice de 
Veracidade = 0,99; Índice de Precisão = 0,37 e o Índice de 
Exatidão foi = 0,70.

Determinação da Incerteza de Teste
foram calculadas as Incertezas Padrões 

Combinadas (uc) e as Incertezas Expandidas (u), para 
cada diferente nível de concentração do Intervalo de 
Estudo, como descrito em Health Protection Agency40. 

Os valores de incertezas obtidos no Intervalo de Estudo 
foram os seguintes, por cada concentração: 1,25 µg.ml-1 
(uc = 0,0837; u = ±16,75); 1,82 µg.ml-1 (uc = 0,0659; 
u = ±13,17); 5,0 µg.ml-1 (uc = 0,0146; u = ±2,92); 6,82 
µg.ml-1 (uc = 0,0298; u = ±5,97) e 10 µg.ml-1 (uc = 
0,0130; u = ±2,62).

Comparação de diferentes concentrações de padrão de 
calibração 

A figura 2 mostra os perfis de Exatidão 
obtidos quando diferentes concentrações de padrão 
foram utilizadas na elaboração da curva de calibração 
das corridas de ensaio. Os resultados obtidos com a 
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concentração recomendada na farmacopeia Brasileira28, 
1,0 µg.ml-1 em 2(A), foram comparados com os resultados 
obtidos utilizando as concentrações 1,25 µg.ml-1 em 2(B); 
1,82 µg.ml-1 em 2(C) e 5,0 µg.ml-1 em 2(D). Os perfis 
obtidos foram então analisados pelos Índices Globais de 
Conveniência, que podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3. Índices Globais de Conveniência para interpretação do Per-
fil de Exatidão: O Índice de Exatidão é um resumo dos três primeiros 
índices, quantificando a qualidade geral do método sendo validado 
sobre o Intervalo de Estudo

Índice Concentração do padrão (µg.mL-1)
1,00 1,25 1,82 5,00

Iv 0,970 0,985 0,988 0,991
Ii 1,000 1,000 1,000 1,000
Ip 0,384 0,481 0,741 0,725
Ie 0,720 0,780 0,901 0,896

Iv = Índice de Veracidade; II = Índice de Intervalo; IP = Índice de Pre-
cisão; IE = Índice de Exatidão.

DISCUSSÃO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a 
utilização do Conceito do Erro total como ferramenta 
em validações de bioensaios. Para tanto, foi conduzido 
um pré-estudo de validação do ElISA para Detecção 

Figura  2. Perfis de Exatidão e de linearidade obtidos para a Determinação do teor Residual de Ovalbumina usando o modelo de 4 parâmetros 
no intervalo de doses de 1,25 a 10,0 µg.ml-1, utilizando diferentes concetrações do padrão como padrão de calibração. Em (A) =1,0 µg.ml-1; em 
(B) = 1,25 µg.ml-1; em (C) = 1,82 µg.ml-1 e em (D) = 5,0 µg.ml-1. nos gráficos dos perfis de Exatidão, a linha contínua apresenta o Erro Relativo 
%, as linhas pontilhadas os limites de aceitação ± 20% e as linhas tracejadas são os limites Inferior e Superior relativos de 95% de Expectativa de 
tolerância β. Os pontos são os erros relativos % por replicatas dos padrões de validação. nos gráficos dos perfis de linearidade, a linha contínua 
representa a linha de identidade (x = y), as linhas pontilhadas os limites de aceitação absolutos calculados ± 20% e as linhas tracejadas são os 
limites Inferior e Superior de 95% de expectativa de tolerância β em valores absolutos conectados. Os pontos são os resultados individuais por 
replicatas dos padrões de validação. Quando os intervalos de tolerância estão incluídos nos limites de aceitação (± 20%), o ensaio é capaz de 
quantificar com Exatidão e/ou linearidade satisfatória, de outra forma não.

do teor de Ovaoalbumina residual (EDtO) em vacinas 
contra febre amarela. Segundo o ICH6, o ensaio é 
classificado como um ensaio do tipo II, ou seja, um teste 
quantitativo para determinação de impurezas, sendo 
preconizadas para esse tipo de ensaio as determinações de 
Especificidade, linearidade, Intervalo, Precisão, limite 
de Quantificação, Exatidão e Robustez (recomendada 
apenas durante o desenvolvimento de novos ensaios4). 

no entanto, alguns desses parâmetros geram 
dúvidas em sua interpretação, devido à forma como 
são descritos nas publicações oficiais e guias dos 
principais organismos internacionais (ICH, ISO, fDA, 
EuRACHEM, VIM etc.). 

Buscamos revisões apresentadas em artigos 
recentes que analisam criticamente as definições e fazem 
sugestões de como abordá-las corretamente em estudos 
de validações. Sendo assim, adotamos a abordagem 
de validação do Conceito do Erro total para construir 
o perfil de Exatidão do EDtO, como sugerido pela 
comissão da SfStP10,18,19,37. Para essa finalidade, foram 
determinados o Intervalo, limite Inferior de Detecção, a 
Veracidade, a linearidade e a Exatidão do método.

Com a experiência adquirida no laboratório de 
Vacinas Virais do InCQS na utilização do Conceito do 
Erro total em recente validação25, aplicamos também 
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esse conceito na validação do EDtO. A natureza desse 
ensaio permitiu a construção do Perfil de Exatidão, 
estudando um intervalo que abrangeu de 33 a 167% da 
concentração alvo (5,0 µg.ml-1), como recomendado em 
uSP35. O perfil foi construído com as Concentrações de 
Estudo, de 25% (1,25 µg.ml-1) a 200% (10,00 µg.ml-1), 
com doses proporcionalmente espaçadas na escala 
logarítmica e um Intervalo Controle, deliberadamente 
fora do Intervalo recomendado em uSP35, avaliando 
as concentrações de 0,31% (0,00156 µg.ml-1) a 5% (2,5 
µg.ml-1), visando à depleção completa da resposta com 
a finalidade de avaliar a sensibilidade da abordagem do 
Perfil de Exatidão.

Os resultados absolutos (concentração) de cada 
replicata, para cada concentração, de ambos intervalos 
de concentrações incluídos no pré-estudo de validação 
(0,0156 a 0,25 µg.ml-1 e 1,25 a 10,00 µg.ml-1), foram 
considerados homogêneos quando avaliados pelo teste 
de Grubbs36, ocorrendo apenas um valor aberrante, uma 
vez que foi adotado um modelo de análise balanceado 
que requer números constantes de replicatas e corridas 
de ensaios para todas as concentrações, o valor da 
replicata válida foi repetido para fins de cálculos. Esses 
resultados puderam então ser utilizados nos cálculos dos 
parâmetros avaliados. 

Diferenciar claramente a função de Reposta de 
linearidade permite aplicar o conceito de linearidade 
não apenas aos valores relativos, mas também aos valores 
absolutos do método, como para titulações em que os 
resultados não são obtidos por cálculo em retorno dos 
resultados a partir de uma curva de calibração. tentativas 
de prover uma Resposta de função são, entretanto, sem 
uso e impraticáveis se não houver um sinal ou resposta; no 
entanto, a linearidade dos resultados poderá ser avaliada16.

Rozet et al.17, ao avaliarem a função de 
Reposta, consideraram satisfatórios nesse item ensaios 
imunoenzimáticos que apresentaram coeficientes de 
determinação muito próximos ao obtido em nosso 
estudo. O coeficiente de determinação (r2) obtido em 
nosso estudo, na avaliação da função de Resposta, 
descreveu satisfatoriamente a relação concentração-
resposta, indicando que aproximadamente 98,9% da 
variabilidade eram compartilhados por x e y.

Os perfis de linearidade, elaborados utilizando 
o conceito do Erro total, utilizaram os valores absolutos 
obtidos nos ensaios, inseridos em gráficos com os 
limites de aceitação absolutos de ± 20% calculados para 
cada concentração para o Intervalo de Estudo e para o 

Intervalo Controle separadamente e os Itβ absolutos que 
foram conectados, de modo semelhante ao empregado 
na avaliação de Exatidão (que utiliza os valores relativos). 
A linearidade foi considerada conforme apenas quando 
os intervalos foram incluídos nos limites de aceitação, 
indicando que o método pôde quantificar com exatidão, 
o que se restringiu a todas as cinco concentrações do 
Intervalo de Estudo (25 a 200%), estando de acordo com 
o intervalo preconizado em uSP32 para quantificação (33 
a 167%). no Intervalo Controle, o método não conseguiu 
detectar as concentrações de forma linear, como era 
esperado, isto comprova a sensibilidade da aplicação 
do conceito do Erro total na validação de métodos 
analíticos. 

A precisão do método foi conforme no Intervalo 
de Estudo de 1,25 a 10,00 µg.ml-1 (25 a 200%), com um 
CV% máximo de 6,65%, variando de 5,25 a 6,65% para 
a precisão Intermediária. no intervalo de Controle, a 
precisão do método foi sensivelmente menor, atingindo 
dois dígitos nas três concentrações estudadas, sendo 
22,42% a máxima, variando de 17,39 a 22,42%. Da mesma 
forma, a Veracidade foi conforme apenas no Intervalo de 
Estudo, sendo a tendência (ER%) máxima obtida -4,91%, 
variando de -0,45 a -4,91%. no Intervalo Controle, as 
tendências encontradas foram mais elevadas, sendo a 
máxima 51,16%, variando de 24,65 a 51,16%.

Os métodos clássicos de validação e de controle 
da qualidade avaliam a magnitude dos componentes 
tendência e precisão separadamente (teste-t e Qui-
quadrado em validação ou gráficos de controle na rotina), 
mas essa abordagem é inconveniente, pois valores muito 
pequenos de um dos componentes não compensam a 
falha do outro componente2. Em nosso estudo, isto pode 
ser comprovado no Intervalo Controle, pois, se fossem 
aplicados apenas os limites de aceitação de 25% no lIQ 
como preconizado para imunoensaios do tipo ElISA39, 
a concentração 0,25 µg.ml-1 teria sido aceita como 
conforme, pois apresentou tendência (ER%) = 24,65% e 
Precisão Intermediária = 22,42%, no entanto os Perfis de 
linearidade e de Exatidão demonstraram que somente a 
análise conjunta da tendência (Veracidade) e Precisão foi 
capaz de identificar a inadequação dessas concentrações 
em apresentar resultados confiáveis.

O uso de intervalos de confiança e/ou Erro total 
em validação de métodos tem sido discutido ou proposto 
na literatura10,16-20. O uso do Erro total é uma abordagem 
estatística e cientificamente fundamentada que incorpora 
tanto os erros sistemáticos quanto aleatórios. O conceito 
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do Erro total reflete quão grande o erro de medida pode 
ser e é facilmente entendido por analistas. Além disso, 
é uma medida única e abrangente do desempenho do 
método, ao invés de uma avaliação da tendência e da 
variabilidade do método separadamente. 

na maioria das vezes, um procedimento analítico 
visa quantificar sobre um intervalo de quantidades 
ou concentrações. Consequentemente, durante a fase 
de validação, as amostras são preparadas para cobrir 
de forma adequada esse intervalo, e um intervalo de 
tolerância de expectativa-β (Itβ) é calculado em cada 
nível. Entretanto, quando analisarmos amostras, apenas 
o Erro total de sua medição pode ser levado em conta, 
nessa amostra. É impossível separar os Erros Sistemático 
e Aleatório. uma vantagem dessa abordagem é que 
reflete mais diretamente o comportamento de ensaios 
individuais e irá resultar em menor rejeição de corridas 
na rotina do que procedimentos que comparam pontos 
de estimativa da tendência e Precisão observadas16.

O limite Inferior de Quantificação foi 1,25 
µg.ml-1, os Itβ de 95% garantem com um erro de 5% que 
quando este método analítico for usado para medir uma 
amostra que contenha ovoalbumina nessa concentração, 
95 vezes em 100 o resultado obtido estará entre 1,10 e 
1,39 µg.ml-1 de ovoalbumina.

A Exatidão do método pôde ser demonstrada 
com a utilização dos perfis de Exatidão em todo Intervalo 
de Estudo, o que foi quantificado usando os índices 
descritos por Rozet et al.17, sendo o principal o Índice de 
Exatidão (IE) que é um índice global de conveniência do 
desempenho do método e depende do Índice de Intervalo 
de Dose, Índice de Veracidade e Índice de Precisão. no 
presente estudo, para testar a sensibilidade dos Índices, 
incluímos os resultados da concentração 0,25µg.ml-1 aos 
cálculos do Intervalo de Estudo, obtendo assim IE = 0,62. O 
IE obtido para o Intervalo de Estudo foi 0,70; ligeiramente 
superior ao relatado por Gaudin e laurentie26, de 0,64, ao 
empregar esses índices na validação de um kit de ElISA 
para detecção de nicarbazina residual em ovos.

tais índices permitem quantificar o desempenho 
dos testes e são muito úteis quando comparações, por 
exemplo, de modelos de curvas de calibrações são 
realizadas em diferentes Perfis de Exatidão.

A curva de calibração, realizada seguindo 
as recomendações da farmacopeia Brasileira30 na 
concentração de 1,0 µg.ml-1, não foi incluída no Perfil 
de Exatidão por não ter sido possível, por limitações de 
espaço das microplacas, correr essa concentração em 

duplicatas, o que impediu sua comparação com as demais 
concentrações devido ao modelo estatístico empregado, 
que necessita calcular a variância intraensaios. Embora 
não tenham sido possíveis tais comparações, essa 
concentração situa-se em uma zona de risco, entre 
a última concentração que apresentou resultados 
válidos (1,25 µg.ml-1) e a primeira fora do intervalo de 
quantificação (0,25 µg.ml-1). 

Com a finalidade de comparar o desempenho do 
método utilizando diferentes concentrações do padrão 
na elaboração da curva de calibração, os resultados foram 
recalculados utilizando as concentrações 1,25 µg.ml-1, 
1,82 µg.ml-1 e 5 µg.ml-1 como padrão de calibração. 
Os resultados obtidos foram utilizados para elaborar os 
perfis de Exatidão, que foram comparados com o obtido 
com a concentração de 1,0 µg.ml-1. Os perfis foram 
avaliados ainda com os Índices Globais de Conveniência. 
foi observado que a concentração que rendeu resultados 
mais exatos foi 1,82 µg.ml-1, como notado nos perfis e 
confirmado pelo Índice de Exatidão de 0,901 obtido 
com essa concentração, superior aos obtidos pelas 
demais concentrações. O menor índice foi o obtido pela 
concentração recomendada de 1,0 µg.ml-1. Dessa forma, 
nossos resultados indicam que se a concentração 1,82 
µg.ml-1 for utilizada em lugar de 1,0 µg.ml-1 haverá 
melhoraria na Exatidão do método, o que deve ser 
confirmado na fase de validação em uso do ensaio.

CONCLUSÃO 

A proposta desta pesquisa foi avaliar a utilização 
de abordagens alternativas para validação de um método 
de bioensaio quantitativo do tipo imunoenzimático, 
aplicando o conceito do Erro total, o Perfil de Exatidão 
e os Índices de Exatidão, como descrito pela SfStP, com 
a finalidade de avaliar a capacidade de essas abordagens 
demonstrarem a adequação do método à sua finalidade 
de uso. Essa abordagem permite o controle do risco 
de aceitar-se um método impróprio enquanto provê 
garantias de que os resultados das medições que serão 
obtidos durante o uso futuro do método validado estarão 
incluídos dentre limites de aceitação fixados de acordo 
com os requisitos.

Para tanto foi desenvolvido o pré-estudo de 
validação do EDtO que demonstrou que o ensaio 
apresenta Exatidão, função de Resposta, linearidade, 
Repetibilidade, Precisão Intermediária e Veracidade 
conformes e é um método confiável para avaliar o teor 
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de ovoalbumina no Intervalo de concentrações de 
1,25 a 10,0 µg.ml-1. O que nos permitiu concluir que 
a abordagem de validação do Conceito do Erro total 
descrita pela SfStP é uma ferramenta eficiente para 
validação de bioensaios, sendo capaz de discriminar o 
Intervalo de concentrações em que o ensaio validado 
quantificou a ovoalbumina com Exatidão (Intervalo de 
Estudo) do Intervalo fora do limite de quantificação, em 
que o ensaio apresentou Exatidão e linearidades não 
conformes (Intervalo Controle). 

Concluímos também que os critérios de 
aceitação da SfStP para o conceito do Erro total e dos 
Perfis de Exatidão para validação de métodos apresentam 
vantagens sobre critérios baseados na estimação de pontos 
para avaliar a exatidão e precisão, o que foi evidenciado 
ao se avaliar os resultados obtidos na concentração 0,25 
µg.ml-1 do Intervalo Controle, que teria sido aceita 
como conforme na avaliação isolada da Veracidade e da 
Precisão, mas não o foi na abordagem alternativa. 

Os resultados obtidos indicam ainda que a 
utilização da concentração 1,82 µg.ml-1 para elaborar 
a curva de calibração do ensaio garantirá uma melhor 
Exatidão na detecção de resíduos de ovoalbumina no 
EDtO, o que, no entanto, deve ser confirmado na fase de 
validação em uso do ensaio.
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RESUMO 
neste trabalho foram identificadas as associações multivariadas entre as alterações citológicas (AC) do colo 
uterino e o comportamento de risco das profissionais do sexo (PS) atendidas no Centro de Referência em 
Saúde Sexual e Reprodutiva (CRESSER) – Sumaré, SP. Das 90 PS participantes, foram coletados dados 
sociocomportamentais por meio de questionário e amostras cérvico-vaginais para realização do exame 
de Papanicolaou. Para o teste estatístico foi utilizada a Análise Hierárquica de Agrupamentos (AHA). AC 
foram detectadas em 33 PS (36,7%), sendo 18 (20,0%) atipias de significado indeterminado possivelmente 
não neoplásica (ASC-uS), quatro (4,4%) atipias de significado indeterminado sem excluir lesão de alto 
grau (ASC-H), sete (7,8%) lesão intraepitelial de baixo grau (lSIl) e quatro (4,4%) lesão intraepitelial 
de alto grau (HSIl). Comparando os dados das PS com citologia normal e alterada, houve diferenças 
estatisticamente significativas quanto ao tabagismo, início da atividade sexual, relações com pessoas do 
mesmo sexo e detecção de Gardnerella vaginalis. AHA classificou as PS em quatro grupos distintos, em 
que as PS com idade média superior apresentaram maior proporção de DSt, HIV, AC e pouco uso do 
preservativo. As PS com menor idade média mostraram menor frequência de AC, DSt, atividade sexual 
precoce e HIV negativo. 
Palavras-chave. atipias celulares, citologia oncótica, profissionais do sexo, DSt, análise multivariada.

ABSTRACT 
This study aimed at identifying the multivariate associations between the cervical cytological 
abnormalities and the risk behavior of sex workers (SW) enrolled at CRESSER – Sumaré, São Paulo. 
The study included 90 PS, and the uterine cervix samples were collected for performing Pap smear, and 
also the socio-behavioral data through a questionnaire. Hierarchical Cluster Analysis (AHA) was used as 
statistical test. Atypical cytology were found in 33 PS (36.7%), being 18 (20.0%) ASC-uS, four (4.4%) 
ASC-H, seven (7.8%) lSIl and four (4.4%) HSIl. By comparing the SW with normal and abnormal 
cytology, significant differences were detected regarding smoking habit, early sexual activity, sexual 
intercourse with the members of the same sex, and Gardnerella vaginalis detection. According to the 
AHA classification, the group with the highest prevalence of atypical cells showed highest proportion 
of StD, HIV and low condom use. The group with the lowest average age showed lower prevalence 
of atypical cells, StD, HIV negative, and no early sexual activity. 
Keywords. atypical cells, cytomorphologic analysis, sex worker, StD, multivariate analysis.
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INTRODUÇÃO

As alterações citológicas e a progressão para 
o câncer cervical têm como fator causal a infecção 
persistente pelo HPV, fato comprovado pelas evidências 
da literatura dos últimos trinta anos1. Possíveis cofatores 
exógenos ou endógenos interagem em menor ou maior 
intensidade com as oncoproteínas e outros elementos 
do HPV, potencializando a ação do vírus na célula 
hospedeira e facilitando o desenvolvimento dos processos 
de imortalização e carcinogênese2. Elevado número de 
parceiros, não utilização de preservativos nas relações 
sexuais, uso de contraceptivo hormonal, tabagismo, idade 
precoce da primeira relação sexual, multiparidade, baixo 
nível de escolaridade, renda familiar e resposta imune são 
fatores de risco associados a progressão das lesões3-5. 

Mulheres imunodeprimidas apresentam maior 
risco de desenvolvimento da lesão intraepitelial e invasiva. 
A relação da infecção por HPV e HIV é frequente, visto que 
ambas são de transmissão sexual, sendo que as populações 
de risco apresentam características em comum1.

Milhões de infecções virais transmitidas 
sexualmente ocorrem anualmente atribuídas 
principalmente ao vírus da Imunodeficiência Humana 
(Human Immunodefeciency Virus – HIV), Herpes simples 
(Herpes simplex virus − HSV), Papilomavírus humano 
(Human Papillomavirus − HPV) e vírus da hepatite B 
(Hepatitis B virus – HBV); porém, apenas os casos de HIV, 
como gestantes HIV positivas, crianças expostas ao HIV 
e gestantes com sífilis e crianças com sífilis congênita, são 
de notificação compulsória6.

O Centro de Referência em Saúde Sexual e 
Reprodutiva (CRESSER) do Município de Sumaré, São 
Paulo, é responsável pelo atendimento a pessoas portadoras 
de HIV/AIDS, sífilis, hepatite C e B, entre outras DSts. 
Realiza exame pré-natal em gestantes com HIV positivo, 
acompanha e trata crianças com diagnóstico de sífilis 
congênita e HIV positivo e atende e orienta as profissionais 
do sexo (PS) da região.

A expressão profissional do sexo “designa 
uma pessoa que faz sexo de forma impessoal por uma 
determinada quantia de dinheiro ou troca por qualquer 
outro bem”7. Esses indivíduos são considerados um grupo 
de alto risco para diversos danos relacionados à saúde8. 
Atualmente, o termo “grupo de risco” entrou em desuso, 
sendo utilizada a expressão comportamento de risco, com 
significado relacionado a práticas sexuais que oferecem 
maior risco de infecção, independente da orientação sexual9.

As PS, seus clientes e parceiros fazem parte de 
uma população que apresentam comportamento de risco 
para infecções sexualmente transmissíveis10, devido ao 
elevado número de parceiros, relações sexuais de risco e 
frequente exposição sem proteção, elevando assim o risco 
de adquirir e transmitir o HIV e, outras DSts aos clientes 
e outros parceiros11-14. Com base nessas considerações, 
o presente estudo teve como objetivo identificar 
associações multivariadas entre as alterações citológicas 
do colo uterino e o comportamento de risco das mulheres 
PS atendidas no CRESSER do município de Sumaré/SP. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Sujeitos da pesquisa
Este estudo teve caráter exploratório-descritivo, no 

qual foram observadas características sociodemográficas e 
diagnósticas. foram convidadas a participar desta pesquisa 
todas as PS atendidas no CRESSER (n = 90), Sumaré/
SP, no ano de 2009. As participantes foram informadas 
sobre o anonimato da pesquisa através do termo de 
Consentimento livre e Esclarecido (tClE) e tiveram a 
liberdade de abandonar o projeto a qualquer momento. 
As pacientes não sofreram qualquer tipo de discriminação 
e a conduta clínico-cirúrgica, tratamento e seguimento 
pós-terapêutico foram assegurados. O estudo seguiu as 
recomendações da Declaração de Helsinque e Resolução 
nº 196/96, sendo que o protocolo de pesquisa foi aprovado 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Adolfo lutz.

Treinamento e orientação 
foi realizado treinamento das profissionais 

do CRESSER responsáveis pela colheita das amostras 
colpocitológicas pela técnica de citologia em meio líquido 
para padronizar o método da coleta de dados. todas as PS 
dessa unidade de Saúde foram convidadas a participar de 
uma palestra de esclarecimento, orientação e conscientização 
da importância da prevenção do câncer ginecológico, 
ministrada pelos profissionais do laboratório de Citologia 
Oncótica do Instituto Adolfo lutz (lCO-IAl) de São Paulo. 

Exame citopatológico 
As amostras foram colhidas pelo protocolo 

da citologia de meio líquido, processadas de acordo 
com as recomendações do fabricante ThinPrepR Pap 
test (Cytyc Corp, Marlborough, Massachusetts, EuA), 
coradas pelo método de Papanicolaou e classificadas 
de acordo com a nomenclatura Brasileira para laudos 
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citopatológicos cervicais15. Os laudos foram emitidos 
pelo Sistema de Informação do Câncer de Colo uterino 
(SISCOlO) do programa de rastreamento do câncer de 
colo uterino. todas as PS preencheram questionário com 
dados sociocomportamentais.

Análise estatística 
Para verificar associações estatísticas 

multivariadas entre as variáveis de resposta e caracterizar 
as PS classificadas de acordo com as respostas 
sociocomportamentais e citológicas, a análise hierárquica 
de agrupamentos (AHA) foi aplicada às seguintes 
variáveis: idade, grau de escolaridade, idade da primeira 
relação sexual, uso de preservativo nas relações sexuais, 
relação sexual anal, histórico de DSt/HIV, número de 
gestações, exame preventivo anterior, uso de hormônio 
contraceptivo, presença de Gardnerella vaginalis (Gv), 
tabagismo e diagnóstico citológico. 

A associação foi calculada utilizando valores 
autoescalados e, baseada na distância Euclidiana e no 
método de agrupamento hierárquico de Ward, gerando 
um dendrograma contendo os grupos de PS agrupadas 
de acordo com seu grau de similaridade em relação às 
variáveis de estudo16. Para caracterizar as PS contidas nos 
quatro grupos formados, o teste de Hartley foi aplicado para 
verificar a homogeneidade de variâncias para as respostas 
quantitativas. A análise de variância unifatorial (one-
way AnOVA) e o teste de fisher de mínima diferença 
significativa (lSD) foram aplicados para identificar 
contrastes entre os grupos. Para avaliar diferenças entre 
os grupos em relação às variáveis qualitativas, utilizou-se 
o teste-z bicaudal de proporções17.

foi utilizado o teste t-Student para verificar 
diferenças entre as PS que apresentaram citologia alterada 
(n = 33) e citologia normal (n = 57), após a checagem de 
homogeneidade de variâncias pelo teste F. Valores-p < 
0,05 foram considerados estatisticamente significativos 
e valores-p > 0,06 e < 0,10 considerados marginalmente 
significativos. O programa computacional Statistica v.11 
(StatSoft, tulsa, OK, EuA) foi usado para as análises 
estatísticas. 

RESULTADOS 

Dados gerais 
Participaram do estudo 90 mulheres PS, com idade 

média de 34,9 anos. Do total de PS, 33 (36,7%) apresentaram 
exame citopatológico alterado, classificados em: dezoito 

(20,0%) células escamosas atípicas de significado 
indeterminado, possivelmente não neoplásicas (ASC-uS), 
quatro (4,4%) células escamosas atípicas de significado 
indeterminado, não excluindo lesão de alto grau (ASC-H), 
sete (7,8%) lesão intraepitelial de baixo grau (lSIl) e quatro 
(4,4%) lesão intraepitelial de alto grau (HSIl).

Quando questionadas sobre a idade da primeira 
relação sexual, sete (7,8%) mulheres alegaram início 
antes dos 12 anos, 65 (72,2%) entre 12 e 17 anos e 18 
(20,0%) após os 18 anos de idade.

Comparação entre PS em relação ao exame 
citopatológico alterado 

Tabela 1. Comparação entre as profissionais do sexo com exame 
citopatológico alterado e normal, atendidas no CRESSER, Sumaré, 
em 2009

Variáveis de resposta
Citologia 
alterada
(n = 33)

Citologia 
normal
(n = 57)

p-valor

Idade* 34,98 ± 8,35 34,92 ± 9,77 0,73
Escolaridade* 6,94 ± 3,15 7,31 ± 3,34 0,34
Idade da 1ª relação 
sexual* 16,3 ± 2,98 15,46 ± 2,31 0,09
Orientação Sexual 
Heterossexual 29 (87,88%) 52 (91,23%) 0,65
Bissexual 2 (6,06%) 1 (1,75%) 0,17
Homossexual 0 (0%) 3 (5,26%) nA
uso do Preservativo 24 (72,73%) 36 (63,16%) 0,33
Relação sexual com o 
mesmo sexo 3 (9,09%) 14 (24,56%) 0,08
Relação anal 10 (30,30%) 26 (45,61%) 0,16
HIV+ 22 (66,67%) 28 (49,12%) 0,12
tabagismo 10 (30,30%) 31 (54,39%) 0,03
Histórico de DSt 15 (45,45%) 20 (35,09%) 0,35
Exame de Papanicolaou 
anterior

29 (87,88%) 51 (89,47%) 0,89

número de gestações** 2 2 nA
Hormônio contraceptivo 
oral

6 (18,18%) 17 (29,82%) 0,21

Presença de Gardnerella 
vaginalis 5 (15,15%) 18 (31,58%) 0,08
Presença de alteração 
citológica

33 (100%) 0 (0%) nA

Situação marital
Solteira 20 (60,61%) 28 (49,12%) 0,27
Casada 7 (21,21%) 16 (28,07%) 0,46
Viúva 1 (3,03%) 4 (7,02%) 0,42
Separada 4 (12,12%) 9 (15,79%) 0,60
* expresso em anos
** mediana
nota: valores de probabilidade obtidos pelo teste t-Student ou teste 
z-bicaudal.
nA= não aplicável
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A tabela 1 mostra a comparação entre as PS com 
exame citopatológico alterado e normal. Observou-se 
diferença estatística significativa nas proporções entre 
os grupos em relação ao uso do tabaco (p = 0,03) e 
diferenças marginalmente significativas entre os grupos 
em relação à presença de Gv (p = 0,08), PS que fazem 
relação sexual com pessoas do mesmo sexo (p = 0,08) e 
idade da primeira relação sexual (p = 0,09). Para as demais 
variáveis de resposta, não houve diferença estatística 
significativa entre os grupos. utilizando essa abordagem 
estatística, não foram observadas diferenças significativas 
para grande parte das variáveis estudadas, evidenciando, 
portanto, que o uso de estatísticas multivariadas pode ser 
empregado para uma melhor visualização e exploração 
dos resultados citológicos e comportamentais.

Análise estatística multivariada 
A figura 1 mostra a associação entre as variáveis de 

resposta usando AHA. no grupo de PS estudado, verificou-se 
que a presença do vírus HIV esteve intimamente associada 
com a idade e a idade da primeira relação sexual. O grau 
de escolaridade mostrou associação com a realização de 
exame preventivo, número de gravidez e presença de Gv. O 
tabagismo associou-se ao uso de contraceptivos, prática de 
sexo anal e relações com pessoas do mesmo sexo.

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Idade
Contaminação por HIV

Idade da primeira relação sexual
Presença de alguma DST

DST anterior
Escolaridade

Papanicolau anterior
Número de gravidez

Presença de Gardnerella
Uso do preservativo

Presença de atipia celular
Relação anal

Relação com mesmo sexo
Fumante

Uso de hormônio contraceptivo

Distância de ligação
Figura 1. Dendrograma dos grupos de profissionais do sexo 
atendidas no CRESSER em 2009, agrupadas de acordo com o grau de 
similaridade em relação às variáveis

A AHA agrupou em um mesmo cluster as PS que 
apresentaram características semelhantes e, de forma 
análoga, mostrou dissimilaridades entre as PS incluídas 
nos outros clusters. A classificação das PS foi demonstrada 
na figura 2, destacando quatro grupos distintos. 

A tabela 2 mostra os resultados da análise de 
variância (variáveis quantitativas), seguido de teste 
de média ou teste-z para comparar as proporções de 
populações independentes. Verificou-se diferença 
estatística significativa entre os grupos considerando 
a idade, idade da primeira relação sexual, uso do 
preservativo, relações sexuais com pessoas do mesmo 
sexo, relação anal, histórico de DSt, positividade para 
HIV, tabagismo, uso de hormônio contraceptivo, 
presença de citologia alterada, Gv e situação marital 
(solteira). não houve diferença estatística significativa 
nas demais variáveis dependentes.

Figura 2. Análise Hierárquica de Agrupamentos aplicada às 
profissionais do sexo

Dos grupos obtidos (figura 2 e tabela 2), o 
grupo 1 (n = 29) caracterizou-se pela presença de PS 
com idade média intermediária (30,57 anos), maior 
grau de escolaridade (8,17 anos), maior proporção de PS 
que relataram uso de preservativo (89,65%), prática de 
relação sexual anal (55,17%), infecção por Gv (44,83%) e 
menor índice de infecção pelo HIV (24,14%). O grupo 2 
(n = 15) apresentou menor média de idade (27,68 anos) 
e do início da atividade sexual (13,93 anos). Mostrou 
também menor frequência de histórico de infecção por 
DSts (13,33%), nenhuma profissional infectada pelo 
HIV, menor frequência de PS com citologia alterada 
(6,67%) e predomínio de solteiras (66,67%). O grupo 
3 (n = 39) caracterizou-se por apresentar maior média 
de idade (41,75 anos) e início de atividade sexual tardio 
(16,56 anos). Apresentaram ainda maior proporção 
de profissionais que relataram positividade para HIV 
(94,87%), maior número (mediana) de gravidez (3), 
menor uso do preservativo (5,13%) e menor proporção 
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de infecção com Gv (15,38%). O grupo 4 (n = 7) 
apresentou menor grau de escolaridade (5,57 anos), uso 
de preservativos (42,86%), prática de sexo anal (14,29%), 
tabagismo (28,57%), sendo o maior número de PS que 
relataram DSt anterior (57,14%) e presença de citologia 
alterada (57,14%).

DISCUSSÃO

Esfregaços cérvico-vaginais com lesão 
intraepitelial escamosa (SIl) e HPV de alto risco são mais 
prevalentes em PS do que na população geral. Estudos 
com PS mostraram prevalência de 4,9% a 15,6% de lSIl 
e 2,5% a 3,2% de HSIl18-20. no presente estudo, houve 
frequência de 12,2% de lesões intraepiteliais (11/90), 
sendo 7,8% lSIl e 4,4% HSIl. Essas taxas mostraram-se 
elevadas em comparação às mulheres não PS atendidas 
no Sistema Único de Saúde (SuS) e rastreadas na rotina 
assistencial do lCO-IAl no ano de 2009 (1,68% de lSIl 
e 0,37% de HSIl)21,22.

Há relatos da literatura mundial que 
demonstraram elevados níveis de DSts entre as PS. 
no grupo estudado, 35 (38,9%) PS relataram histórico 
de DSts, incluindo infecção pelo HPV, HSV, sífilis e 

Neisseria gonorrhea. Com relação à infecção pelo HIV, 
50 (55,9%) afirmaram ser portadoras do vírus, sendo o 
grupo 3 o mais prevalente. Os resultados deste estudo 
são superiores quando comparados a estudos realizados 
em São Paulo-BR (1,0%; n = 820)23, Paraná-BR (2,7%; 
n = 393)3 e China (2,3%; n = 362)24. Estudos têm 
demonstrado que a infecção por HIV e subsequente 
imunossupressão pode interferir na história natural da 
infecção por HPV causando persistência e aumento do 
risco de neoplasia cervical25,26. 

Resultados de meta-análise sugerem forte 
associação entre Gv e infecção cervical por HPV, 
mostrando que a infecção por HPV favorece alterações 
no meio vaginal, o que aumenta o desenvolvimento 
da Gv. Correa et al.13 e Giraldo et al.25 demonstraram 
positividade para Gv de 15,4% e 41,5%, respectivamente, 
nas PS. Em nossa população, foi observada a presença de 
vaginose bacteriana por Gv em 23 PS (25,6%).

tem sido relatado que o grau de escolaridade 
e outros indicadores socioeconômicos podem refletir 
nas diferentes práticas sexuais e características dos 
parceiros, que podem agir como comportamento de 
risco para a exposição ao vírus. Moura et al.26 mostraram 
a influência da escolaridade na escolha dessa profissão 

Tabela 2. Comparação entre os grupos de profissionais do sexo atendidas no CRESSER, Sumaré, em 2009
Variáveis Grupo 1 (n = 29) Grupo 2 (n = 15) Grupo 3 (n = 39) Grupo 4 (n = 7) PSD
Idade* 30,57b 27,68b 41,75a 30,76b 9,23
Escolaridade* 8,17a 6,20a 7,10a 5,57a 3,26
Idade da 1ª relação sexual* 15,62b 13,93b 16,56a 15,86ab 2,59
número de gestações** 2 1 3 2 nA
Orientação sexual
     Heterossexual 25 (86,21%)a 14 (93,33%)a 36 (92,31%)a 6 (85,71%)a nA
     Bissexual 1 (3,45%)a 0 2 (5,13%)a 0 (%) nA
     Homossexual 1 (3,45%)a 1 (6,67%)a 0 1 (14,29%)a nA
uso do Preservativo 26 (89,65%)a 13 (86,67%)a 18 (46,15%)b 3 (42,86%)b nA
Relação sexual com pessoas do mesmo 
sexo 11 (37,93%)a 4 (26,67%)ab 2 (5,13%)b 0 nA

Relação anal 16 (55,17%)a 8 (53,33%)ab 11 (28,20%)bc 1 (14,29%)c nA
HIV+ 7 (24,14%)b 0 37 (94,87%)a 6 (85,71%)a nA
fumante 12 (41,38%)b 12 (80%)a 15 (38,46%)b 2 (28,57%)b nA
Histórico de DSt 9 (31,03%)ab 2 (13,33%)b 20 (51,28%)a 4 (57,14%)a nA
Exame de Papanicolaou anterior 26 (89,65%)a 15 (100%)a 39 (100%)a 0 nA
Hormônio contraceptivo 3 (10,34%)bc 15 (100%)a 2 (5,13%)c 3 (42,86%)b nA
Presença de Gardnerella 13 (44,83%)a 4 (26,67%)ab 6 (15,38%)b 0 nA
Presença de atipia celular 13 (44,83%)a 1 (6,67%)b 15 (38,46%)ab 4 (57,14%)a nA
Situação marital
     Solteira 19 (65,52%)a 10 (66,67%)a 16 (41,03%)b 3 (42,86%)ab nA
     Casada 6 (20,69%)a 3 (20%)a 13 (33,33%)a 1 (14,29%)a nA
     Viúva 1 (3,45%)a 0 3 (7,69%)a 1 (14,29%)a nA
     Separada 3 (10,34%)a 2 (13,33%)a 7 (17,95%)a 1 (14,29%)a nA
* expresso em anos; ** mediana
Nota: letras diferentes na mesma linha representam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05), de acordo com o teste-z bicaudal para proporções 
ou teste de fisher lSD.
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em 30 mulheres (três analfabetas e 27 com ensino 
fundamental incompleto) e na falta de consciência e 
conhecimento do preservativo como barreira eficaz 
na transmissão de DSts27. Resultado semelhante foi 
observado no Estado do Paraná, em que 38 PS (50,6%) 
tinham menos de oito anos de escolaridade, havendo 
uma associação entre o grau de escolaridade e o 
rendimento financeiro com a ocorrência das DSts13. Os 
resultados obtidos no presente estudo não mostraram 
associação estatística significativa entre os grupos em 
relação ao grau de escolaridade.

O início precoce da atividade sexual tem sido 
relatado como comportamento de risco para a exposição 
ao HPV e desenvolvimento das lesões. Singer27 relatou 
que, na adolescência, existe a zona de transformação 
do colo uterino, área onde vão ocorrer os fenômenos 
da reepitelização, quando o epitélio colunar evertido é 
substituído por um epitélio escamoso recém-formado, que 
se denomina epitélio metaplásico (metaplasia escamosa). 
Essa área é susceptível aos agentes da carcinogênese, 
principalmente o HPV e outras DSts. Mendonça et al.28 
mostraram que a frequência de mulheres com início 
da atividade sexual antes dos 20 anos foi maior nas que 
apresentaram diagnóstico de HSIl e carcinoma (86,1%), 
do que nas mulheres com diagnósticos de alterações 
benignas/normal (71,0%). 

Vários estudos evidenciaram a precocidade do 
início da atividade sexual, como demonstrado por Qyra 
et al.29, em que 54,4% das mulheres relataram idade 
da primeira relação sexual abaixo de 14 anos. Das PS 
integrantes deste estudo, 7,8% iniciaram a atividade 
sexual antes dos 12 anos, categorizadas como criança, 
segundo o estatuto da criança e do adolescente30 e 72,2% 
das PS afirmaram ter iniciado a atividade sexual entre 13 
e 17 anos. 

Diversos estudos foram realizados sobre o 
método de prevenção às DSts entre as PS. Hernandez 
e nguyen31 mostraram que 100% relataram o uso do 
preservativo com os seus clientes; Moura et al.26 relataram 
que 90% não utilizaram o preservativo em todas as 
relações sexuais por terem parceiros fixos ou casados 
que se mostravam fiéis a elas e às esposas ou até porque 
os clientes não gostavam do método. Estudo na Itália 
mostrou que clientes italianos aceitavam pagar mais pelo 
serviço das PS sem o uso do preservativo10. nosso estudo 
mostrou que o grupo com menor proporção de uso de 
preservativos foi o que apresentou maior frequência de 
alterações citológicas.

CONCLUSÃO

O grupo de PS com maior idade média apresentou 
maior proporção com histórico de DSt e infecção 
por HIV, menor uso do preservativo, intermediária 
proporção de profissionais que realizaram sexo anal, 
predomínio de exame citopatológico alterado e menor 
proporção de infecção por Gv. Por outro lado, o grupo 
de PS com menor prevalência de histórico de DSts não 
apresentou nenhuma profissional infectada pelo HIV, 
além de terem menor número de exame citopatológico 
alterado. 

Observou-se que as PS mais jovens relataram 
maior frequência no uso de preservativo em relação às mais 
velhas, sendo este último o grupo que mais apresentou 
infecção por HIV e DSts anteriores. O conhecimento 
da realidade dessas mulheres é importante para orientar 
ações em saúde, visto que o uso do preservativo de forma 
adequada é imprescindível para essa população.

Ao comparar o grupo de PS com citologia 
alterada e citologia normal, diferenças estatísticas foram 
observadas em relação ao tabagismo, presença de Gv e 
prática de relações sexuais com pessoas do mesmo sexo. 

O estudo demonstrou que as mulheres PS, 
apesar do acompanhamento pelo Programa CRESSER, 
apresentaram alta prevalência de infecção por HIV e de 
exames citopatológicos alterados em relação à população 
de rotina atendida no SuS.

Diante destes resultados, verificou-se a 
necessidade de implementar na rotina do serviço, 
educação permanente a essas mulheres, referente à 
orientação sexual, estratégias socioeducativas e/ou 
efetivas para redução da incidência de HIV e neoplasias 
intraepiteliais cervicais.
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RESUMO 
Este trabalho descreve um surto de toxinfecção alimentar em nove pessoas que participaram de um almoço de 
confraternização realizado no município de Eldorado/SP, em 11 de fevereiro de 2012. Os indivíduos acometidos 
procuraram os serviços ambulatoriais, apresentando sintomas compatíveis com Doenças transmitidas 
por Alimentos (DtA), como colite, dor abdominal, vômitos, sudorese e náuseas. A Vigilância Sanitária de 
Eldorado encaminhou a amostra do alimento suspeito ao laboratório de Microbiologia Alimentar, Centro 
de laboratório Regional de Santos − Instituto Adolfo lutz. As amostras de arroz cozido e panqueca de frango, 
servidos nesse almoço, foram coletadas na residência de um dos pacientes. O preparo da amostra para análises 
microbiológicas e as determinações analíticas foram realizadas de acordo com o Compendium of Methods for the 
Microbiological Examination of Foods. Dos alimentos analisados, foram isolados coliformes totais e Escherichia 
coli (1,1 x 105 nMP/g), Staphylococcus aureus (5,6 x 109 ufC/g), Bacillus cereus (2,0 x 107 ufC/g) e Clostridium 
perfringens (5,0 x 104 ufC/g). Salmonella spp não foi isolada. Os resultados laboratoriais associados aos casos 
de gastroenterites sugerem a ocorrência de surto de toxinfecção alimentar. Este relato evidencia a importância 
do trabalho do laboratório de Saúde Pública e das Vigilâncias Sanitárias municipais na elucidação de DtA. 
Palavras-chave. surto toxinfecção alimentar, Vigilância em Saúde, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Bacillus cereus, Clostridium perfringens.

ABSTRACT 
This study describes an outbreak of foodborne disease in nine persons who participated in a community lunch 
in Eldorado/SP, in february 2012. All of the patients presented the main symptoms of this disease as vomiting, 
sudoresis, abdominal pain, nausea, and colitis. The municipal health surveillance services of Eldorado sent the 
cooked rice and the chicken pancake to be analysed at food Microbiology laboratory, Centro de laboratório 
Regional de Santos, Instituto Adolfo lutz. Conventional methodologies were used, as recommended by the 
Compendium of Methods for Microbiological Examination of foods. Coliforms bacteria and Escherichia coli 
(1.1 x 105 MPn/g), Staphylococcus aureus (5.6 x 109 Cfu/g), Bacillus cereus (2.0 x 107 Cfu/g) and Clostridium 
perfringens (5.0 x 104 Cfu/g) were isolated. no Salmonella spp was found. By correlating the detected laboratory 
results with the patients with gastroenteritis, it is suggested the occurrence of an outbreak of foodborne disease. 
This investigation shows the importance of the joint-work conducted by the municipal health surveillance 
services and the laboratory of public health for elucidating the foodborne diseases outbreaks.
Keywords. Outbreak of foodborne diseases, health surveillance, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus 
cereus, Clostridium perfringens.
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INTRODUÇÃO

Surtos de Doenças transmitidas por Alimentos 
(DtA) estão relacionados ao consumo de alimentos 
contendo toxinas bacterianas e/ou agentes patogênicos 
como bactérias e vírus, ocorrendo frequentemente, apesar 
da constante divulgação por diversos autores1-3. As principais 
contaminações microbianas podem ocorrer devido a falhas 
no processamento ao longo da cadeia de produção, ou seja, 
matéria-prima contaminada, higienização inadequada 
dos equipamentos e utensílios utilizados no preparo dos 
alimentos, armazenamento incorreto e manipuladores 
com hábitos de higiene pessoal deficiente ou portadores de 
micro-organismos assintomáticos4-5.

Os indivíduos acometidos nos surtos de DtA 
podem apresentar diferentes sintomas de distúrbios 
gastrointestinais provocados pela ingestão de alimentos 
contaminados. Particularmente nesse surto de toxinfecção 
alimentar ocorrido em comensais em um almoço 
comunitário no município de Eldorado, região do Vale do 
Ribeira, os doentes procuram os serviços ambulatoriais 
apresentando sinais clínicos de colite, dor abdominal, 
vômitos, sudorese e náuseas. A ocorrência desses sinais 
e sintomas incluindo febre, diarreia, mal-estar, cefaleia, 
vômitos e tontura também estão associados a surtos de 
toxinfecção alimentar, sendo descritos por diversos autores, 
como os trabalhos de Bergamini et al.6, que relataram 
um surto de origem alimentar ocorrido após a ingestão 
de bolos e doces oferecidos em uma festa de aniversário, 
na região nordeste do Estado de São Paulo; Hernando et 
al.7, que observaram surto ocorrido em uma penitenciária 
da Espanha entre os internos após consumo de salpicão 
à base de mariscos contaminados; e Passos et al.8, que 
descreveram sobre funcionários de uma empreiteira da 
construção civil após a ingestão de alimento contaminado 
no surto ocorrido na cidade de Cubatão em 2007.

no Brasil, a divulgação da ocorrência de surtos 
de toxinfecção alimentar tem sido realizada devido à 
obrigatoriedade de notificações dos mesmos e, também, 
devido à preocupação de diversos pesquisadores com 
esse sério problema de saúde pública, evidenciado em 
suas publicações, como os relatos por Van Amson et 
al.9, que descreveram, no Paraná, a ocorrência de 1195 
(59,8%) surtos bacterianos dos 2000 surtos de toxinfecção 
alimentar analisados no período de 1978 a 2000. Os 
autores classificaram os diferentes agentes bacterianos, 
sendo os mais frequentes Staphylococcus aureus, 
responsável por 492 (41,2%) dos surtos, Salmonella spp, 

presente em 404 (33,8%), Clostridium perfringens em 122 
(10,2%), Bacillus cereus em 75 (6,3%), Escherichia coli em 
66 (5,5%) e outros agentes 3%.

Marchi et al.10, em 2011, realizaram um 
levantamento dos surtos de DtA no município de 
Chapecó, no período de 1995 a 2007, onde ocorreram 61 
casos de surtos. Salmonella spp foi a mais frequente em 
54,0% (33) dos surtos, seguida por S. aureus com 13,1% 
(8) e B. cereus com 9,8% (6). Os alimentos implicados 
foram maionese 32,7% (20), carnes com 22,9% (14), 
doces em 19,6% (12) e massas em 11,4% (7).

A ocorrência de surtos de DtA em outros países, 
também tem sido descrita por diversos autores, como no 
trabalho de Barrabeig et al.1, que estudaram em 2010 um 
surto de gastroenterite ocorrido em um acampamento de 
verão na Espanha, em 2005, onde identificaram a presença 
de norovírus nas fezes de um manipulador de alimento 
portador assintomático, responsável pela disseminação 
do vírus. nos Estados unidos, Scallan et al.11 estimaram 
o número de casos de DtA, no período de 2000-2008, 
utilizando dados de modelos estatísticos para a população. 
Observaram que a cada ano, 9,4 milhões de pessoas 
foram acometidas e as bactérias foram responsáveis 
por 3,4 milhões dos indivíduos doentes. Salmonella spp 
apresentou a maior frequência (11%), seguida de C. 
perfringens (10%), S. aureus (2,6%) e B. cereus (0,6%).

no surto ocorrido em uma penitenciaria do 
sistema prisional da Espanha, Hernando et al.7 isolaram 
C. perfringens, B. cereus e E. coli em salpicão à base de 
mariscos, com populações acima do estabelecido pela 
legislação espanhola. O surto ocorreu provavelmente 
devido ao armazenamento incorreto dos alimentos 
após o cozimento, uma vez que esses micro-organismos 
podem ser facilmente destruídos com aquecimento 
adequado antes de a refeição ser servida. A presença de 
E. coli e coliformes totais indicaram que não houve boas 
práticas de higiene na manipulação dos alimentos. 

A investigação de surtos de toxinfecção alimentar 
representa um importante componente de epidemiologia e 
saúde pública. As medidas de prevenção da contaminação 
alimentar devem ser realizadas por meio de ações educativas 
sobre higiene e manipulação de alimentos, implementadas 
e/ou intensificadas não somente para profissionais da área 
de alimentos, mas também para a população em geral, 
incluindo toda a cadeia de produção, preparo dos alimentos 
até a distribuição ao consumidor4. 

O objetivo do presente trabalho foi relatar a 
ocorrência de um surto de toxinfecção alimentar em 
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comensais em um almoço comunitário no município 
de Eldorado, região do Vale do Ribeira, São Paulo, em 
fevereiro de 2012.

MATERIAL E MÉTODOS 

A amostra do prato pronto para consumo foi 
coletada pela Vigilância Sanitária de Eldorado, região 
do Vale do Ribeira, São Paulo, na residência de uma 
paciente e consistia de arroz branco cozido e panqueca de 
frango servidos durante o almoço de confraternização. 
A refeição foi encaminhada sob refrigeração para análise 
no laboratório de Microbiologia Alimentar do núcleo 
de Ciências Químicas e Bromatológicas do Centro de 
laboratório Regional de Santos, Instituto Adolfo lutz. 

O preparo da amostra para análise microbiológica 
e as determinações analíticas foram realizados de 
acordo com os métodos recomendados por Downes e 
Ito12, específicos para cada micro-organismo avaliado. 
foram pesquisados os bioindicadores de contaminação 
ambiental e fecal, coliformes totais e E. coli, através da 
técnica do número mais provável (nMP), enumeração de 
S. aureus, clostrídios sulfito-redutores a 46 ºC e B. cereus 
através diluição de 25 g de amostra em 225 ml de diluente, 
seguido de inoculação de 1 ml em tubos de ágar SPS 
(clostrídios), com plaqueamento de 0,1 ou 1 ml em placas 
de ágar Baird-Parker (S. aureus) e ágar BC (B. cereus), 
portanto, os resultados foram referidos a 1 g de amostra 
e expressos em ufC/g (unidade formadora de Colônia/
grama do alimento); e Salmonella spp através do método 
de presença ou ausência em 25 gramas da amostra.

RESULTADOS

Os resultados das análises microbiológicas 
realizadas na amostra de prato pronto para consumo 
(arroz cozido e panqueca de frango) encontram-se 
descritos na tabela 1.

Tabela 1. Resultados da análise microbiológica de alimento envolvido 
em surto de toxinfecção ocorrido após almoço de confraternização no 
município de Eldorado/SP, em fevereiro de 2012
Amostra Micro-organismos

Arroz 
cozido e 
panqueca 
de frango

Coliformes totais (nMP/g)a 1,1 × 105

Escherichia coli (nMP/g) 1,1 × 105

Staphylococcus aureus (ufC/g)b 5,6 × 109

Bacillus cereus (ufC/g) 2,0 × 107

Clostridium perfringens(ufC/g) 5,0 × 104

Salmonella spp (em 25g)c ausência
anúmero mais Provável por grama; bunidade formadora de colônias 
por grama; cSalmonella em 25g da amostra: ausência/presença.

DISCUSSÃO 

Os surtos de DtA, geralmente, estão 
associados à presença de micro-organismos nas 
diferentes matérias-primas; contaminação na linha de 
produção, quando ocorre processamento inadequado; 
procedimentos da manipulação dos alimentos de 
origem animal e não inspecionados pelo Serviço de 
Inspeção federal, ou alimentos sem a identificação 
adequada da sua procedência; formação de biofilmes nos 
equipamentos com limpeza e desinfecção deficientes; e 
presença de toxinas bacterianas presente nos alimentos1-3. 
Saliente-se que os surtos podem ocorrer em residências, 
estabelecimentos comerciais, restaurantes, escolas, festas 
típicas e outras ocasiões4,6,8.

A facilidade de distribuição de alimentos 
industrializados pelo mundo e a livre importação de 
produtos são alguns dos exemplos que podem contribuir 
para o aumento de riscos à saúde, em decorrência de uma 
maior possibilidade de contaminação desses alimentos. 
Outros fatores também podem ser responsáveis pela 
ocorrência de agravos à saúde, tais como: alterações 
nas práticas de produção, distribuição, armazenagem e 
preparo dos alimentos, sobrevivência e multiplicação de 
micro-organismos fastidiosos, falta de controle rigoroso 
quanto ao uso de antimicrobianos e mudanças nos 
hábitos alimentares dos consumidores13. 

A presença de micro-organismos com 
populações em níveis acima dos padrões estabelecido 
pela legislação em vigor − Resolução RDC nº 12/2001, 
da AnVISA/Mistério da Saúde − em alimentos prontos 
para consumo devem ser considerados potencialmente 
perigosos na possível transmissão de DtA, como 
relataram os trabalhos de Chouman et al.14, que 
investigaram a microbiota presente em refeições prontas 
para o consumo, comercializadas em restaurantes self-
service da cidade de Araçatuba/SP. Eles analisaram 20 
amostras de refeições contendo carne, hortaliças, cereais 
e leguminosas, e observaram a presença de coliformes 
termotolerantes com valores acima de 1,1 x 103/g em 55% 
das amostras e Staphylococcus aureus coagulase positiva 
com valores iguais a 6 x 103/g em 10%. A Salmonella spp 
e o Bacillus cereus não foram identificados. Bergamini 
et al.4, em 2011, analisaram oito amostras de alimentos 
e constataram a presença de Bacillus cereus com valores 
iguais a 2,5 x 105 ufC/g em tapioca doce e coliformes 
termotolerantes com valores iguais a 1,1 x 104/g em quibe 
cru/pão sírio, em uma festa típica da Região de Riberão 
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Preto. Cardoso et al.15 verificaram na Bahia a baixa 
qualidade microbiológica constatada nos alimentos 
servidos pelo Programa nacional de Alimentação 
Escolar; em 96 amostras de alimentos provenientes de 83 
escolas, observaram em 20,4% das escolas amostras não 
conformes, sendo 2,4% das amostras positivas para E. 
coli, variaram de < 0,47 a > 3,38 log nMP/g ou ml (valor 
médio de 0,49 log nMP/g ou ml), e Staphylococcus 
aureus coagulase positiva em 26,5% das escolas.

Ressalta-se ser extremamente difícil a obtenção 
de alimentos isentos de micro-organismos e a ocorrência 
de surtos de DtA também pode estar associada ao 
preparo dos alimentos nas residências, como observado 
por Bergamini et al.6 em 2009, que descreveram um 
surto de origem alimentar ocorrido em uma festa de 
aniversário, na região nordeste do Estado de São Paulo, 
após a ingestão de bolos de vários sabores preparados 
pelos próprios familiares e deixados em temperatura 
ambiente por 21 horas, quando então foram servidos. 

Em razão da presença de tantas variáveis que 
podem comprometer a segurança do alimento chegando 
a causar quadros agraves de surtos de toxinfecção 
alimentar, ações educativas sobre higiene e manipulação 
de alimentos devem ser implementadas e intensificadas 
não somente para profissionais da área de alimentos, mas 
também para a população em geral.

Em relação à ocorrência de DtA, a influência dos 
bioindicadores de contaminação ambiental e fecal, como 
os coliformes termotolerantes, também é discutida em 
relatos de DtA, como os artigos publicados por Passos 
et al.3,8, divulgando surtos ocorridos no Guarujá/SP e em 
Cubatão/SP. 

no presente surto relatado foi observada a 
presença de vários agentes patogênicos oriundos do 
alimento analisado. Destaca-se que o isolamento de mais 
de um agente etiológico em um surto de toxinfecção 
alimentar pode ocorrer quando as condições higiênicas 
do produto estão insatisfatórias, ou mesmo quando o 
alimento é manipulado por várias pessoas, como no 
surto descrito por Bergamini et al.6 ocorrido na região 
nordeste do Estado de São Paulo, onde isolaram B. cereus, 
S. aureus e coliformes termotolerantes em alimentos 
servidos em festa de aniversário.

A obrigatoriedade da notificação de surtos de 
DtA no Brasil é uma importante ferramenta de apoio 
às Vigilâncias Sanitária e Epidemiológica Municipais, 
subsidiando ações específicas, desde o acompanhamento 
dos casos clínicos até o diagnóstico laboratorial. Mesmo 

sendo obrigatória a notificação no país, ainda existe 
subnotificação de surtos de DtA, resultando que muitos 
surtos passam despercebidos pelas autoridades sanitárias. 

A origem do surto em estudo, segundo as 
informações da Vigilância Sanitária de Eldorado, região 
do Vale do Ribeira, São Paulo, provavelmente ocorreu 
durante a manipulação dos alimentos por diversas 
pessoas da comunidade, e os resultados encontrados no 
laboratório associados aos casos de gastroenterites dos 
comensais sugerem surto de toxinfecção alimentar. Este 
relato evidencia a importância do trabalho do laboratório 
de Saúde Pública e da Vigilância Sanitária municipal na 
elucidação de DtA.
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RESUMO
O Vale do Submédio São francisco, localizado nos estados da Bahia e Pernambuco, é uma das regiões 
mais promissoras na produção de vinho no Brasil. É ainda desconhecida a possibilidade dessa região em 
produzir vinhos por fermentação espontânea e gerar produto com características típicas regionais. neste 
estudo foram isoladas e identificadas as leveduras da superfície de uvas Vitis vinifera l. frescas, cultivadas 
na região do Vale do Submédio São francisco, Brasil. Os isolados foram identificados pelas características 
morfofisiológicas, habilidade de crescimento em meio de cultura ágar l-lisina e identificação bioquímica, 
baseando-se em testes fisiológicos (habilidade de fermentação da glicose, assimilação de fontes de carbono 
e nitrogênio, osmotolerância e termotolerância). Sessenta isolados de leveduras foram obtidos no meio 
ágar extrato de malte-extrato de levedura (YM); e todos foram pertencentes ao grupo não-Saccharomyces. 
Por meio de testes fisiológicos, 20 dos 60 isolados não foram agrupados em nenhum gênero. 40 dessas 
leveduras foram sugestivamente identificadas como pertencentes ao gênero Hanseniaspora spp. Dessas 40 
amostras, 17 receberam sugestiva identificação como pertencentes à espécie Hanseniaspora guilliermondi. 
Em conclusão, a microbiota da casca das uvas cultivadas nessa região é predominada por leveduras não 
Saccharomyces, especificamente Hanseniaspora spp. 
Palavras-chave. identificação bioquímica, Vítis vinifera l., leveduras, Hanseniaspora, vale do submédio 
São francisco.

ABSTRACT
The São francisco Submid Valley is located in Bahia and Pernambuco states, and it is one of most promising 
regions for wine production in Brazil. It is still unknown the capability of this region in producing wine 
by spontaneous fermentation, and generating a product with typical regional characteristics. This study 
aimed at isolating and identifying the yeasts contaminating the peel of grapes Vitis vinifera l. cultivated in 
the Valley of the São francisco Submid, Brazil. The isolates were identified based on morpho-physiological 
characteristics, growth ability in culture medium l-lysine agar, and biochemical identification by means of 
physiological tests (glucose fermentation ability, assimilation of carbon and nitrogen sources, osmotolerance 
and thermotolerance). Sixty yeasts isolates were detected on yeast extract-malt extract (YM) agar, and all 
of them belonged to non-Saccharomyces group. Physiological tests showed that 20 of 60 isolates did not 
grouped into any genera; and 40 isolates were suggestively identified as belonging to Hanseniaspora spp. 
Of 40 isolates, 17 were suggestively classified into Hanseniaspora guilliermondi species. The microbiota 
found on the grapes peel, grown in this region, is predominantly non-Saccharomyces yeasts, specifically 
Hanseniaspora spp.
Keywords. biochemistry identification, Vítis vinifera L., yeasts, Hanseniaspora, São francisco submid valley.
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INTRODUÇÃO 

O Vale do Submédio São francisco está 
localizado entre 9º e 10º de latitude sul e é a região 
produtora de vinho mais próxima da linha do equador 
em todo o mundo. Atualmente, há nessa região uma área 
equivalente a 700 hectares de parreiras com cultivares 
que dão origem a aproximadamente 7 milhões de litros 
de vinho por ano, sendo 80 e 20% destinado à produção 
de vinho tinto e branco, respectivamente1. 

fleet2 relata em sua revisão que há concorrência 
internacional no mercado do vinho; demandas dos 
consumidores por novos estilos de vinhos; preocupações 
crescentes sobre os impactos ambientais da produção de 
vinho e o que isto contribui para a busca de novos desafios 
para a inovação na tecnologia de produção de vinho.

A fermentação espontânea do vinho é um 
processo complexo que dá origem a diferentes 
compostos que definem a qualidade do produto. O 
processo de fermentação pode ser conduzido por 
leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces, sendo 
que o papel de diferentes linhagens de Saccharomyces 
na fermentação tem sido muito estudado3. Pesquisas 
têm sido realizadas no sentido de explorar o potencial 
das leveduras não-Saccharomyces na sua contribuição 
na formação do aroma e sabor do vinho, podendo dar 
origem a um produto diferenciado e com características 
específicas regionais4-5. Ganga e Martinez6, estudando 
a biodiversidade de leveduras indígenas na produção 
de vinho, identificaram leveduras não-Saccharomyces 
no processo de fermentação, verificando que estas 
apresentaram potencial para serem utilizadas em 
processos industriais de produção de vinhos. 

Estudos demonstram que as leveduras apiculadas 
a exemplo da Hanseniaspora uvarum e sua forma 
anamórfica, Kloeckera apiculata, bem como a Candida, 
Pichia, Rhodotorula e Kluyveromyces são predominantes 
nas superfícies de uvas7. 

A técnica convencional de identificação 
morfológica e bioquímica/fisiológica, quando realizada 
adequadamente, pode ser uma ferramenta útil e de alto 
grau de confiança. Essas análises podem ser empregadas 
para se chegar à conclusão em nível de gênero pelo 
agrupamento das leveduras8.

A produção de uvas fora das tradicionais zonas 
temperadas merece estudo, pois pode se mostrar com 
potencial para produção de vinhos típicos regionais 
e abrir oportunidades de desenvolvimento social, 

econômico e tecnológico. Diante do exposto, nosso 
objetivo foi isolar e identificar leveduras, em nível de 
gênero, predominantes em uvas frescas cultivadas na 
região do Vale do Submédio São francisco (BA/PE), 
visando à possibilidade da utilização destas em processos 
biotecnológicos e produção de vinho. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi desenvolvido no laboratório 
de Pesquisa em Microbiologia de Alimentos do 
Departamento de Análises Bromatológicas da faculdade 
de farmácia da universidade federal da Bahia − ufBA em 
parceria com o laboratório de taxonomia, Biodiversidade e 
Biotecnologia de fungos do Instituto de Ciências Biológicas 
da universidade federal de Minas Gerais (ufMG).

As amostras de uvas utilizadas foram de 
cultivares de uvas brancas e tintas das variedades Vitis 
vinifera l., cultivadas nos municípios de Casa nova 
(Bahia), localizado a 380 metros de altitude, latitude 
Sul 09°05’00’’ e longitude 40°37’00’’; lagoa Grande 
(Pernambuco), a 361 metros de altitude, 8°59’47’’ de 
latitude Sul e longitude 40°16’18” e Santa Maria da Boa 
Vista (Pernambuco), localizado a 371 de altitude, latitude 
Sul 8°47’58’’ e longitude 39°49’39’’, compreendendo um 
raio de 200 km de distância entre os locais de coleta. 
As uvas tintas utilizadas foram: Cabernet sauvignon 
(18,8°Brix), Syrah (18,6°Brix), Egiodolla (19,6°Brix), 
Tempranillo (21,2°Brix) e Mouvedre (17,6°Brix), e as 
variedades brancas foram Chenin Blanc (20°Brix), Petit 
verdot (21°Brix) e Itália (17°Brix), totalizando 8 amostras. 

Aproximadamente 2 kg de uva de cada cultivar 
foram coletados diretamente do vinhedo e armazenados 
em embalagens assépticas e transportadas em caixas 
térmicas à baixa temperatura. O período entre a coleta 
de amostra e as análises foi inferior a 24 horas.

De cada variedade foram retiradas 25g e 
adicionadas em 225 ml de água destilada estéril. 
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas 
em stomacher Mc 1204 (Digital blender ItR) a 200 
rpm por 2 min. foi retirada uma alíquota de 0,1 ml e 
semeada com auxílio da alça de Drigalski em placas de 
Petri, em duplicata, contendo ágar extrato de malte-
extrato de levedura (YM) (1% de glicose (Vetec); 2% 
de ágar bacteriológico (Acumedia); 0,5% de peptona 
(Acumedia); 0,3% de extrato de malte (Acumedia) e 
0,3% de extrato de levedura (Acumedia), suplementadas 
com cloranfenicol (Himedia), na concentração 100 mg/l. 
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As placas foram incubadas invertidas em estufa BOD 
(Alfakit) à temperatura de 28 °C por 48 h. uma em 
cada oito colônias de leveduras representativas de cada 
amostra foram selecionadas ao acaso9.

As colônias puras foram repicadas para tubos 
contendo ágar YM inclinado com adição de glicerina estéril 
(Vetec) e mantidas sob refrigeração (4 °C) por 30 dias, com 
repiques a cada 15 dias, para posterior identificação8. 

um total de 60 isolados de leveduras foi 
submetido à identificação de acordo com Kurtzman et al.8. 
Para discriminação rápida entre isolados Saccharomyces 
e não-Saccharomyces, foi verificada a habilidade do 
crescimento em meio de cultura seletivo ágar l-lisina 
(1,17% de Yeast Carbon Base-YCB (Difco), 2% de ágar 
(Acumedia) com adição de 0,056% de lisina (Merk) e 
0,001% de cloranfenicol (Himedia)). Para a identificação 
fisiológica, os isolados foram reativados em ágar YM 
por 24 h a 25 °C e, em seguida, realizada a suspensão 
celular em tubo contendo 5 ml de água destilada estéril. 
A concentração foi estimada baseando-se no cartão 
de Wickerham, no nível 3+ de densidade celular forte, 
equivalente a 106 ufC/ml9.

Os testes fisiológicos foram realizados com base 
na metodologia descrita por Yarrow10, seguindo as chaves 
taxonômicas de Kurtzman et al.8, utilizando como critério a 
assimilação de fontes de carbono e nitrogênio em condições 
de aerobiose; resistência/sensibilidade ao antifúngico 
ciclohexamida a 0,01%; osmotolerância utilizando 50% 
de glicose, 10% de naCl; termotolerância em temperatura 
de 37 ºC e 40 °C e habilidade em fermentar a glicose. As 
suspensões de leveduras foram inoculadas em placas de 
Petri contendo os meios de ágar YnB/ e ágar YCB/ (sem 
fonte de carbono e nitrogênio, respectivamente) como 
controle negativo. As avaliações referentes à assimilação 
de compostos como fontes de carbono e nitrogênio foram 
realizadas por um período máximo de 21 dias9. 

A análise morfológica e o tipo de reprodução das 
leveduras isoladas, agrupadas por meio de testes fisiológicos, 
foi realizada a partir de culturas com crescimento de 48 a 
72 h em placas de ágar YM e pela técnica de preparação a 
fresco entre lâmina e lamínula, sendo ambos observados 
em microscópio óptico (1.000 x)9.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

todas as 60 leveduras isoladas apresentaram 
habilidade de desenvolvimento em meio ágar l-lisina, 
sendo assim identificadas como não-Saccharomyces. 

Segundo fleet3, o meio de cultura l-lisina empregado 
para o desenvolvimento de leveduras de origem 
enológica pode discriminá-las de forma rápida entre 
não Saccharomyces e Saccharomyces, pois esse meio 
não permite o crescimento de Saccharomyces devido 
à inabilidade desta em utilizar esse aminoácido como 
única fonte de nitrogênio.

Os isolados foram submetidos à identificação 
fisiológica, de forma a agrupá-los com base nas respostas 
dos testes bioquímicos8,10 (tabela 1). Dos 60 isolados 
classificados como não-Saccharomyces, 40 foram 
agrupados como pertencente ao gênero Hanseniaspora 
(dos isolados 1 ao 40). 

Desse grupo de 40 leveduras, 17 (as de números 
24 a 40 da tabela 1) responderam de forma similar 
para a assimilação de compostos de carbono (glicose, 
celobiose, D-gluconato), nitrogênio (meio com lisina), 
em meio ausente de aminoácidos, à temperatura de 37 
°C, em meio contendo ciclohexamida a 0,01% (resistência 
ao antifúngico nessa concentração). De acordo com 
a chave taxonômica utilizada, essas leveduras foram 
classificadas como espécie sugestiva de Hanseniaspora 
guilliermondii (anamorfo Kloeckera apis). Kurtzman et 
al.8 constataram que Hanseniaspora guiiliermondii se 
desenvolve à temperatura de 37 °C, diferenciando-se 
das demais leveduras. Embora as leveduras de números 
de 1 a 23 tenham crescido a 37 °C, característica esta do 
gênero Hanseniaspora, estas não responderam de forma 
similar aos demais testes fisiológicos citados acima, 
impossibilitando o seu agrupamento em um grupo 
específico quanto à espécie.

Estudos similares para identificação de 
leveduras por meio de testes bioquímicos/fisiológicos 
foram realizados por vários pesquisadores. Moreira 
et al.11, ao avaliarem as características fisiológicas da 
H. guilliermondii e da H. uvarum por meio de testes 
bioquímicos, revelaram que H. guilliermondii se 
desenvolveu à temperatura de 37 °C e em meio de cultivo 
contendo 0,01% de cicloheximida. Barata et al.12 isolaram 
leveduras de uvas da cultivar trincadeira preta e, por meio 
de testes fisiológicos de termotolerância, diferenciaram as 
leveduras Hanseniaspora guilliermodii da H. uvarum pelo 
seu crescimento em temperatura de 37 °C. 

li et al.13 identificaram leveduras do gênero 
Hanseniaspora em uvas Cabernet sauvignon em 
fermentação espontânea de vinho, na China, e verificaram 
que estas permaneceram até o final da fermentação. 
Os autores consideraram esse resultado importante e 
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sugeriram maiores estudos sobre o papel dessas leveduras 
na qualidade do vinho.

Quanto à avaliação morfológica, as 40 leveduras 
agrupadas como Hanseniaspora apresentaram morfologia 
apiculada e reprodução assexuada por brotamento bipolar 
e estão de acordo com aqueles encontrados por fleet3, que 
verificou que as leveduras apiculadas são predominantes 
nas superfícies de uvas maduras, em especial as do gênero 
Hanseniaspora (anamorfa de Kloeckera).

Segundo Bisson et al.5, a forma anamorfa da 
levedura (Kloeckera) é predominante em regiões de clima 
frio. Em 1998, Yarrow10 observou que a predominância 
dos gêneros Kloeckera e Hanseniaspora está diretamente 
relacionada com a região e a altitude onde se localizam os 
vinhedos e concluiu que em regiões de altas altitudes há 
um maior predomínio de Kloeckera e em baixas altitudes 
de Hanseniaspora. Kloeckera apiculata foi identificada 
em uvas da cultivar Chardonnay, proveniente da região 
da Serra Gaúcha (RS-Brasil)14, região que apresenta clima 
mais frio que o Vale do Submédio São francisco. Os 
municípios localizados no Vale do Submédio São francisco 
apresentam média altitude, 361 a 380 metros acima do nível 
do mar, portanto, devido às condições edofo-climáticas 
da região, houve uma predominância de leveduras do 
gênero Hanseniaspora nas uvas estudadas. Moreira et al.15 
verificaram que leveduras do gênero Hanseniaspora podem 
contribuir muito para a qualidade do vinho, pois produzem 
concentrações desejáveis de esteres e ácidos graxos em 
fermentação espontânea. Esses autores sugerem que as 
Hanseniapora podem produzir vinhos com características 
diferenciadas quando combinadas com Saccharomyces 
cerevisiae. Dessa forma, a predominância de Hanseniaspora 
nos cultivares do Vale do Submédio São francisco pode 
contribuir para a produção de um vinho com características 
peculiares da região.

As 20 leveduras que não foram identificadas em 
gênero pelos testes fisiológicos poderão ser submetidas a 
técnicas moleculares como ampliação dos domínios D1/
D2 da subunidade maior do gene do rRnA.

CONCLUSÃO 
A predominância de leveduras Hanseniaspora 

spp em uvas frescas cultivadas no Vale do Submédio São 
francisco pode ter importante significado para a indústria 
vinícola local, na possibilidade de utilização durante a 
fermentação espontânea do vinho. Entretanto, estudos 
complementares de identificação molecular devem ser 
realizados para explorar a utilização de leveduras desse 

gênero, assim como o estudo da contribuição dessas 
leveduras para o sabor e aroma do vinho.
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RESUMO
neste estudo foram elaborados pães caseiros com baixo teor de cloreto de sódio e acrescido de 
condimentos, o qual foi avaliado quanto à aceitação. A presente investigação foi realizada seguindo-se o 
modelo experimental, com a participação de 50 avaliadores não treinados. Os aspectos sensoriais de três 
amostras elaboradas foram analisados utilizando-se escala hedônica, baseada nos pontos de 1 a 9 para os 
seguintes atributos: aparência, sabor, odor e textura. Observou-se diferença estatística significativa para 
o pão com adição de manjericão e cebola, o qual mostrou maior aceitação em todos os atributos. Para os 
atributos sensoriais avaliados, os condimentos enquadram-se como aceitáveis na sugestão dietoterápica, 
podendo ser utilizados como alternativas dietéticas, não apenas no tratamento de hipertensos, mas 
também para a população em geral e, ainda, promover melhor qualidade de vida por meio de inserção de 
hábitos alimentares saudáveis.
Palavras-chave. sal, condimentos, panificação, análise sensorial.

ABSTRACT
The present study aimed at preparing condiment-added homemade breads and containing low 
amount of sodium, and also to evaluate their acceptance aspects. This study was performed as an 
experimental investigation, and the sensory parameters were evaluated by 50 non–trained tasters. 
The bread samples were prepared with reduced sodium contents and adding condiments, such 
as: basil, sage and onion, as an alternative. Three elaborated samples were analyzed on sensory 
characteristics by using an appropriate hedonic scale, based on the points from 1 to 9 for measuring 
the following attributes: appearance, flavor, odor and texture. The basil and onion-added breads 
showed statistically significant differences, and these samples demonstrated the highest acceptance 
in all of the sensorial attributes. According to the sensory characteristics, the condiments were well 
accepted as a dietotherapy approach and to be used as an alternative, not only for hypertension 
treatment, but also for the general population to promote better life quality by making use of healthful 
nourishment habits.
Keywords. salt, spices, bakery, sensorial analysis.
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INTRODUÇÃO

A Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) é uma 
doença que compromete os vasos sanguíneos, coração, 
cérebro, olhos e pode causar comprometimento dos 
rins, ocorre quando a medida da pressão se mantém 
frequentemente acima de 140 por 90 mmHg1.

É uma doença de alta prevalência no Brasil, 
atingindo os jovens, os adultos e os idosos em 
aproximadamente 20% a 50%, respectivamente. São 
cerca de 17 milhões de portadores de hipertensão 
arterial, sendo que destes 35% possuem mais de 40 anos. 
Contudo, seu aparecimento está cada vez mais precoce, 
e estima-se que cerca de 4% das crianças e adolescentes 
também sejam portadoras. O reconhecimento do 
aumento da prevalência da hipertensão arterial na 
população jovem e de suas possíveis complicações 
na vida adulta tem implicações importantes para 
a prevenção de doenças crônicas, em especial as 
cardiovasculares2.

Essa doença geralmente é herdada dos pais em 
90% dos casos, todavia há vários fatores que influenciam 
nos níveis de pressão arterial, entre eles o tabagismo, o 
etilismo, o estresse, a falta de atividade física, a obesidade, 
níveis elevados de colesterol e o elevado consumo de 
cloreto de sódio (naCl)1.

tanto na prevenção quanto no tratamento, as 
estratégias não farmacológicas adotadas estão baseadas 
nessas modificações do estilo de vida, tendo como uma 
das principais recomendações a redução da ingestão de 
cloreto de sódio3.

no caso dos pacientes já hipertensos, os hábitos 
alimentares devem incluir redução da quantidade de 
sal, retirada do saleiro da mesa, restrição de fontes 
industrializadas de sal, como molhos prontos, sopas 
em pó, embutidos, conservas, enlatados, congelados, 
defumados e salgados do tipo empanado, preferir 
condimentos como limão, salsa, cebola, alho, além de 
redução de alimentos altamente calóricos1. 

Em 2011, o Ministério da Saúde também 
estabeleceu metas nacionais para redução do teor de 
sódio em alimentos. Para o pão francês, por exemplo, 
acordou-se uma redução progressiva de sal ao produto de 
2% para 1,8% até o final de 2014, o que representará uma 
redução de 10% na quantidade de sódio no produto4.

Segundo os dados da Pesquisa de Orçamento 
familiar (POf 2008-2009) do Instituto Brasileiro 
de Geografia e Estatística (IBGE), o consumo per 

capita do pão de sal foi de 53g/dia5. Dessa forma, 
pode-se inferir que o consumo diário do pão é um 
hábito da população brasileira, porém sabe-se que 
esse alimento contém um teor elevado de cloreto de 
sódio, pois uma unidade de pão francês (50 g) contém, 
aproximadamente, 320 mg de sódio. Segundo Silva et 
al.6, duas unidades suprem as necessidades diárias de 
cloreto de sódio, o que poderia ocasionar um aumento 
da pressão arterial. 

uma estratégia para auxiliar nessa redução de 
sal em pães seria a adição de condimentos. De acordo 
com Salgado e Campos7, os condimentos de origem 
vegetal há muitos anos são utilizados na alimentação 
humana com propósito de realçar o sabor e preservar 
os alimentos. Dentre os condimentos utilizados para 
ressaltar o sabor, pode-se destacar o manjericão 
(Ocimum basilicum l.), a cebola (Allium cepa l.) e a 
sálvia (Salvia officinalis l.), que são vegetais populares 
e que há décadas vêm sendo estudados devido aos seus 
componentes antioxidantes8. 

Em estudo realizado por Campos et al.3, a cebola 
ainda apresenta efeitos biológicos importantes, tais como 
aumento do fluxo urinário e redução da HAS. O efeito 
do extrato aquoso da cebola sobre o fluxo de água e 
eletrólitos em ratos Wistar foi avaliado por esse autor, o 
qual observou alterações da HAS.

Sendo assim, este estudo teve como objetivos 
elaborar formulações de pão caseiro com reduzido teor 
de cloreto de sódio e acrescido de condimentos, assim 
como avaliar a aceitação dos pães elaborados.

MATERIAL E MÉTODOS 

trata-se de um estudo experimental, o qual foi 
conduzido no laboratório de técnica Dietética de um 
Curso de nutrição do Centro universitário franciscano 
(unIfRA). Para as formulações dos pães, os ingredientes 
foram adquiridos em um estabelecimento comercial da 
cidade de Santa Maria-RS.

Elaboração dos pães
A formulação dos pães foi estabelecida através de 

testes preliminares para se avaliar qual proporção de cada 
condimento seria mais viável para ser adicionada aos 
pães com reduzido teor de cloreto de sódio. três amostras 
foram elaboradas, na primeira utilizou-se apenas cloreto 
de sódio (formulação Padrão), na segunda utilizou-se 
manjericão e cebola desidratada (formulação A) e na 
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terceira amostra manjericão e sálvia (formulação B), 
além do reduzido teor de sódio dos pães. 

Os pães foram elaborados de acordo com a 
formulação sugerida por Silva et al.6 com adaptações, a 
fim de se adequar a formulação ao propósito do estudo. 
na tabela 1, encontram-se os ingredientes utilizados 
para a preparação dos pães.

Tabela 1. formulação utilizada para elaboração dos pães com condi-
mentos e diferentes teores de cloreto de sódio

Ingredientes
Formulação 

Padrão 
Formulação 

A 
Formulação 

B 
farinha de trigo (g) 1.000 1.000 1.000
Cloreto de sódio (g) 16 6 6
Manjericão (g) - 4 4
Sálvia (g) - - 4
Cebola desidratada(g) - 6 -
Água morna (ml) 480 480 480
fermento biológico (g) 10 10 10
Óleo (ml) 240 240 240
Açúcar (g) 17 17 17
Ovos (g) 75 75 75

Os ingredientes dos pães foram pesados em 
balança digital da marca Glam®, modelo Gl301, de carga 
máxima de 5.000 gramas e graduação de 1 g. 

Os pães foram elaborados pelo método direto. 
Após todos os ingredientes serem misturados e sovados, 
foram levados para a primeira fermentação por cerca de 
40 minutos em torno dos 21 °C de temperatura ambiente. 
Os pães foram modelados e colocados em forma 
retangular contendo proporções de 32 cm × 27 cm e 
levados a descansar por mais 50 minutos a 21 °C. Os pães 
foram postos para assar em forno a gás semi-industrial da 
marca Venâncio®, modelo Roma 110, com temperatura 
média (250 ºC), por cerca de 50 minutos. Depois de 
assados, foram resfriados em temperatura ambiente 
por 15 minutos, desenformados e acondicionados para 
análise sensorial.

Análise sensorial 
foi realizado um teste afetivo com 50 

avaliadores não treinados de ambos os sexos, com 
idade entre 19 e 35 anos, estudantes e funcionários do 
Centro universitário franciscano (unIfRA), onde 
cada avaliador realizou o teste de aceitação das três 
amostras de pães elaboradas. 

Os avaliadores realizaram um teste de 
aceitabilidade utilizando a escala hedônica, ancorada 

em seus extremos pelos termos “gostei muitíssimo” (9) e 
“desgostei muitíssimo” (1), a fim de se avaliar os atributos 
aparência, sabor, odor e textura. todos os avaliadores 
receberam as 3 amostras, que foram oferecidas em pratos 
descartáveis brancos de 18 cm de diâmetro, codificados 
com algarismos de três dígitos aleatórios. Cada avaliador 
recebeu aproximadamente 25 g da amostra de cada pão 
sob temperatura ambiente, além da ficha para o teste de 
aceitação das amostras.

Além disso, os participantes receberam água 
mineral sem gás em copo plástico com capacidade de 
50 ml para serem consumidos entre as amostras, a fim 
de limpar as papilas gustativas e retirar resquícios das 
amostras anteriores de modo que não interferisse na 
seguinte. 

Aspectos éticos
 Os avaliadores receberam informações sobre a 

pesquisa, e como critério de inclusão do estudo todos 
os avaliadores deveriam ser consumidores de pão e não 
possuir alergia a algum componente das formulações dos 
pães, além de assinar o termo de Consentimento livre e 
Esclarecido (tClE). 

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo 
Comitê de Ética e Pesquisa do Centro universitário 
franciscano (unIfRA), conforme a Resolução 196/96 
do CnS/MS e somente executado mediante o protocolo 
de aprovação n° 329.2008-2.

Análise estatística 
Os resultados foram avaliados através de análise 

de variância e para a comparação das médias das 
amostras aplicou-se o teste de friedman, utilizando-se 
um nível de significância de 5% de probabilidade de erro. 
Para análise dos dados foi utilizado o software estatístico 
StAtIStICA versão 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

na análise sensorial para o atributo textura as três 
amostras de pão não apresentaram diferença estatística 
significativa (p > 0,05) entre si. no entanto, para os 
atributos aparência, sabor e odor, todas as amostras 
apresentaram diferença estatística significativa (p < 
0,05) entre si. O pão elaborado com cebola desidratada 
e manjericão (pão A) apresentou média mais elevada 
para aparência (8,11), sabor (8,03) e odor (7,80) do que 
as médias do pão Padrão e do pão B. 
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Tabela 2. Escores médios dos atributos sensoriais dos pães (Padrão), 
pão elaborado com manjericão, cebola desidratada e reduzido teor de 
cloreto de sódio (pão A) e pão elaborado com manjericão, sálvia e 
reduzido teor de cloreto de sódio (pão B)

Atributos Pão Padrão Pão A Pão B 
textura 7,66a ± 1,16 7,98a ± 1,06 7,50a ± 1,61
Aparência 7,68c ± 1,42 8,11a ± 1,39 7,76b ± 1,20
Sabor 7,37c ± 1,19 8,03a ± 1,67 7,09b ± 2,10
Odor 6,88c ± 1,54 7,80a ± 1,31 7,17b ± 1,74

Médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente p < 0,05 
pelo teste de friedman.

Conforme a tabela 2, o pão com manjericão e 
cebola desidratada (pão A) foi a amostra que mais agradou 
em todos os atributos, pois recebeu as maiores médias, 
enquanto o pão Padrão foi o que menos agradou nos 
atributos aparência (7,68), sabor (7,37) e odor (6,88), pois 
recebeu as menores médias. O pão A alcançou na escala 
hedônica para os atributos aparência e sabor médias acima 
de 8,0, o que representa “Gostei muito”, enquanto o pão 
Padrão e o pão B receberam para esses mesmos atributos 
médias acima de 7,0, indicando “Gostei regularmente”.

Apesar do cloreto de sódio ser responsável pelo 
fortalecimento da rede de glúten, formação da crosta 
crocante do pão, sabor e conservação do produto9, a sua 
redução não prejudicou o crescimento do pão e a sua 
qualidade sensorial. Além disso, merece ser ressaltado que 
em quantidade elevada, o naCl inibe o desenvolvimento 
de leveduras, prejudica a fermentação do pão e contribui 
para uma maior ingestão de sódio na alimentação.

Os resultados deste trabalho corroboram com 
os de Kwiatkowski et al.10, no qual a cebola desidratada 
obteve melhor aceitação na elaboração do pão do que 
as outras amostras. Isto sugere que se pode modificar o 
sabor tradicional dos produtos de panificação com boa 
aceitação do consumidor. 

Além disso, a restrição de sal na dieta é uma 
medida recomendada não apenas para hipertensos, mas 
para a população de modo geral. tal orientação deve 
objetivar ingestão em torno de 5 g/dia de cloreto de sódio, 
como medida preventiva da HAS e, consequentemente, 
de doenças cardiovasculares e cerebrovasculares11.

De acordo com Dallepiane12, uma preparação 
que apresente o flavor diferenciado através da utilização 
de um condimento poderá ter maior chance de ser aceita 
em dietas com restrição de sódio, diminuindo o uso de 
sal/dia, além de valorizar o sabor natural dos alimentos 
no preparo doméstico e no hábito do uso de saleiros na 
mesa dos brasileiros.

no estudo de Doyle13
, constatou-se que por 

motivo de saúde as pessoas diminuem gradativamente o 
consumo de cloreto de sódio e se acostumam com uma 
quantidade reduzida nos seus alimentos dentro de alguns 
meses, além disso, esse autor também sugere a inserção 
de ervas aromáticas e especiarias. Monego e Maggi14 
também sugerem para pacientes hipertensos, como uma 
estratégia dietoterápica, a substituição do cloreto de 
sódio por temperos isentos de sódio, como limão, alho, 
cebola, cheiro verde, manjericão, entre outros.

nakasato15 ressalta que o cloreto de sódio 
é utilizado na conservação de alimentos, por isso 
alimentos industrializados contêm grande quantidade 
de sal e devem ser evitados. A substituição por temperos 
naturais, como alho, manjericão, gengibre, entre outros, 
parece saudável e os pacientes devem ser orientados a ler 
os rótulos na hora da compra e a adquirir aqueles com 
menor percentual de cloreto de sódio.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que a 
introdução de condimentos foi viável na elaboração de pães e 
sensorialmente promissora, podendo aumentar a adesão de 
hipertensos à dieta hipossódica, contribuindo positivamente 
para mudanças no estilo de vida, como formação de hábitos 
alimentares mais saudáveis de pessoas hipertensas ou não, 
além de sustentar a proposta do Ministério da Saúde através 
do Plano de Ações Estratégicas para o Enfrentamento das 
Doenças Crônicas não transmissíveis (DnCt) no Brasil.

CONCLUSÃO

De acordo com os resultados pode-se concluir que 
as características sensoriais do pão caseiro elaborado com 
manjericão, cebola desidratada e reduzido teor de cloreto de 
sódio tiveram boa aceitação enquadrando-se nos padrões 
aceitáveis de qualidade e podendo ser sugerido como 
alternativa dietética ou como coadjuvante no tratamento 
medicamentoso do hipertenso. 
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RESUMO 
As fibras são materiais não digeríveis pelo organismo humano e insolúveis em condições específicas. A 
fibra do milho tem sido utilizada como componente alternativo para enriquecer produtos alimentícios 
destinados ao consumo humano, com o intuito de agregar valor a esse coproduto. no presente estudo 
foram determinadas as características químicas e as frações componentes de fibras de milho, extraídas por 
moagem úmida, em laboratório (flab), e moagem semiúmida, em processo industrial (fInd); neste último 
produto foi realizada análise microbiológica. A composição das fibras diferiu estatisticamente entre ambas 
as amostras (p < 0,05) quanto aos teores de umidade, cinzas, lipídeos, proteínas, fibra alimentar insolúvel, 
fibra em detergente neutro (fDn), fibra em detergente ácido (fDA), celulose e lignina. A amostra fInd 
demonstrou parâmetros microbiológicos em conformidade com as especificações adequadas para o 
consumo. As fibras de milho estudadas podem contribuir efetivamente para o aumento do aporte de 
fibras na dieta alimentar. Em vista da fibra obtida pelo fInd ter demonstrado parâmetros microbiológicos 
em conformidade com as especificações para alimentos, esse componente poderá ser incorporado na 
formulação de produtos alimentícios.
Palavras-chave. coproduto, fibra alimentar, milho, moagem úmida.

ABSTRACT 
fibers are non-digestible materials by human organism, and they are insoluble in specific conditions. The 
corn fiber has been used as an alternative to enrich the food products for human consumption, in order 
to add nutritious value to this co-product. This study aimed at determining the chemical and fractions 
components of corn fiber, extracted by semi-wet milling in laboratory (labf), and by semi-humid milling 
in industrial process (Indf); and microbiological analyses were perform in the last fraction. The fiber 
composition differed significantly among these two products as to moisture, ash, lipids, proteins, insoluble 
dietary fiber, neutral detergent fiber (nDf), acid detergent fiber (ADf), cellulose and lignin contents. The 
sample Indf showed microbiological parameters in compliance with the specifications for consumption. 
The investigated corn fiber may effectively contribute to increase the fiber intake in the diet. As the 
industrially processed fiber (Indf) showed compliant microbiological parameters with the specifications 
for food, this component might be incorporated into the food products formulation.
Keywords. co-products, corn, dietary fiber, wet milling.
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INTRODUÇÃO

O milho é um produto agrícola largamente 
utilizado na alimentação humana e animal, consistindo 
uma importante fonte energética para o homem. Durante 
seus processos de industrialização, conserva sua casca, 
que é rica em fibras, fundamental para a eliminação das 
toxinas do organismo humano. Além das fibras, o grão de 
milho é constituído de carboidratos, proteínas, vitaminas 
(complexo B), minerais (ferro, fósforo, potássio, cálcio) 
e óleo1. 

A moagem úmida do milho envolve 
transformações químicas, bioquímicas e operações 
mecânicas, com o objetivo de separar o grão em 
frações relativamente puras, chamados de coprodutos 
da moagem, que são o germe, amido, fibra e glúten. 
A fibra e o glúten, devido ao baixo valor, vêm sendo 
utilizados basicamente em formulações para ração 
animal2,3.

A American Association of Cereal Chemistry4 
definiu fibra alimentar como sendo a “parte comestível 
de plantas ou carboidratos análogos, que são resistentes 
à digestão e absorção no intestino delgado, com 
fermentação completa ou parcial no intestino grosso. 
Incluem também polissacarídeos, oligossacarídeos, 
lignina e substâncias associadas a vegetais”. 

Estudos epidemiológicos indicam a relação 
entre a ausência de fibras na dieta e muitas doenças 
como câncer de cólon, diabetes, hipercolesterolemia, 
diverticulite, constipação intestinal, obesidade e 
cálculos biliares. Dentre os efeitos benéficos das 
fibras, podemos citar o prolongamento do tempo de 
esvaziamento gástrico, diminuição do nível de glicose 
sérica, aumento da taxa de excreção de ácidos biliares, 
aumento do peso fecal e da sua capacidade de ligação à 
água5,6.

A elaboração de produtos utilizando os 
coprodutos da moagem do milho que possuem menor 
valor agregado permitirá melhor aproveitamento e 
melhores alternativas de uso. Para tanto, é necessário 
conhecer suas características químicas e higiênico-
sanitárias. 

Os objetivos deste estudo foram obter a 
composição química da fibra do milho, determinar suas 
frações componentes em termos de fibra alimentar total, 
fibra em detergente neutro (fDn), fibra em detergente 
ácido (fDA), celulose e lignina, além da verificação da 
qualidade microbiológica do produto. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Esta pesquisa foi conduzida e aprovada pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do IBIlCE/unESP, 
com protocolo de aprovação nº 0028.0.229.000-09.

foi utilizada para realização das análises, a fibra 
de milho fornecida por indústria de processamento (fInd) 
(Corn Bran flour-R®) e comparando-se os resultados com a 
fibra de milho extraída por processo de moagem úmida em 
laboratório (flab). Ambas foram moídas em moinho de 
discos para cereais e peneiradas em peneira com abertura de 
25 mesh (0,71 mm), para padronização da granulometria. 

Para a composição centesimal, realizaram-se 
as análises de umidade, proteínas, lipídeos, cinzas, 
de acordo com metodologias propostas pela AOAC7e 
carboidratos disponíveis estimados por diferença. A 
fibra alimentar solúvel e insolúvel foi determinada pelo 
método enzimático gravimétrico proposto por Prosky et 
al.8, no qual é realizada digestão enzimática sequencial de 
α-amilase termoestável, protease e amiloglicosidase em 
tampão fosfato, sendo a fibra alimentar total obtida pela 
soma das frações insolúvel e solúvel. Para determinação 
das frações da fibra (fDn, fDA, celulose, hemicelulose 
e lignina), utilizou-se a metodologia proposta por 
Van Soest e Wine9, método utilizado para determinar, 
em uma amostra de alimento, o resíduo resultante da 
extração durante 60 minutos em solução em ebulição de 
detergente neutro e detergente ácido. 

A análise microbiológica da fInd foi realizada 
de acordo com a legislação vigente para farelo e fibras 
de cereais, RDC nº 12/200110, e seguiu-se metodologia 
recomendada por Silva et al.11. foi realizado o 
monitoramento dos bioindicadores coliformes totais 
e termotolerantes a 45 ºC/g, dos micro-organismos 
Salmonella spp./25g, Bacillus cereus/g, além da pesquisa 
de Staphylococcus coagulase positiva, que não é 
preconizada pela legislação RDC, mas foi analisada por 
medida de precaução, devido ao fato de ser um produto 
processado manualmente.

Análise estatística dos dados
Os dois tipos de fibras (fInd e flab) foram 

avaliados e comparados um com o outro. três repetições 
foram tratadas como blocos, e as médias dos dados da 
análise química e das frações das fibras foram comparadas 
pelo teste t de Student. As diferenças foram consideradas 
significativas para p < 0,05. todas as análises foram 
realizadas com o programa MinitabR, versão 16.1.0.0.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

foi observado que a umidade das fibras (fInd = 
8,9 e flab = 9,9) (tabela 1) diferiu significativamente, 
sendo obtidos valores superiores ao encontrado por 
noureddini e Byun12, que observaram 5,3% para fibra de 
milho industrial. As diferenças entre os valores devem-se, 
provavelmente, às condições diferentes de temperatura e 
umidade relativa durante o armazenamento para cada 
amostra.

Tabela 1. Composição centesimal (média ± desvio padrão) de fibras 
de milho obtidas do processamento industrial e de fibras extraídas por 
moagem úmida em laboratório

Componente
Fibra de milho 

industrial 
(FInd)

Fibra de milho 
de laboratório 

(FLab)
umidade (%) 8,9 ± 0,03b 9,9 ± 0,12a

Cinzas (%) 1,6 ± 0,13a 0,6 ± 0,06b

lipídeos (%) 3,6 ± 0,03a 0,9 ± 0,02b

Proteínas (%) 6,1 ± 0,09b 12,2 ± 0,16a

fibra alimentar total1 (%) 82,1 50,6
fibra alimentar insolúvel (%) 81,8 ± 2,21a 50,5 ± 1,35b

fibra alimentar solúvel (%) 0,2 ± 0,00a 0,1 ± 0,00a

Carboidratos disponíveis2 (%) 6,6 35,7
Resultados expressos em base seca (g.100 g-1), exceto a umidade, 
expressa em base úmida. 1Determinada pela somatória das fibras 
alimentares solúvel e insolúvel, por isso não apresenta o teste de 
comparação de médias. 2Determinados por diferença. a, bMédias 
seguidas de letras diferentes, em cada linha, diferem entre si pelo teste 
t de Student (p ≤ 0,05).

A fibra de milho extraída em laboratório 
apresentou maior teor proteico (12,2%) do que a 
industrial (6,1%) (p < 0,05). Essa diferença está 
relacionada com o processo artesanal de extração em 
laboratório, de modo que na separação das frações 
permanece um residual de outros componentes na 
porção fibrosa. tanto o conteúdo proteico da amostra 
industrial quanto o da fibra de laboratório foram 
superiores ao encontrado por Paes13, que verificou 
2,6% de proteínas em pericarpo de milho. Além da 
contaminação residual de outros coprodutos (como 
a proteína) nessas frações em função do método de 
separação dos componentes, a fibra industrial (fInd) 
pode apresentar, também, partes do endosperma e 
camada de aleurona, ricas em proteínas e enzimas, 
que desempenham papel importante no processo de 
germinação1. 

O teor mineral para flab foi de 0,6%, 
evidenciando que em torno de 37% dos minerais do grão 

encontram-se na porção fibrosa. O teor mineral de cereais 
é influenciado pelas condições de cultivo, incluindo 
fertilização e condições do solo, e de processamento15. 
Assim, a composição dos produtos derivados do milho 
depende de quais partes do grão os produtos incluem. O 
maior teor de cinzas encontrado para a fibra industrial 
(1,6%) pode ser também reflexo da incorporação 
da camada de aleurona, que se situa logo abaixo do 
pericarpo, e parte do gérmen, onde os minerais são mais 
concentrados.

A porcentagem de lipídeos (3,6%) na fInd diferiu 
significativamente do teor de flab (0,9%), como pode 
ser observado na tabela 1. As principais razões dessa 
diferença provavelmente estejam relacionadas ao método 
de obtenção da fibra industrial, normalmente realizada 
por moagem semiúmida e nas diferentes características 
genotípicas das matérias-primas, além da possível 
incorporação, durante o processo de moagem, de parte 
do gérmen e camada de aleurona, que possuem maiores 
teores de lipídeos.

Quanto aos teores de fibra alimentar total, as 
amostras diferiram significativamente entre si (fInd = 
82,1% e flab = 50,6%). Para a fibra insolúvel, as amostras 
também diferiram (fInd = 81,8% e flab = 50,5%). Os 
resultados para fibra solúvel foram estatisticamente 
iguais (fInd = 0,2% e flab = 0,1%). O conteúdo de fibra 
alimentar insolúvel foi predominante em relação ao de 
fibra alimentar solúvel, tanto na fInd quanto na flab. 
Esses achados corroboram com resultados encontrados 
por Cherbut et al.14, que verificaram somente fibra 
insolúvel em farelo de milho.

Com esses dados, verifica-se que a fibra 
alimentar das amostras em estudo (fInd e flab) 
é composta quase que em sua totalidade de fibra 
insolúvel. As variações observadas em relação à 
fibra alimentar solúvel, insolúvel e total nas fInd e 
flab podem ser justificadas por fatores associados à 
variedade genética, condições ambientais e a própria 
estrutura do grão de milho de onde foram extraídas 
as fibras, o que influencia de forma significativa a 
composição do grão.

Com relação à composição das frações 
componentes da fibra (tabela 2), tem-se a fração fDn 
constituída por celulose, hemicelulose, lignina e proteína 
lignificada, e a fração fDA, que corresponde à porção 
menos digerível da parede celular, constituída na sua 
quase totalidade de lignocelulose, ou seja, celulose e 
lignina.



731

Rocha-Olivieri CM, Conti-Silva AC, Lopes-Filho JF. Avaliação das características físico-químicas e microbiológicas dos componentes fibrosos 
obtidos da moagem úmida de grãos de milho. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):728-32.

Tabela 2. Composição das frações componentes (média ± desvio 
padrão) de fibra de milho industrial, fibra de milho extraída em 
laboratório e fibra de milho (dados de literatura)*

Composição
Fibra de milho 

industrial3 
(FInd)

Fibra de milho 
de laboratório 

(FLab)

Fibra de 
milho 

industrial*
fDn1 (%) 85,6 ± 3,09a 64,8 ± 4,15b –
fDA2 (%) 5,8 ± 0,01b 11,7 ± 0,21a –
Hemicelulose** (%) 66,8 53,1 38,8 ± 0,4
Celulose (%) 7,6 ± 0,04a 3,1 ± 0,43b 13,0 ± 0,2
lignina (%) 6,8 ± 0,13b 10,7 ± 0,15a 7,5 ± 0,3

*fonte: noureddini; Byun, 2010.  1fibra em detergente neutro. 
2fibra em detergente ácido. 3Corn Bran flour-R®. **Determinada por 
diferença por isso não apresenta o teste de comparação de médias. a, 

bMédias seguidas de letras diferentes, em cada linha, diferem entre si 
pelo teste t de Student (p ≤ 0,05).

Pela metodologia usada na determinação da 
fDn, foi possível separar o conteúdo intracelular, ou 
constituintes solúveis, da fração correspondente aos 
constituintes da parede celular, formada basicamente 
de celulose, hemicelulose, lignina e proteína lignificada. 
Verificou-se que as amostras diferiram significativamente 
quanto às frações fDn e fDA e também quanto aos 
teores de celulose e de lignina.

Houve predominância dos constituintes da parede 
celular (fração insolúvel) na fibra derivada do processo 
industrial (fInd) e na fibra derivada da moagem úmida 
em laboratório (flab). fInd apresentou 85,6% da fração 
de constituintes da parede celular, enquanto em flab o 
teor foi menor: 64,8%. Esses resultados são similares aos de 
Blanco-Metzler et al.15, que encontraram predominância 
da fração insolúvel (24%) em fibra de milho industrial.

Assim, a partir da porcentagem dos constituintes 
da parede celular (fDn) e (fDA) do material analisado, 
foi calculada a fração de hemicelulose, pela diferença entre 
as frações. fInd apresentou maior teor de hemicelulose 
(66,8%) comparada com a flab (53,1%). 

Ainda na tabela 2, pode ser observado que o 
percentual de hemicelulose encontrado foi maior do 
que o de celulose e lignina, nas amostras de fInd e flab, 
assim como também reportado por noureddini e Byun12.

Os resultados das análises microbiológicas 
mostraram que os parâmetros encontram-se dentro dos 
limites permitidos pelo Padrão federal10 para cada tipo 
de micro-organismo analisado, ou seja, todas as amostras 
estavam com contagens abaixo do máximo estabelecido 
pela legislação vigente. Verificou-se para Staphylococcus 
aureus (ou coagulase positiva), que foi analisado por 
razões de segurança sanitária devido à manipulação do 
produto, um valor de < 100 unidades formadoras de 

Colônia por grama (ufC/g) de amostra analisada. Para 
coliformes totais, < 3 número Mais Provável por grama 
(nMP/g) de amostra analisada, mas a resolução não 
estabelece padrão para esses micro-organismos nesse 
tipo de amostra. Já para os coliformes termotolerantes, 
verificou-se < 3 nMP/g e o valor de referência permitido 
seria de até 5 × 102 nMP/g. Com relação à Escherichia coli, 
notou-se ausência deste micro-organismo, mas a resolução 
também não estabelece padrão para estes nesse tipo de 
amostra. Observou-se ainda ausência de Salmonella spp., 
e o valor de referência permitido é a ausência em 25 g 
de amostra, e, finalmente, encontrou-se < 100 ufC/g de 
Bacillus cereus, sendo o valor de referência permitido de 
até 5 × 103 ufC/g de amostra analisada.

Assim, verifica-se que as condições higiênicas 
sanitárias da matéria-prima, do seu processamento e da 
sua estocagem são satisfatórias, permitindo o seu uso 
para a incorporação em produtos alimentícios, tais como 
barras de cereais.

CONCLUSÃO

As fibras de milho fInd e flab estudadas podem 
contribuir efetivamente para o aporte de fibras na dieta 
alimentar, com predominância dos constituintes da 
parede celular, ou seja, fração insolúvel. São fontes de 
proteínas, lipídios e fibra alimentar, e por serem ricas 
em fibra são consideradas produtos funcionais e, assim, 
podem ser utilizadas na alimentação humana. A amostra 
analisada de fInd apresentou parâmetros microbiológicos 
dentro das especificações, podendo ser utilizada para a 
incorporação em produtos alimentícios, sem acarretar 
prejuízos higiênico-sanitários ao consumidor.
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RESUMO 
A busca por alimentos de preparo rápido e fácil, e ao mesmo tempo com potencial nutritivo adequado, 
tem favorecido a industrialização e o aumento do consumo de produtos cárneos emulsionados, entre eles, 
a salsicha. Com o objetivo de avaliar a qualidade desses produtos, foram realizadas análises físico-químicas 
e microbiológicas em amostras de salsichas de diferentes marcas comercializadas a granel. Das amostras 
analisadas, 58,33% mostraram contagem para Staphylococcus coagulase positiva acima do limite permitido 
pela legislação vigente. nos exames físico-químicos, em 50% das marcas analisadas foram detectados 
teores de proteína, de carboidratos totais e de amido em discordância com os valores estabelecidos pela 
legislação. foi também constatado que 25% das marcas demonstraram conteúdo de gordura acima do 
permitido. 
Palavras-chave. produto cárneo emulsionado, Staphylococcus coagulase positiva, saúde pública.

ABSTRACT 
Demanding for foods of rapid and easy preparation, and also with adequate nutritional potential has 
favored to increase the consumption and the industrialization of emulsified meat product and among them 
the sausage. Aiming at assessing the quality of these products, the physical-chemical and microbiological 
analyses were performed in different brands of sausages commercialized in bulk. Of the analyzed samples, 
58.33% showed coagulase positive Staphylococcus counting higher than the limit allowed by the legislation 
in force. The physical-chemical analysis showed that in 50% of tested sausage brands the protein, total 
carbohydrates and starch contents were in disagreement with the values established by the legislation. 
It was also found that 25.00% of the analyzed brand showed the fat contents above the permitted values. 
Keywords. emulsified meat product, coagulase positive Staphylococcus, public health.
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INTRODUÇÃO

na atualidade, em função da escassez do tempo, é 
cada vez mais evidente a busca por alimentos de preparo 
rápido1. Esse contexto tem favorecido a industrialização e 
o consumo de produtos alimentícios que não demandem 
muito tempo de preparo. Prova disso, os produtos 
cárneos industrializados tornaram-se opção crescente 
entre a população2.

A salsicha tipo hot-dog destaca-se como um 
dos produtos cárneos emulsionados mais populares3, 
representando um importante segmento das carnes 
industrializadas. Segundo Datamark4, o volume de 
salsichas produzidas no Brasil no ano de 2008 atingiu 
511.196 toneladas, e estima-se que em 2013 a produção 
atinja 701.140 toneladas.

Devido à demanda do consumidor, é comum 
encontrar salsichas sendo comercializadas na 
forma a granel. no entanto, condições inadequadas 
de armazenamento durante a sua distribuição e 
comercialização podem interferir de forma negativa na 
qualidade microbiológica desses produtos, podendo 
provocar toxinfecções alimentares em seus consumidores, 
e assim, se constituindo em um problema de saúde pública. 

O presente estudo objetivou avaliar a qualidade 
microbiológica e físico-química de salsichas tipo hot-dog 
comercializadas a granel.

MATERIAL E MÉTODOS

foram coletadas e analisadas 24 amostras de 
diferentes marcas de salsichas conhecidas nacionalmente e 
comercializadas em mercado varejista da região sudoeste do 
Paraná. no momento da coleta das amostras, considerou-se 
um período de dez dias após a fabricação das salsichas. 

Com o intuito de avaliar se as amostras atendiam 
aos requisitos físico-químicos preconizados pela 
legislação5, as mesmas foram analisadas quanto aos 
teores de umidade, cinzas e proteína total6. Os lipídios 
totais foram extraídos segundo método proposto por 
Bligh e Dyer7, e os teores de carboidratos obtidos por 
diferença entre 100% e a soma dos percentuais de 
umidade, cinzas, proteínas e lipídios totais8. Os teores 
de amido foram determinados conforme preconizado 
na Instrução normativa nº 20/1999 do Ministério da 
Agricultura e do Abastecimento9. O valor calórico 
foi obtido pela somatória dos teores de carboidratos 
e proteínas, multiplicados por quatro, e de lipídeos, 

multiplicados por nove. O teor de extrato seco total foi 
obtido pela soma dos percentuais de cinzas, proteína, 
lipídios e carboidratos, sendo a determinação do teor 
de gordura no extrato seco realizada por modo indireto, 
considerando a razão entre o teor de gordura e o teor de 
extrato seco total das salsichas.

As análises microbiológicas foram realizadas 
assim que as amostras chegaram aos laboratórios da 
universidade tecnológica federal do Paraná, campus 
francisco Beltrão. Para a determinação de coliformes 
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e 
Salmonella sp., seguiu-se a metodologia definida pela 
Instrução normativa do Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento nº 62/200310.

Os resultados das análises físico-químicas foram 
submetidos aos cálculos de média, desvio padrão e 
Análise de Variância (AnOVA), sendo posteriormente 
aplicado teste de tukey, ao nível de 5% de significância, 
na comparação das médias11.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados físico-químicos das amostras de 
salsichas analisadas estão apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Composição centesimal e parâmetros físico-químicos de 
salsichas comercializadas a granel

Parâmetros
Marcas de Salsichas

A B C D

umidade (%)
62,12 ± 0,04a 49,71 ± 0,05b 49,75 ± 0,22b 59,88 ± 0,02c

CV(%) 0,06 CV(%) 0,10 CV(%) 0,44 CV(%) 0,03

Cinzas (%)
3,09 ± 0,01a 3,14 ± 0,03a 3,21 ± 0,02b 2,39 ± 0,04c

CV(%) 0,32 CV(%) 0,95 CV(%) 0,62 CV(%) 1,67

Proteínas (%)
12,15 ± 0,04a 11,97 ± 0,16a 9,22 ± 0,04b 12,08 ± 0,08a

CV(%) 0,33 CV(%) 1,34 CV(%) 0,43 CV(%) 0,66

lipídios (%)
17,04 ± 0,19a 28,09 ± 0,15b 31,08 ± 0,09c 18,57 ± 0,09d

CV(%) 1,11 CV(%) 0,53 CV(%) 0,29 CV(%) 0,48
Carboidratos 
(%)

5,59 ± 0,01a 7,08 ± 0,02b 6,78 ± 0,01c 7,09 ± 0,02b

CV(%) 0,18 CV(%) 0,28 CV(%) 0,15 CV(%) 0,28

Amido (%)
1,23 ± 0,01a

CV(%) 0,81
2,08 ± 0,02b

CV(%) 0,96
1,14 ± 0,01a

CV(%) 0,88
2,66 ± 0,02c

CV(%) 0,75
Extrato seco 
total

37,87 ± 0,01a

CV(%) 0,03
50,28 ± 0,01a

CV(%) 0,02
50,29 ± 0,01a

CV(%) 0,02
40,13 ± 0,01a

CV(%) 0,02

GES
44,99 ± 0,01a

CV(%) 0,02
55,87 ± 0,01a

CV(%) 0,02
61,80 ± 0,11a

CV(%) 0,18
46,27 ± 0,09a

CV(%) 0,19
Valor 
calórico

224,32 ± 0,11a 

CV(%) 0,05
328,77 ± 0,14a 

CV(%) 0,04
343,72 ± 0,02a

CV(%) 0,04
247,41 ± 0,01a

CV(%) 0,01
Os resultados são médias de 18 replicatas com as respectivas estimativas 
do desvio padrão. Valores na mesma linha seguidos de letras iguais não 
diferem entre si (p > 0,05). [Análise de variância − AnOVA e teste de 
tukey]. CV = coeficiente de variação = (desvio padrão/média) x 100.
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Os resultados das análises físico-químicas 
demonstraram que todas as amostras referentes à 
marca A se apresentaram em conformidade com a 
legislação pertinente. Em contrapartida, a marca B, por 
ter apresentado valores médios acima de 7,00% para 
carboidratos totais e 2,00% para amido, apresentou-se em 
desacordo com os valores preconizados pela legislação 
brasileira5, apresentando também o segundo maior valor 
de lipídios totais (p < 0,05%) entre as marcas avaliadas. 
Mariath et al.12 relataram que a obesidade é vista como um 
problema de saúde pública e comprovaram que a ingestão 
de alimentos com altos teores de gorduras saturadas foi a 
principal causa do aumento de peso corporal.

As salsichas referentes à marca C, por 
apresentarem conteúdo proteico abaixo de 12,00% 
e percentual de gordura total acima de 30,00%, se 
encontravam em desacordo com a legislação. Assim 
como a marca B, as salsichas da marca D apresentaram 
teores de carboidratos totais e amido acima dos valores 
máximos preconizados pela Instrução normativa nº 
4/20005, sendo responsáveis pelos maiores valores (p 
< 0,05%) observados para esses parâmetros durante o 
estudo. O uso de amido em formulações cárneas tem o 
objetivo de conferir maior uniformidade e textura mais 
firme aos produtos emulsionados13. Em contrapartida, 
o amido pode também contribuir para a redução da 
quantidade de matéria-prima e, conseguintemente, 
para a redução do custo de produção, o que tem levado 
algumas indústrias do setor a burlarem a legislação 
quanto a quantidade desse ingrediente nas formulações 
de seus produtos. 

As amostras de salsichas analisadas por Kawaiti et 
al.13 apresentaram valores médios de umidade, proteína 
total, gordura total, carboidratos e amido na ordem de 
56,47%, 14,10%, 22,91%, 2,49% e 1,92%, respectivamente, 
valores semelhantes aos verificados neste estudo. 

Os resultados microbiológicos das amostras de 
salsichas analisadas são apresentados na tabela 2.

Segundo a RDC no 12/200114, o limite máximo 
permitido para coliformes a 45 °C, Staphylococcus 
coagulase positiva e Salmonella sp. em produtos cárneos 
cozidos, incluindo as salsichas, é de 1 × 103 nMP.g-1, 
3 × 103 ufC.g-1 e ausência em 25 g do alimento, 
respectivamente. Como pode-se observar na tabela 2, 
em nenhuma das amostras foi verificada a presença de 
Salmonella sp. As contagens de coliformes a 45 °C foram 
consideradas aceitáveis para embutidos processados, no 
entanto, foi verificado que todas as marcas apresentaram 

amostras com contagens de Staphylococcus coagulase 
positiva acima dos valores máximos preconizados 
pela legislação15, indicando, portanto, que as salsichas 
analisadas podem ser tidas como um problema de saúde 
pública. 

Tabela 2. Resultados das análises microbiológicas de salsichas 
comercializadas a granel

Marcas Coletas
Coliformes 

45 °C 
(NMP.g-1)*

Staphylococcus 
coagulase (+) 
(UFC.g-1)**

Salmonella 
spp.

(em 25 g)

A

1a < 3,0 3,4 × 103 Ausência
2a < 3,0 2,4 × 102 Ausência
3a < 3,0 2,4 × 102 Ausência
4a < 3,0 4,1 × 103 Ausência
5a < 3,0 3,7 × 103 Ausência
6a < 3,0 1,3 × 102 Ausência

B

1a < 3,0 3,8 × 103 Ausência
2a < 3,0 4,6 × 103 Ausência
3a < 3,0 7,9 × 102 Ausência
4a < 3,0 4,4 × 102 Ausência
5a < 3,0 3,0 × 102 Ausência
6a < 3,0 2,9 × 102 Ausência

C

1a < 3,0 3,0 × 102 Ausência
2a < 3,0 3,2 × 103 Ausência
3a < 3,0 3,5 × 103 Ausência
4a < 3,0 3,8 × 103 Ausência
5a < 3,0 4,4 × 103 Ausência
6a < 3,0 4,8 × 102 Ausência

D

1a < 3,0 4,6 × 102 Ausência
2a < 3,0 3,9 × 103 Ausência
3a < 3,0 4,7 × 103 Ausência
4a < 3,0 4,4 × 103 Ausência
5a < 3,0 4,1 × 103 Ausência
6a < 3,0 3,4 × 103 Ausência

*nMP.g-1: número mais provável por grama. **ufC.g-1: unidades 
formadoras de colônias por grama.

Em estudo realizado por Martins et al.15, ficou 
constatado que 22,00% e 28,00% das amostras de 
salsichas hot-dog comercializadas a granel apresentaram 
contaminação por coliformes termotolerantes e 
Staphylococcus coagulase positiva, respectivamente, 
sendo que 12,00% e 14,00% das embaladas à vácuo 
também apresentaram contagens para coliformes 
termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva 
acima do máximo permitido pela legislação vigente. 
no mesmo estudo foi detectada presença de Salmonella 
sp. em 6,00% das amostras comercializadas a granel. 
Segundo os mesmos autores, a contaminação do 
alimento por coliformes e Staphylococcus coagulase 
positiva pode indicar falta de procedimentos de Boas 
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Práticas de fabricação, tratamento térmico ineficiente, 
recontaminação após tratamento térmico, tempo e/ou 
temperatura de armazenamento inadequados, ou ainda 
acondicionamento em embalagens contaminadas ou 
exposição do alimento ao ambiente. 

CONCLUSÃO 

Sob o aspecto microbiológico, todas as marcas de 
salsichas analisadas estavam impróprias para consumo 
humano. Os resultados físico-químicos demonstraram 
que 75% das marcas avaliadas apresentaram teores de 
proteína, gordura, carboidratos e amido divergentes aos 
valores estabelecidos pela legislação brasileira.

Os resultados obtidos e o elevado consumo 
de produtos cárneos emulsionados comercializados a 
granel, bem como a existência de poucos estudos sobre 
a qualidade de salsichas, indicam, especialmente às 
autoridades sanitárias, a necessidade de maior controle na 
produção e comercialização como prática fundamental 
na defesa da saúde do consumidor. 
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RESUMO
Devem-se considerar os aspectos que fogem ao controle do processador, como por exemplo, o autosserviço, 
a fim de garantir a inocuidade dos alimentos. neste estudo foram avaliadas as atitudes de risco dos 
consumidores que podem favorecer a contaminação dos alimentos durante o autosserviço. foram avaliadas 
treze atitudes de risco que possam contaminar os alimentos na distribuição e exposição destes em um 
restaurante da cidade de Santa Maria (RS). A análise foi feita durante cinco dias consecutivos no mês de 
setembro de 2011. A avaliação foi efetuada a cada cinco indivíduos no período de maior movimentação do 
restaurante (das 11h às 14h), totalizando 657 observações. De acordo com os resultados obtidos, notou-se 
que a atitude de risco mais cometida pelos consumidores foi falar sobre as preparações alimentícias expostas 
(51%). Em 46% dos casos, os consumidores utilizavam os utensílios de uma preparação em outra já servida 
no seu prato. Concluiu-se que há probabilidade de ocorrência de contaminação alimentar causada pelos 
próprios consumidores em restaurantes de autosserviço.
Palavras-chave. restaurantes, contaminação de alimentos, segurança dos alimentos, higiene dos alimentos.

ABSTRACT
Some consumer behaviors, which are beyond of the processor control, e.g., at self-services, should be 
regarded to ensure the food safety. This study aimed at assessing the consumers’ attitudes which might 
lead to food contamination during self-servicing. This study evaluated thirteen risk attitudes which might 
cause contamination during the food distribution and self-serving procedure in a restaurant located in 
the city of Santa Maria (RS) during five days in September of 2011. The analyses were performed in every 
five individuals groups at the restaurant during the rush hour (from 11:00 AM to 2:00 PM), resulting in 
657 observations. According to these analyses, the mostly common risk attitude (51%) of consumers was 
talking over the preparations while they were choosing and taking the exposed foods. In 46% of the cases, 
the consumers used the cutleries disposed for a food in another one which was already served onto the 
own plate. Therefore, high is the chance of the contamination risk caused by the own consumers at 
self-service restaurants.
Keywords. restaurants, food contamination, food security, food hygiene.
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INTRODUÇÃO 

A vida moderna impôs um ritmo acelerado aos 
indivíduos, causando mudanças nos hábitos de vida e 
alimentares, modificados por diversos fatores, como 
o aumento da jornada de trabalho, dificuldades em 
locomoção e, principalmente, o aumento da utilização da 
mão de obra feminina. Com isso, torna-se cada vez maior 
o número de refeições feitas fora do domicílio em função 
da busca de praticidade e economia de tempo, gerando 
assim um aumento de restaurantes, principalmente os 
do tipo self-service1. nos estabelecimentos que oferecem 
esse serviço, rigorosas práticas higiênicas no preparo são 
essenciais para garantir um alimento seguro2.

Em um sistema de distribuição centralizado, 
como os restaurantes de autosserviço, há probabilidade 
de contaminação dos alimentos pelos consumidores, pois 
estes mantêm contato direto com os alimentos expostos 
no balcão de distribuição3. 

Segundo Jevšnik et al.4, os consumidores 
acreditam que eles não são responsáveis pela segurança 
dos alimentos com a mesma intensidade que os 
manipuladores de alimentos. É importante salientar 
que o consumidor infectado pelo Staphylococcus aureus 
(presente no nariz, garganta, líquidos corporais, sangue e 
saliva) pode contaminar o alimento e desenvolver algum 
tipo de Doença transmitida por Alimentos (DtA)5.

As DtAs são consideradas um problema de saúde 
pública pela abrangência de disseminação devido ao 
número de refeições realizadas fora de casa atualmente6.

As condições higiênicas dos locais de produção 
e a manipulação dos alimentos interferem na qualidade 
microbiológica destes, podendo ser considerados 
veículos de contaminação, e os manipuladores são 
frequentemente disseminadores de agentes patogênicos7.

A literatura relata casos de contaminação alimentar 
por alimentos mal cozidos, mantidos em temperaturas 
inadequadas ou manipulados por colaboradores 
portadores de micro-organismos patogênicos, mas 
poucos são os dados da possível contaminação provocada 
pelos consumidores, provavelmente por desconsiderar a 
hipótese desse tipo de problema8.

As mãos também são importantes veículos 
de contaminação, quando em contato com indivíduo, 
alimento e equipamento, utensílio e ambiente. O ato 
de espirrar e falar pode contaminar com uma grande 
quantidade de micro-organismos3. Práticas como 
deixar as mangas do uniforme encostarem no alimento, 

conversar, tocar no cabelo enquanto está se servindo 
pode causar a contaminação e desenvolver as DtAs8.

Sendo assim, para diminuir os riscos de 
contaminação e contribuir com a inocuidade dos 
alimentos, devem-se considerar também aspectos em 
que o controle não é o manipulador, como, por exemplo, 
o consumidor no autosserviço. O objetivo deste estudo 
foi avaliar as atitudes de risco dos consumidores que 
podem favorecer a contaminação dos alimentos durante 
o autosserviço.

MATERIAL E MÉTODOS 

Este estudo é de caráter exploratório com técnica 
de observação não participante, segundo Pereira9, e a 
amostra foi escolhida de maneira sistematizada.

foram avaliadas as atitudes de risco dos 
consumidores que podem contaminar os alimentos 
na distribuição. Selecionou-se treze atitudes de 
risco adaptadas de zandonadi et al.3, no qual foram 
analisadas segundo técnica de observação in loco de 
comportamentos, de acordo com Mediano10. O presente 
estudo foi aplicado em um restaurante da cidade de Santa 
Maria (RS), selecionado por conveniência, durante cinco 
dias consecutivos, no mês de setembro de 2011.

As atitudes avaliadas foram: mexer no cabelo 
perto das preparações expostas no balcão (1); falar em 
cima das preparações no balcão de distribuição (2); deixar 
a gravata, a manga de camisas, bolsas, blusas, vestidos 
ou casacos tocarem nas preparações (3); deixar parte do 
corpo do consumidor encostar nas preparações (4); tossir 
sobre as preparações (5); espirrar sobre preparações 
(6); utilizar o utensílio de uma preparação servida no 
prato do consumidor em outra preparação (7); colocar 
o utensílio de uma preparação em outra preparação (8); 
deixar o utensílio cair dentro da preparação (9); retirar 
alimentos do seu prato e devolvê-las às cubas com a mão 
ou utensílio disponível (10); consumir alimentos antes 
da pesagem (11); arrumar alimentos no prato com os 
utensílios das preparações (12); e tocar nos alimentos 
enquanto se servia das preparações (13).

A observação foi efetuada a cada cinco indivíduos 
no período de maior movimentação do restaurante, das 
11h às 14h.

Os dados coletados foram analisados no 
programa Microsoft Excel®, que determinou por meio de 
análise estatística simples o percentual de pessoas que 
praticavam cada atitude de risco.
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O presente estudo foi aprovado pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa do Centro universitário 
franciscano (unIfRA), sob registro número 247.2011.2, 
concomitantemente com a aprovação do local onde se 
desenvolveu a pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Durante os cinco dias de aplicação do trabalho, 
totalizaram-se 657 avaliações. na tabela 1 é apresentado 
o percentual de consumidores que cometeram cada 
atitude de risco avaliada.

Tabela 1. Percentual de consumidores que praticaram atitudes de 
risco no momento da preparação dos seus pratos em restaurante da 
cidade de Santa Maria, RS, 2011
ATITUDES n %
1. Mexer no cabelo perto das preparações expostas 
no balcão

153 23

2. falar em cima das preparações no balcão de 
distribuição

332 51

3. Deixar a gravata, a manga da camisa, bolsas, 
blusas, vestidos ou casacos tocarem nas 
preparações

220 33

4. Deixar parte do corpo do consumidor encostar 
nas preparações

56 9

5. tossir sobre as preparações 13 2

6. Espirrar sobre as preparações 3 0,4

7. utilizar o utensílio de uma preparação servida 
no prato do consumidor em outra preparação

301 46

8. Colocar o utensílio de uma preparação em outra 
preparação

132 20

9. Deixar o utensílio cair dentro da preparação 46 7
10. Retirar alimentos de seu prato e devolvê-las às 
cubas com a mão ou utensílio disponível

72 11

11. Consumir alimentos antes da pesagem 11 2
12. Arrumar alimentos no prato com o utensílio da 
preparação

252 38

13. tocar nos alimentos enquanto se servia das 
preparações

144 22

É possível perceber que as atitudes de risco 
mais cometidas pelos consumidores no momento do 
autosserviço foram falar em cima das preparações (51%), 
utilizar o utensílio de uma preparação em outra já servida 
no prato do consumidor (46%) e arrumar alimentos no 
prato com o utensílio da preparação (38%).

zandonadi et al.³ avaliaram as atitudes de risco 
dos consumidores que podem favorecer a contaminação 
dos alimentos durante o autosserviço em restaurantes 

do Distrito federal e constataram que as atitudes mais 
cometidas eram falar em cima das preparações (53%), 
utilizar o utensílio de uma preparação em outra já servida 
no prato do consumidor (50%) e arrumar alimentos no 
prato com os utensílios das preparações (24%).

As atitudes que obtiveram menor percentual de 
ocorrência foram tossir (2%) e espirrar (0,4%) sobre as 
preparações, consumir alimentos antes da pesagem (2%) 
e deixar o utensílio cair dentro da preparação (7%).

no estudo realizado por Rodrigues8 foram 
avaliadas as atitudes de consumidores em restaurantes 
self-service e, apesar de apresentarem baixos percentuais, 
foi verificado que 0,5% dos consumidores tossiam e 
0,25 % espirravam enquanto se serviam. As porcentagens 
encontradas no estudo anterior são próximas dos 
resultados deste estudo para as mesmas atitudes.

Banczek et al.11 avaliaram as possibilidades de 
contaminação dos alimentos causada pelos clientes em 
restaurantes de grande porte no município de Curitiba 
(PR) e constataram que 69,23% dos clientes falavam 
sobre as preparações no balcão de distribuição e 30,76% 
mexiam nos cabelos perto das preparações expostas, 
podendo ocasionar quedas de cabelo, contaminando os 
alimentos.

nos restaurantes, o controle da contaminação por 
micro-organismos deterioradores e patogênicos é difícil, 
pois existe uma grande variedade de alimentos que são 
preparados e expostos ao consumo nesses locais. Existe 
ainda o risco potencial dos manipuladores de alimentos 
e consumidores serem portadores assintomáticos de 
micro-organismos patogênicos, podendo ser veículo de 
contaminação12.

Segundo tondo e Bartz5, cerca de 30 a 40% 
dos humanos são portadores assintomáticos de 
Staphylococcus aureus. Esse micro-organismo pode estar 
na nasofaringe (nariz e garganta), ouvidos, mãos e pele 
dos humanos5. A intoxicação causada por alimentos 
contendo enterotoxinas de Staphylococcus aureus é um 
dos tipos mais comuns de doenças transmitidas por 
alimentos em todo o mundo13.

Outro aspecto identificado neste estudo foi que os 
consumidores no momento do autosserviço se debruçam 
sobre as preparações, pois no restaurante deste estudo as 
cubas oferecem preparações diferentes em cada lado do 
balcão de serviço, uma vez que existe fluxo dos dois lados 
do balcão. Os balcões térmicos também não possuem 
barreiras de proteção para evitar a contaminação dos 
alimentos no autosserviço.
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Segundo a Portaria nº 325/201014 do estado do 
Rio Grande do Sul (RS), o balcão de distribuição do 
alimento preparado deve ser equipado com protetor 
salivar, que pode ser de vidro, acrílico ou outro material, 
liso, resistente e de fácil higienização, disposto de modo a 
evitar que partículas provenientes da saliva, tosse, espirro, 
fios de cabelo e objetos dos consumidores contaminem o 
alimento preparado14.

O risco de contaminar os alimentos torna-se 
potencializado quando o utensílio é deixado dentro da 
preparação, pois a parte usada para segurá-lo entra em 
contato com as mãos do usuário3.

no instrumento de coleta de dados adaptado 
para o presente estudo não foi avaliada a atitude de não 
lavar as mãos imediatamente antes do autosserviço, pois 
na área de distribuição dos alimentos no restaurante 
avaliado inexistiam lavatórios para a lavagem das mãos.

Segundo a Portaria nº 325/2010 do estado do Rio 
Grande do Sul (RS), os serviços de alimentação devem 
ser dotados de lavatório para os clientes, exclusivo para 
higiene de mãos, em lugares estratégicos e em número 
suficiente, equipado com torneira, preferencialmente com 
fechamento automático, sabonete líquido ou sabonete 
bactericida e álcool 70% (em gel ou líquido) ou outro 
produto próprio para antissepsia de mãos, toalha de papel 
não reciclado ou outro sistema adequado de secagem de 
mãos e coletor de papel acionado sem contato manual14.

Em estudo realizado por Peres et al.15, foi avaliada 
a influência do consumidor como potencial veículo do 
risco de contaminação dos alimentos em restaurantes 
do tipo self-service durante o autosserviço, e verificou-se 
que o hábito de não lavar as mãos foi o mais presente 
em todas as unidades (94%), estimando-se que o risco de 
contaminação pelo usuário represente 25%.

CONCLUSÃO 

A partir dos resultados obtidos com este 
estudo pode-se concluir que é grande o percentual 
de consumidores que praticam atitudes de risco em 
restaurantes de autosserviço, evidenciando que não são 
somente os manipuladores de alimentos que podem 
contaminar os alimentos.

Vale ressaltar que deve existir uma conscientização 
por parte dos consumidores sobre suas atitudes no 
momento do autosserviço para evitar a contaminação 
das preparações por eles e, assim, o desenvolvimento de 
doenças transmitidas pelos alimentos.

Outra alternativa viável para o restaurante 
seria a substituição dos balcões térmicos atuais por 
equipamentos que possuam barreiras de proteção para 
prevenir a contaminação por parte dos consumidores, 
bem como a disponibilização de pias exclusivas para a 
higiene das mãos aos usuários.
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RESUMO 
Os alimentos são passíveis de contaminação por diferentes agentes etiológicos que podem levar ao 
desenvolvimento de doenças desencadeadas por micro-organismos patogênicos ou suas toxinas. O 
alimento preparado e armazenado de forma inadequada pode ser veículo de doenças. Este estudo avaliou 
as condições higiênico-sanitárias de preparo da merenda escolar. Para esta avaliação, foi realizada a 
análise microbiológica das amostras coletadas das mãos dos manipuladores, da água utilizada no preparo 
e higienização dos alimentos; e um check-list foi utilizado para analisar as condições físicas, estruturais e 
de limpeza das cozinhas. foram analisadas 31 amostras obtidas de swab de mão, 21 amostras de água e as 
condições das cozinhas foram avaliadas por meio de um questionário. Este estudo aponta a necessidade 
de realizar treinamento dos manipuladores de alimento e de efetuar implementação de controle mais 
rigoroso da água utilizada no preparo dos alimentos. A presente investigação mostrou também que as 
escolas avaliadas mantêm bom padrão quanto à conservação e limpeza das cozinhas.
Palavras-chave. escola, merenda escolar, condições microbiológicas.

ABSTRACT 
foods are susceptible to be contaminated with several etiologic agents, which can lead to the development 
of illnesses, triggered by pathogenic microorganisms or their toxins. food prepared and improperly stored 
can be the diseases vehicle. This study aimed at evaluating the sanitary conditions in preparing free school 
meals in the nursery schools, located in a city of the state of São Paulo. This study was conducted by 
performing microbiological analyses of samples collected from hands of workers responsible for preparing 
food, and of the water samples used for cleansing and preparing foods. The kitchen physical, structural 
and cleaning conditions were assessed by means of a checklist. This study analyzed 31 samples from 
worker hands swab, and 21 samples of water collected from three school kitchens. This study pointed out 
that the food handlers training should be improved, and a peremptory control of the water used for food 
preparation purpose should be established. Also, this study showed that the evaluated schools maintain 
the respective kitchens in a good standard of conservation and cleanliness.
Keywords. school, free school meal, microbiological conditions.
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INTRODUÇÃO

A alimentação adequada é um direito fundamental 
do ser humano reconhecido internacionalmente na 
Declaração universal dos Direitos Humanos (art. 25). 
Segundo o Programa nacional de Alimentação Escolar 
(PnAE), os alunos têm direito a uma alimentação 
segura do ponto de vista nutricional e microbiológico. A 
insegurança alimentar tem sido documentada em países 
de toda gama de rendas nacionais, desde aqueles de mais 
baixa até os de mais alta renda. nesse sentido, a maioria 
dos países latino-americanos, incluindo o Brasil, está no 
meio desse espectro1.

Os alimentos são passíveis de contaminação 
por diferentes agentes etiológicos que podem levar 
ao desenvolvimento de doenças que afetam a saúde 
humana, podendo ser desencadeadas por micro-
organismos patogênicos ou suas toxinas2. Oliveira et al.3 
estimam que as enfermidades causadas por alimentos 
contaminados constituem um dos problemas mais 
difundidos mundialmente, sendo as crianças, idosos e 
imunocomprometidos os mais acometidos. 

uma importante fonte de contaminação dos 
alimentos é a água, por ser utilizada no preparo e 
higienização dos alimentos, sendo seu abastecimento 
adequado pré-requisito para uma vida saudável. Doenças 
transmitidas por água contaminada constituem a maior 
causa de morte em muitas partes do mundo, afetando 
principalmente crianças4.

Segundo o Ministério da Saúde5, de 1999 a 2009 
foram registrados no Brasil 6.349 surtos de Doenças 
transmitidas por Alimentos (DtA) pela Secretaria de 
Vigilância em Saúde (SVS), com acometimento de 123.917 
pessoas e 70 óbitos. Do total de surtos notificados, 41,1% 
deles tiveram origem bacteriana, sendo os agentes mais 
frequentes Salmonella spp, Staphylococcus spp e Bacillus 
cereus, e 51,3% tiveram sua origem ignorada. De acordo 
com a SVS, as instituições de ensino ocuparam o terceiro 
lugar em ocorrências de surtos.

Os manipuladores são a principal via de 
contaminação dos alimentos6. A RDC 216/20047 classifica 
como manipulador de alimentos qualquer pessoa do 
serviço de alimentação que entra em contato direto ou 
indireto com o alimento. 

O objetivo do trabalho foi avaliar o preparo da 
merenda escolar através do acompanhamento das escolas 
de uma cidade do interior do estado de São Paulo por 
seis meses, realizando coletas periódicas da merenda. 

As condições higiênico-sanitárias em que os alimentos 
são preparados foram avaliadas através da análise 
microbiológica do swab de mãos dos manipuladores, da 
água utilizada no preparo dos alimentos e as condições 
das instalações onde estes são preparados, por meio de 
um check-list.

MATERIAL E MÉTODOS

Escolas 
foram escolhidas escolas de uma região de fácil 

acesso ao laboratório de Microbiologia de Alimentos da 
unESP. As escolas foram selecionadas aleatoriamente 
após concordarem com a realização da pesquisa.

Manipuladores 
foram avaliados swabs das mãos dos 

manipuladores de alimentos de três creches de um 
município do interior do estado de São Paulo. As amostras 
de swab foram coletadas em pelo menos cinco dias 
diferentes, em cada escola, para melhor representação 
dos dados, no período de 18/08/2010 a 14/03/2011, 
totalizando 31 amostras de seis manipuladores.

Os swabs de mão foram realizados após prévia 
aprovação e parecer do comitê de ética (protocolo 
0011.0.229.000.10, parecer 067/10, obtido em 8 de 
setembro de 2010). Para realização da coleta, os 
participantes assinaram o termo de Consentimento 
livre e Esclarecido (tClE).

Para análise das mãos, foi solicitado aos 
manipuladores que as higienizassem da forma como 
fariam se fossem manipular os alimentos e as amostras 
foram coletadas com auxílio de um swab estéril, utilizado 
em toda superfície das mãos dos manipuladores.

Os swabs foram transportados ao laboratório 
em caixas de isopor e gelo, contidos em tubos de ensaio 
com 10 ml de solução peptonada 0,1% estéril. foram 
avaliados swabs de ambas as mãos dos manipuladores 
quanto à presença de Staphylococcus coagulase positiva, 
coliformes totais e termotolerantes e Escherichia coli8, 
sendo as análises realizadas no mesmo dia da coleta.

Água 
foram analisadas 21 amostras de água, sendo 

pelo menos seis amostras de cada escola, em diferentes 
datas entre 18/08/2010 e 14/03/2011. Coletou-se em 
torno de 200 ml de águas utilizadas tanto no preparo 
quanto na higienização dos alimentos. As amostras 
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foram cedidas por três escolas de ensino infantil de 
uma cidade do interior do estado de São Paulo e foram 
encaminhadas para o laboratório de Microbiologia de 
Alimentos da universidade Estadual Paulista – unESP, 
onde foi realizada a análise da qualidade da água, com 
investigação de bactérias do grupo coliforme e contagem 
de bactérias heterotróficas9.

Para coleta das amostras, primeiramente a 
torneira foi submetida à desinfecção com álcool a 70% 
e, após um fluxo de dois minutos, a água foi coletada 
em frasco estéril contendo 0,2 ml de uma solução 1,8% 
de tiossulfato de sódio para inativar o cloro residual, 
conforme metodologia recomendada por Silva et al.9.

Check-list 
Em novembro de 2009 nas escolas I e II e em 

outubro de 2010 na escola III, foi aplicado questionário 
para avaliar as Boas Práticas de fabricação (BPf) nas 
cozinhas onde a merenda escolar é preparada, definidas na 
resolução RDC nº 216/20047 como sendo procedimentos 
a serem adotados por serviços de alimentação para 
garantir a qualidade higiênico-sanitária e a conformidade 
dos alimentos com a legislação sanitária. 

O check-list constou de 130 itens, divididos 
em seis categorias, que abrangeram aspectos gerais 
de recursos humanos, de condições ambientais, de 
instalações, edificações e saneamento, de equipamentos, 
de sanitização e de produção. O check-list foi preenchido 
por meio de observações no próprio local e informações 
fornecidas pelas diretoras ou responsáveis pela escola.

O questionário foi adaptado para as cozinhas 
escolares, de acordo com a RDC 275/200210. As opções 
de resposta para preenchimento foram: “Conforme” (C), 
quando o estabelecimento atendeu ao item observado; 
“não Conforme” (nC), quando o mesmo não atendeu ao 
definido, e os itens que não eram aplicáveis receberam a 
denominação “não se aplica” (nA). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Swab de mãos 
foram analisadas 31 amostras de swab, tendo 

sido detectada presença de coliformes totais em 18, das 
quais três apresentaram contagens superiores a 4,6 x 102 
nMP (número Mais Provável)/mão. Das 18 amostras 
positivas para coliformes totais, foram detectados 
coliformes termotolerantes em quatro, em que destas 
foi confirmada a presença de E. coli em duas. Estudo 

realizado em natal11 encontrou contaminação em 55% 
das amostras de swab, o que demonstra ser este um 
problema comum.

Com relação à pesquisa de Staphylococcus spp, foi 
observada a presença em 26 das 31 amostras analisadas, 
das quais 10 apresentaram contagens superiores a 103 
ufC/mão. foi realizado o teste da coagulase, sendo 
detectada a presença de cepas coagulase positiva em seis 
amostras.

Os manipuladores são uma peça importante na 
segurança alimentar. Podem contribuir para transmissão 
de doenças, devido à possibilidade de introduzir 
patógenos durante a produção, processamento, 
distribuição e manipulação dos alimentos, sendo 
necessário treinamento constante, inclusive quanto 
às boas práticas de higiene, para evitar a transmissão 
de doenças12. Entretanto, a grande maioria não recebe 
treinamento adequado, como aponta os estudos 
realizados em natal11 e em Salvador13. neste estudo, os 
manipuladores afirmaram receber orientação a cada seis 
meses, porém os resultados obtidos demonstraram que 
essa orientação não atingiu seu objetivo, considerando a 
detecção de coliformes termotolerantes em mais de 10% 
das amostras, mesmo após higienização.

Água 
 Os resultados obtidos na análise da água 

encontram-se na tabela 1. foi utilizado para comparação e 
determinação da qualidade da água o padrão estabelecido 
pela Portaria nº 518/200414, a qual estabelece os padrões 
microbiológicos para água de consumo humano, e que 
estava vigente em 2010 – período no qual as análises 
foram realizadas, embora, atualmente, a legislação que 
está em vigor seja a Portaria nº 1.428.

Tabela 1. Análise microbiológica da água coletada

Micro-
organismos

Nº de 
amostras que 
atenderam ao 

padrão

Nº de amostras 
em desacordo 
com o padrão

Padrão 
Federal 

Brasil, 2004

Heterotróficos 13 8
5 × 102 ufC/

ml

Coliformes totais 19 2
Ausência em 

100 ml
Coliformes 
termotolerantes

19 2
Ausência em 

100 ml

E. coli 19 2
Ausência em 

100 ml
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Das 21 amostras analisadas, 8 amostras não 
atenderam aos padrões estabelecidos pela Portaria nº 
518/2004 para contagem de bactérias heterotróficas, 2 
amostras não atendiam aos padrões estabelecidos para 
coliformes totais e termotolerantes, sendo portanto 
consideradas impróprias para consumo humano. 

A presença de Escherichia coli na água indica 
possível contaminação fecal nos reservatórios e a 
necessidade de manutenção para que a água atinja os 
padrões sanitários ideais de forma a evitar possíveis danos 
às crianças, como por exemplo, seguir a recomendação de 
higienização da caixa a cada 06 meses, diminuindo assim 
a possibilidade de contaminação cruzada dos alimentos 
que serão consumidos crus.

Check-list 
Os resultados da avaliação pelo check-list 

encontram-se na tabela 2. Os itens foram avaliados 
em “Conforme” e “não conforme”, de acordo com a 
RDC 275/200210. As escolas estão representadas pelos 
algarismos romanos I, II e III.

Tabela 2. Resultado da avaliação das escolas através do check-list

Categoria Conforme Não conforme
Total de quesitos 

avaliados
Aspectos gerais 
de recursos 
humanos

E.I 16 E.I 1
17E.II 12 E.II 5

E.III 5 E.III 12
Aspectos gerais 
de condições 
ambientais

E.I 2 E.I 0
2

E.II 2 E.II 0
E.III 1 E.III 1

Aspectos gerais 
de instalações, 
edificações e 
saneamento

E.I 26 E.I 15

41E.II 30 E.II 11

E.III 25 E.III 16

Aspectos 
gerais dos 
equipamentos

E.I 3 E.I 0
3E.II 3 E.II 0

E.III 2 E.III 1

Aspectos gerais 
de sanitização

E.I 18 E.I 1
19E.II 14 E.II 5

E.III 13 E.III 6

Aspectos gerais 
de produção

E.I 33 E.I 14
47E.II 29 E.II 18

E.III 32 E.III 15

na categoria de aspectos gerais de recursos 
humanos, foram avaliados 17 quesitos em relação 
aos manipuladores, sendo observado se recebiam 

treinamento, se este era reforçado periodicamente, se 
apresentavam boa higiene corporal, bom procedimento 
de higienização, se evitavam comportamentos incorretos 
(como fumar e tossir sobre os alimentos), se eram 
realizados exames médicos, se utilizavam uniformes e 
sua condição de limpeza, condições das luvas térmicas 
e de borracha e o trânsito de visitantes e manipuladores.

Os resultados indicaram média de conformidade de 
65%. Entre as principais inconformidades observadas estava 
a presença de manipuladores fazendo uso de esmaltes e 
adornos, sendo esses itens de fácil resolução e que poderiam 
trazer muitas melhorias na manipulação dos alimentos. 

Estudos realizados em escolas nas cidades 
Salvador13 e natal11 demonstraram que a higiene e 
o treinamento dos manipuladores de alimentos são 
deficientes. no Brasil, em 2005, as escolas foram 
responsáveis por 11,6% dos surtos de doenças 
transmitidas por alimentos registrados15, demonstrando 
a necessidade de maiores esclarecimentos e treinamento 
das pessoas envolvidas na produção da merenda escolar.

no item de aspectos gerais de condições 
ambientais foi observada a parte externa da escola, se 
esta se encontrava livre de sucatas, fossas e lixo. nesse 
item foi encontrada uma média de conformidade de 
83%, sugerindo que as escolas mantêm a parte externa 
em boas condições de higiene. 

Em aspectos gerais de instalações, edificações 
e saneamento foi observado se o layout da escola era 
adequado para evitar ocorrência de contaminação 
cruzada; o estado das paredes e divisórias; a conservação 
e o material dos pisos, ralos e canaletas; o estado de 
conservação dos tetos e forros; a facilidade de limpeza das 
portas e se estas estavam em bom estado de conservação; 
a disposição, a limpeza, o estado de conservação das 
janelas; a iluminação; instalações elétricas; ventilação; 
existência de pias em quantidade suficiente para 
higienização e limpeza; a facilidade dos sanitários; os 
vestiários; o lixo, caixas de gordura e reservatório de água. 
nesse quesito, o estudo apontou 66% de conformidade, o 
que indica que as escolas têm uma posição satisfatória 
quanto à conservação das cozinhas. 

no quesito aspectos gerais de equipamentos foram 
observados os equipamentos, utensílios e bancadas, se 
apresentavam superfície lisa, impermeável, resistentes e 
se estavam em bom estado de conservação. nesse quesito 
foi observada uma média de conformidade de 89%, 
indicando que as escolas mantêm seus equipamentos em 
bom estado de conservação.
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foram avaliados em aspectos gerais de sanitização 
os procedimentos de higienização; treinamento dos 
funcionários; frequência; produtos utilizados; local 
de armazenamento; programa de controle de pragas e 
registro do controle de pragas e dos procedimentos de 
higienização. nas pesquisas realizadas nas escolas foi 
encontrada uma média de 79% de conformidade.

O quesito 6 avaliou os aspectos gerais de 
produção, em que foram observadas as matérias-primas; 
seu recebimento e armazenamento; o estoque quanto 
a sua capacidade física; disposição e empilhamento 
dos produtos; armazenamento de acordo com os 
gêneros e prazo de validade dos produtos; preparo dos 
alimentos, sendo observadas as etapas de congelamento e 
descongelamento; tempo e condições de armazenamento 
dos produtos prontos e higienização dos alimentos 
consumidos crus.

 foi encontrada uma média de conformidade 
de 66%. um dos pontos críticos observados nas três 
escolas foi a falta do controle da temperatura, tanto 
dos equipamentos como dos alimentos, o que pode 
proporcionar o desenvolvimento de micro-organismos.

Os alimentos nas três escolas são preparados de 
modo a minimizar as sobras e estas, quando presentes, 
não são reaproveitadas.

CONCLUSÃO 

Podemos concluir por meio do check-list que as 
escolas avaliadas no presente estudo possuem uma estrutura 
adequada para o preparo da merenda, porém é sabido que a 
manipulação imprópria dos alimentos é uma das principais 
causas de transmissão de doenças, em que a higiene precária 
das mãos é uma importante fonte de contaminação. 
Visando uma melhora na qualidade, há a necessidade de 
maiores investimentos no treinamento dos manipuladores 
e conscientização destes quanto a sua importância no 
preparo dos alimentos. Com algumas soluções simples, 
como a orientação dos manipuladores com relação à correta 
higienização das mãos, a não utilização de adornos durante 
o preparo das refeições, através de treinamentos periódicos, 
e também a conscientização desses profissionais no seu 
papel na segurança alimentar poderiam melhorar muito a 
qualidade dos alimentos servidos.

Há ainda a necessidade de uma monitoração 
periódica das caixas de armazenamento de água, devendo 
esta ser realizada pelo menos uma vez por ano, sendo o 
ideal uma limpeza a cada seis meses, pois a caixa estando 

contaminada pode contaminar tanto o produto final 
quanto os manipulares. 

Para o preparo de uma merenda segura é 
necessário monitorar toda cadeia envolvida na produção 
de alimentos, desde o recebimento, armazenamento até o 
preparo dos alimentos, evitando assim a transmissão de 
doenças para as crianças.

AGRADECIMENTO 
À CAPES, pelo apoio financeiro, e às escolas, por cederem 
seu espaço e pessoal para realização da pesquisa.

REFERÊNCIAS
1. tulane D. Intervenções para reduzir a insegurança alimentar: 

uma síntese dos atuais conceitos e abordagens para a América 
latina. Rev nutr. 2008;21:159-73.

2. neto Cunha A, Silva CMG, Stamford tMl. Staphylococcus 
enterotoxigênicos em alimentos in natura e processados 
no estado de Pernambuco, Brasil. Ciênc tecnol Alim. 
2002;22(3):263-71.

3. Oliveira ACB, Germano PMl, Germano MIS. Avaliação dos 
alimentos cárneos servidos no programa de alimentação escolar 
de um município da Grande São Paulo: ênfase nos aspectos de 
tempo e temperatura. Hig Alim. 2004;18(124):24-9.

4. fawell J, nieuwenhuijsen MJ. Contaminants in drinking water. 
Braz Med Bull. 2003;68:199-208.

5. Brasil. Portal da Saúde. Doenças transmitidas por Alimentos − 
Aspectos epidemiológicos. Disponível em: [http://portal.saude.gov.
br/portal/saude/profissional/visualizar_texto.cfm?idtxt=31760].

6. Mello AG, Gama MP, Marin VA, Colares lGt. Conhecimento 
dos manipuladores de alimentos sobre boas práticas nos 
restaurantes públicos populares do Estado do Rio de Janeiro. 
Braz J food technol. 2010;13(1):60-8. 

7. Brasil. Resolução AnVISA. RDC nº 216, de 15 de setembro de 
2004. Dispõe sobre regulamento técnico de boas práticas para 
serviços de alimentação. Diário Oficial [da] República federativa 
do Brasil, Brasília (Df); 16 set 2004.

8. Silva n, Junqueira VCA, Silveira nfA, taniwaki MH, Santos 
RfS, Gomes RA. Manual de Métodos de Análise Microbiológica 
de Alimentos. São Paulo: Varela; 2010.

9. Silva n, Cantusio nR, Amstalden VC, Arruda, nf. Manual 
de métodos de análise microbiológica da água. São Paulo: 
Varela; 2005.

10. Brasil. Resolução AnVISA. RDC nº 275, de 21 de outubro de 
2002. Dispõe sobre o regulamento técnico de procedimentos 
operacionais padronizados aplicados aos estabelecimentos 
produtores/industrializadores de alimentos e a lista de 
verificação das boas práticas de fabricação em estabelecimentos 
produtores/industrializadores de alimentos. Diário Oficial 
[da] República federativa do Brasil, Brasília (Df); 6 nov 2002; 
Seção 1:4-21.

11. Campos AKC, Cardonha AMS, Pinheiro lBG, ferreira nR, 
Azevedo PRM, Stamfor tlM. Assessment of personal hygiene 
and practices of food handlers in municipal public schools of 
natal, Brazil. food Control. 2009;20:807-10.



746

Werle CH, Pereira APM, Gonçalves TMV, Hoffmann FL. Estudo das condições de preparo da merenda escolar em creches. Rev Inst Adolfo Lutz. 
São Paulo, 2012; 71(4):741-6.

12. Acco M, ferreira fS, Henriques JAP, tondo EC. Identification 
of multiple strains of Staphylococcus aureus colonizing nasal 
mucosa of food handlers. food Microbiol. 2003;20:489-93.

13. Santana nG, Almeida RCC, ferreira JS, Almeida Pf. 
Microbiological quality and safety of meals served to children 
and adoption of good manufacturing practices in public school 
catering in Brazil. food Control. 2009;20:255-61.

14. Brasil. Portaria AnVISA nº 518, de 25 de março de 2004. 
Estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos 

ao controle e vigilância da qualidade da água para consumo 
humano e seu padrão de potabilidade, e dá outras providências. 
Diário Oficial [da] República federativa do Brasil, Brasília (Df); 
26 mar 2004.

15. Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. 
Departamento de Vigilância Epidemiológica. Guia de Vigilância 
Epidemiológica. Série A. normas e Manuais técnicos. 6.ed. 
Brasília (Df): Ministério da Saúde; 2005.



747

Comunicação Breve/ Brief Communication

Rev Inst Adolfo Lutz. 2012; 71(4):747-52

Histoplasmose: um risco ocupacional entre pesquisadores que 
realizam trabalho de campo?

Is the histoplasmosis an occupational hazard between the investigators 
who perform field work?

Adriana Pardini VICEntInI1*, Angela noronha PASSOS1, Décio fragata da SIlVA1,2, lúcia Cupertino 
BARREtO1, Cezar Mendes de ASSIS3, Roseli Santos de fREItAS4 

*Endereço para correspondência: 1laboratório de Imunodiagnóstico das Micoses, Centro de Imunologia, Instituto 
Adolfo lutz, Av. Dr. Arnaldo, 355 11º andar, São Paulo, SP, Brasil. tel.: (11) 3068-2900, fax: (11) 3068-2898. E-mail: 
apardini@ial.sp.gov.br, dricavicentini@gmail.com
2universidade tiradentes, Campus farolândia, Aracajú, SE, Brasil
3Centro de Parasitologia e Micologia, Instituto Adolfo lutz, São Paulo, SP, Brasil
4laboratório de Micologia Médica, lIM 53, Instituto de Medicina tropical de São Paulo, universidade de São Paulo, São 
Paulo, SP, Brasil
Recebido: 24.07.2012 - Aceito para publicação: 19.10.2012

RIAlA6/1532

RESUMO 
A histoplasmose é micose sistêmica causada por Histoplasma capsulatum. A infecção humana ocorre pela 
inalação de microconídios encontrados em solo contendo excretas de aves e/ou morcegos. neste estudo 
foi enfatizado o potencial das atividades profissionais praticadas em cavernas em possibilitar risco de 
infecção por Histoplasma. utilizando-se questionário semiestruturado, foram obtidas informações sobre 
o trabalho de campo executado por um grupo de 15 biólogos. A presença de anticorpos séricos anti-H. 
capsulatum foi avaliada em amostras de sangue coletadas desses profissionais. na entrevista, 87% dos 
indivíduos relataram frequentes visitas a cavernas, 53% acampamento no interior das grutas; 33% captura 
de morcegos e 53% de coleta de amostras de solo. A maioria das cavernas situa-se nas regiões sudeste 
e centro-oeste do Brasil. A detecção de anticorpos por imunodifusão dupla demonstrou que 20% dos 
soros reagiram com o antígeno de H. capsulatum. Por immunoblotting, houve 94,1% de reconhecimento 
específico da fração de 94 kDa, sugerindo-se que os indivíduos entraram em contato com H. capsulatum. 
Este estudo sugere fortemente que a prática da espeleologia propicia a exposição dos indivíduos a espécies 
fúngicas que habitam saprofiticamente o meio ambiente, especialmente H. capsulatum, configurando-se 
como potencial fator de risco para infecções.
Palavras-chaves. Histoplasma, histoplasmose, epidemiologia, exposição ambiental, testes imunológicos.

ABSTRACT 
Histoplasmosis is a systemic mycosis caused by Histoplasma capsulatum. Human infection occurs by 
inhaling the microconidia found in soil contaminated with birds and/or bats excrements. In this study, the 
potential risk of infection with Histoplasma from practicing professional activities in caves was emphasized. 
Information on the fieldwork conducted by a group of 15 biologists were obtained through a semi-structured 
questionnaire; and the presence of antibodies anti-H. capsulatum was evaluated in their serum samples. The 
data analysis showed that 87% of subjects reported the frequent cave exploration, 53% camping inside the 
caves, 33% bats capturing activities, and 53% soil samples collection. The majority of the caves are located 
in the Southeast and Midwest regions of Brazil. By using double immunodiffusion assay, 20% of sera reacted 
with H. capsulatum antigen. By immunoblotting, it was found 94.1% of specific recognition of 94 kDa 
fraction, suggesting that the individuals had contact with the fungus. This study strongly suggests that the 
individuals practicing speleology were prone to fungal species exposure, which inhabit the environment as 
saprophytes, especially H. capsulatum, and it might characterize a potential risk factor for infections.
Keywords. Histoplasma, histoplasmosis, epidemiology, environmental exposure, immunologic tests. 
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INTRODUÇÃO 

A histoplasmose (HP) é micose sistêmica causada 
pelo fungo termodimórfico Histoplasma capsulatum. 
Enfermidade de ocorrência mundial, tem apresentado 
elevada incidência nas regiões centrais e sudeste da 
América do norte, bem como em certas áreas das 
Américas Central e do Sul1. no Brasil, casos esporádicos 
da doença e/ou infecção têm sido relatados em todas as 
regiões, especialmente nos estados de São Paulo, Rio de 
Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e, 
recentemente, Ceará1,2.

A infecção humana ocorre pela inalação de 
microconídios encontrados no solo de cavernas, grutas, 
celeiros, galinheiros e florestas contaminados com 
excrementos de aves e/ou morcegos que contenham 
elevado teor de nitrogênio3. O risco de infecção 
está intimamente relacionado ao tipo de atividade 
desenvolvida pelo indivíduo, ao tempo e à frequência 
da exposição ao ambiente potencialmente contaminado 
com partículas infectantes, a carga fúngica, a virulência 
de H. capsulatum, bem como ao estado imunológico e 
perfil genético do indivíduo3. Postula-se que períodos 
de exposição longos e mais frequentes possam acarretar 
doença pulmonar de maior gravidade4. Atividades como 
construção, reforma, demolição, espeleologia, turismo 
ecológico, acampamento e atividades ligadas à agricultura 
e avicultura podem favorecer a exposição dos indivíduos 
a esse fungo3.

Acredita-se que a infecção primária por H. 
capsulatum seja assintomática em 90-95% dos casos, sendo 
possível a detecção de anticorpos espécie-específicos 
em 50 a 80% da população de áreas endêmicas, durante 
investigação epidemiológica1. As manifestações clínicas 
da HP incluem desde a forma subclínica ou inaparente, 
pulmonar aguda, pulmonar crônica até infecção 
extrapulmonar disseminada3,4. tradicionalmente, H. 
capsulatum tem sido descrito como causador de doença 
disseminada em indivíduos imunocomprometidos e 
enfermidade respiratória em indivíduos hígidos que 
possuem como atividade profissional, ou hobby, o 
hábito de visitar cavernas, grutas e matas fechadas1-3,5. 
no presente estudo, procurou-se descrever como 
atividades profissionais praticadas em cavernas podem 
representar risco de infecção por H. capsulatum. Dessa 
forma, informações relacionadas ao comportamento de 
um grupo composto por 15 biólogos durante o trabalho 
de pesquisa de campo foram obtidas por meio da 

avaliação de questionário semiestruturado, e o contato 
com o agente etiológico da histoplasmose foi avaliado 
sorologicamente, por meio da pesquisa de anticorpos 
séricos anti-H. capsulatum.

MATERIAL E MÉTODOS 

População de Estudo e Questionário 
foi aplicado questionário semiestruturado, para 

coleta de dados por meio de entrevistas, em quinze 
biólogos que atuam na área de zoologia e que realizam 
coletas de amostras de animais, plantas, rochas e solo em 
cavernas, situadas em diferentes regiões do Brasil, para 
o desenvolvimento de suas atividades de pesquisa. na 
elaboração do questionário, condução das entrevistas 
e análise dos dados, o tema abordado foi dividido, 
didaticamente, em três grupos: 1) questões relacionadas 
ao planejamento da coleta de informações; 2) questões 
sobre variáveis que afetam os dados de coleta e futura 
análise; e 3) questões que se referem ao tratamento e 
análise de informações advindas de entrevistas6.

O questionário foi elaborado de maneira que 
contemplasse informações relacionadas à identificação do 
indivíduo (sexo, idade, origem étnica), características do 
local de residência (muito ou pouco arborizado, presença 
ou ausência de aves e/ou outros animais domésticos e/
ou silvestres), atividades de lazer (visitas a lugares como 
parques, fazendas e chácaras; práticas com terra, não 
relacionadas às atividades profissionais), características 
das cavernas visitadas (localização, presença ou ausência 
de aves e/ou outros animais silvestres, bem como de 
coleções hídricas) e atividades e comportamento dos 
indivíduos no interior das cavernas (realizar ou não 
coleta, executar ou não escavações, tipo de material 
coletado, tempo de permanência no interior das mesmas, 
uso ou não de equipamentos de proteção individual − 
EPI, entre outros).

Ética 
Os questionários foram submetidos após a 

obtenção do Consentimento livre e Esclarecido, sendo 
a execução do referido estudo aprovada pelo Comitê de 
Ética do Instituto Adolfo lutz (Projeto CtC-IAl#06/04), 
Comissão de Ética para Análise de Pesquisa do Hospital 
das Clínicas da faculdade de Medicina da universidade 
de São Paulo (Projeto#983/03) e Comitê de Ética em 
Pesquisa do Instituto de Medicina tropical de São Paulo 
(Projeto#10/03).
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Soros 
Dez mililitros de sangue total foram coletados 

por punção venosa para análise da presença ou ausência 
de anticorpos circulantes anti-H. capsulatum.

Antígeno de Histoplasma capsulatum
A obtenção do antígeno bruto de H. capsulatum 

foi realizada segundo metodologia proposta por Kaufman 
e Standard7, com algumas modificações.

Células micelianas da amostra 200 de H. 
capsulatum, mantidas em ágar batata a 27 °C, foram 
primeiramente adaptadas em ágar Sabouraud-dextrose, 
com repiques mensais, mantendo-se essa mesma 
temperatura durante quatro repiques. Após o período de 
adaptação, realizou-se a expansão das culturas fúngicas 
em ágar Sabouraud-dextrose, por 33 dias, à temperatura 
ambiente (25 a 27 °C). Após essa etapa, as culturas foram 
cobertas com solução de borato-thimerosal a 1:5.000 e 
deixadas em repouso por 24 h à temperatura ambiente. 
Em seguida, os sobrenadantes foram coletados, filtrados 
em papel Whatman® número 03 (Whatman, Brentford, 
Reino unido), aliquotados (2,0 ml por frasco), 
liofilizados e armazenados a -20 °C até o momento do 
uso. Para a realização das técnicas de imunodifusão dupla 
e immunoblotting, o antígeno liofilizado foi reconstituído 
em água Milli-Q, obtendo-se antígeno 20 e 10 vezes 
concentrado, respectivamente.

Ensaios Sorológicos 
A pesquisa de anticorpos séricos circulantes 

anti-H. capsulatum foi realizada empregando-se duas 
metodologias distintas: o ensaio de imunodifusão 
dupla (ID) em gel de agarose, desenvolvido segundo 
metodologia proposta por Ouchterlony8, e a reação de 
immunoblotting (IB), segundo protocolo proposto por 
towbin et al.9.

RESULTADOS 

O grupo estudado foi composto por 53% de 
biólogos do sexo feminino e 47% do masculino, com 
faixa etária entre 21 a 46 anos (47% com idade entre 21-
30 anos; 40% entre 31-40 anos e 13% acima de 40). 

no intuito de avaliar o contato prévio desses 
indivíduos com propágulos de H. capsulatum, 
questionou-se sobre a existência ou não de aves 
próximas ao domicílio dos entrevistados, verificando-se 
que 80% relataram a presença de pássaros nas ruas em 

que residiam, devido ao alto índice de arborização das 
mesmas. Além disso, 67% dos entrevistados relataram 
manter contato frequente com animais domésticos e/ou 
silvestres, sendo que 53% relataram o contato com cães, 
27% com gatos e 33% com algum tipo de ave. Ao avaliar 
as atividades de lazer dos indivíduos observou-se que 
33% praticavam jardinagem, 40% relataram o hábito de 
visitar fazendas, 53% chácaras, 60% sítios, 73% parques 
e 27% zoológicos.

Ao analisar especificamente as atividades 
desenvolvidas pelos biólogos durante a prática da 
“espeleologia”, verificou-se que 87% relataram exercer 
essa atividade com frequência; entretanto, dois indivíduos 
afirmaram não entrar em nenhuma caverna há mais de um 
ano. Observou-se que 73% do grupo referiu o hábito de 
visitar cavernas “virgens” e, ao avaliar o número de vezes 
que esses indivíduos entraram no interior das mesmas, 
constatou-se variação entre cinco a mais de 200 vezes, 
estando essa frequência intimamente relacionada ao tipo 
de atividade desenvolvida pelos mesmos. Em relação 
ao tempo de permanência no interior das cavernas, 
notou-se também grande variabilidade, desde poucas 
horas (1 a 2 h) até dias. nesse sentido, oito indivíduos 
(53%) relataram ter acampado no interior das cavernas 
em algum momento de suas atividades de pesquisa e a 
mesma porcentagem cita ter ingerido água diretamente 
das minas que nascem no interior das grutas.

Sobre a existência de animais no interior das 
cavernas, foi questionado sobre a presença ou não destes 
e, ainda, se foi realizada captura como parte das atividades 
de pesquisa. Verificou-se que 80% dos entrevistados 
relataram encontrar, com frequência, morcegos e excretas 
de animais no interior das cavernas (tabela 1). Além 
disso, 53% do grupo avaliado demonstrou o hábito de 
coletar amostras de solo, 20% de pedras e 27% de plantas 
durante as expedições.

Tabela 1. Atividades desenvolvidas pelo grupo de biólogos durante as 
visitas a cavernas

Hábito Observar Coletar
Presença n % n %

Aracnídeos 3 20,0 3 20,0
Outros artrópodes 2 13,3 2 13,3
Pássaros 1 6,7 5 33,3
Marsupiais 2 13,3 1 6,7
Morcegos 12 80,0 5 33,3
Outros mamíferos 1 6,7 1 6,7
Excreta de animais 12 80,0 8 53,3
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Quanto à localização geográfica das cavernas 
visitadas, a análise dos questionários revelou que 27% 
encontravam-se na região sul, 67% na região sudeste, 
47% na região centro-oeste, 7% na região nordeste e 
7% na região norte. Entre as cavernas mais visitadas, 
verificou-se que 60% das visitas realizadas aconteceram 
em cavernas localizadas no Parque Estadual turístico do 
Vale do Ribeira, conhecido como Cavernas Petar (SP), 
47% nas cavernas do Parque Estadual Intervales (SP), 
33% nas cavernas localizadas na região de Bonito (MS), 
27% nas cavernas do Parque Estadual terra Ronca (GO) 
e 20% nas cavernas localizadas na Chapada Diamantina 
(BA). Verificou-se que apenas um indivíduo relatou 
o emprego de máscara facial como equipamento de 
proteção individual. Essa medida preventiva aconteceu 
quando o mesmo realizou visita a uma caverna situada na 
região amazônica sabidamente conhecida por apresentar 
H. capsulatum.

A pesquisa de anticorpos foi realizada 
empregando-se duas provas sorológicas distintas: a 
ID, como prova de precipitação, e o IB, como ensaio 
imunoenzimático, dirigidos principalmente contra as 
frações espécie-específicas de 94 kDa (fração M) e 120 kDa 
(fração H) de H. capsulatum. A detecção de anticorpos 
circulantes anti-H. capsulatum, pela ID, demonstrou 
que 20% (n = 3) dos soros avaliados reagiram frente à 
fração M de H. capsulatum. Entretanto, a análise desses 
mesmos soros empregando uma técnica mais sensível, 
como o IB, revelou que das 15 amostras avaliadas, 94,1% 
apresentaram reatividade frente à fração de 94 kDa 
(fração M), considerada como evidência presuntiva de 
contato com H. capsulatum (figura 1).

Figura 1. Imunorreatividade dos anticorpos circulantes da classe IgG 
anti-H. capsulatum de soros de indivíduos pertencentes a um grupo 
de biólogos

A fim de caracterizar melhor este grupo, os soros 
foram avaliados, por IB, frente a antígenos de P. brasiliensis 
e A. fumigatus. nenhuma das amostras avaliadas 
apresentou reatividade pela reação de imunodifusão 
dupla frente às duas preparações antigênicas. Contudo, 
verificou-se reatividade de fraca intensidade frente à 
fração de 43 kDa de P. brasiliensis em nove amostras de 
soro (53%) dos indivíduos pertencentes ao grupo dos 
biólogos. Em relação ao padrão de reatividade frente ao 
antígeno de A. fumigatus, observou-se reatividade para 
13 soros (76%) desse grupo.

DISCUSSÃO 

H. capsulatum é habitualmente encontrado 
em regiões de clima tropical ou temperado, com 
temperatura média anual entre 15 a 22 °C, índice 
pluviométrico anual de 1.000 mm e umidade relativa 
do ar entre 67 e 87%. Sua distribuição na natureza 
associa-se a microambientes fechados, como cavernas ou 
grutas, construções abandonadas, galinheiros, celeiros e 
florestas10-12. Aspectos epidemiológicos relacionados com 
as condições nas quais o homem pode adquirir infecção 
por H. capsulatum têm sido descritos e geralmente 
referem-se a atividades relacionadas à espeleologia e ao 
meio rural; sejam objetivando trabalho, viagem ou lazer5,10. 
Contudo, não se sabe o momento e as circunstâncias do 
contato do homem com essa espécie fúngica na natureza. 
Determinadas características físico-químicas do solo 
como textura e acidez, associadas ao enriquecimento 
do mesmo por dejetos de aves e morcegos, que atuariam 
como importante fonte de nitrogênio, favorecem o 
crescimento, desenvolvimento e disseminação desse 
patógeno3. A entrevista e a aplicação do questionário 
foram os meio complementares utilizados para obter 
informações sobre o comportamento dos biólogos 
durante o desenvolvimento de suas pesquisas em campo 
e o possível risco de exposição ao agente etiológico da 
histoplasmose. 

A importância dos morcegos dentro da 
cadeia ecoepidemiológica da HP está bem estudada e 
estabelecida. no Brasil, o isolamento de H. capsulatum 
a partir de solo de cavernas habitadas por morcegos 
foi publicado pela primeira vez, em 1973, na cidade de 
Brasília (Df), por Schmidt et al.10, que também isolaram 
o fungo das vísceras e sangue de morcegos capturados 
no interior das cavernas. Suzaki et al.11 descreveram a 
ocorrência de histoplasmose pulmonar aguda (HPA) 
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entre turistas japoneses que visitaram cavernas contendo 
fezes de morcegos. Jülg et al.12 relataram três casos de 
pesquisadores que adquiriram histoplasmose, mesmo 
estando a uma distância mínima de 1 metro da entrada 
da caverna. Segundo os autores, o voo dos morcegos 
na região de entrada da caverna foi suficiente para 
dispersar os conídios fúngicos e causar infecção. A 
literatura apresenta também o papel de outras espécies 
de animais na ecoepidemiologia da HP. Silva-Vergara et 
al.13 demonstraram o isolamento de H. capsulatum no 
Estado de Minas Gerais, a partir de cultura de vísceras 
de Didelphis albiventris, uma espécie de marsupial 
encontrado no Brasil. Os autores chamam a atenção 
para a ampla distribuição geográfica desse mamífero 
pelo continente, a qual coincide com a distribuição da 
HP. nesse trabalho, a maioria dos entrevistados citou a 
presença de morcegos, marsupiais e/ou aves no interior 
das cavernas. Além disso, a captura de espécimes de 
morcegos e outros animais, além da coleta de amostras 
de solo, foram relatados por diversos indivíduos do 
grupo avaliado.

Microepidemias de HP após visita a cavernas 
situadas no continente americano e habitadas por 
morcegos têm sido descritas por diversos autores2,5,10,11,14,15. 
Panackal et al.5 descrevem que o processo infeccioso 
causado por H. capsulatum tem sido considerado por 
diversos pesquisadores como doença recreacional entre 
espeleólogos, apontando que 60 a 64% dos indivíduos 
que possuem o hábito de frequentar cavernas e/ou grutas 
apresentam teste cutâneo positivo à histoplasmina. no 
presente estudo, observou-se que 94,1% dos indivíduos 
avaliados apresentaram anticorpos anti-H. capsulatum, 
pela técnica de immunoblotting. Erkens et al.14 descrevem 
a presença de anticorpos circulantes da classe IgG anti-H. 
capsulatum, empregando a mesma metodologia, em cinco 
integrantes de um grupo de oito pesquisadores alemães 
que haviam passado dez dias em Cuba, estudando os 
hábitos de morcegos. Recentemente, Vicentini-Moreira 
et al.15 relataram a presença de anticorpos específicos no 
soro de 34 pacientes em um grupo de 35, com suspeita 
de histoplasmose pulmonar aguda (HPA), que visitaram 
cavernas na região de Arapeí, São Paulo, Brasil. 

Estima-se que cerca de 90 a 95% dos indivíduos que 
se infectam por H. capsulatum não desenvolvem a doença 
(HP infecção) ou apresentam sintomatologia clínica leve, 
sendo o curso da doença, em geral, autolimitado, com 
regressão espontânea dos sintomas, quadro conhecido 
como HPA2. Esta última é a forma clínica frequentemente 

encontrada no Brasil em indivíduos imunocompetentes, 
sendo que os sinais clínicos comumente observados 
são febre, calafrios, tosse seca, dor torácica pleurítica 
ou subesternal, mal-estar, mialgia e artralgia, e também 
eritema nodoso e multiforme. A gravidade da doença, em 
indivíduos imunocompetentes, parece estar relacionada 
ao número de microaleuroconídios inalados, ou seja, 
tamanho da carga fúngica e ao tempo de exposição. 
Períodos curtos, como 20 minutos, proporcionam 
sintomas leves; enquanto estima-se que uma exposição 
de 50 a 60 horas pode acarretar no desenvolvimento de 
doença grave e, por vezes, fatal3. 

no grupo estudado, apenas um indivíduo relatou 
ter procurado serviço médico após regressar de uma 
visita a cavernas em Bonito (MS), Brasil, apresentando 
febre, dispneia, expectoração amarelada, dor no peito, 
sinais de fraqueza, episódios de alterações gástricas 
com náuseas, vômitos e emagrecimento. Panackal et al.5 
relatam casos de HPA em um grupo de quinze estudantes 
do estado da Geórgia (EuA) após visita à mina de prata 
localizada na nicarágua. três dias após o retorno do 
grupo para os Estados unidos, 12 (80%) indivíduos 
apresentaram sinais clínicos de doença respiratória aguda 
com picos febris, compatíveis com HPA, confirmada 
posteriormente por meio de provas sorológicas. Erkens et 
al.14 registraram que duas pessoas do grupo de cientistas 
acompanhados relataram a utilização de máscaras 
faciais e não apresentaram nenhuma sintomatologia, 
enfatizando assim, a necessidade e importância do uso de 
equipamentos de proteção individual para pessoas que 
visitam cavernas. Observamos que o emprego de EPIs 
não é prática comum entre os biólogos do grupo avaliado. 
Durante as entrevistas, apenas um indivíduo relatou ter 
usado máscara facial quando empreendeu visita a uma 
caverna sabidamente infestada por H. capsulatum. 

Historicamente, a identificação de anticorpos 
circulantes anti-H. capsulatum em soros de pacientes com 
HP tem se revelado de suma importância no diagnóstico 
confirmatório, bem como no prognóstico da doença3,4. A 
histoplasmina ou filtrado de cultura da fase miceliana de 
H. capsulatum tem sido fonte de antígenos para os ensaios 
sorológicos, sendo caracterizada por apresentar duas 
frações antigênicas de particular importância, o antígeno 
H (120 kDa) e o antígeno M (94 kDa). Ambas são tidas 
como sendo proteínas espécie-específicas4. Segundo 
Wheat4, a histoplasmina tem se mostrado útil na detecção 
de anticorpos pelas provas de imunodifusão dupla, sendo 
que mais de 80% dos indivíduos com HPA e HP crônica 
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apresentam positividade nesse ensaio, podendo ou não 
estar associados à doença ativa. A reatividade do soro 
de paciente face ao antígeno M sugere que o indivíduo 
tenha entrado em contato com H. capsulatum ou tenha 
sido imunizado com histoplasmina3,4. A detecção do 
antígeno H indica HP ativa, podendo ser observada até 
dois anos após a cura clínica do paciente, raramente 
ocorre na ausência de M3,4. Com base nos resultados 
obtidos nos testes sorológicos, relacionando com as 
regiões frequentemente visitadas pelo grupo estudado, 
foi possível inferir que esses indivíduos certamente 
frequentaram regiões consideradas reservadas para H. 
capsulatum. 

Vale a pena salientar que, no presente estudo, 
verificou-se por immunoblotting que 52,9% dos biólogos 
reagiram frente à glicoproteína de 43 kDa de P. brasiliensis 
e 76,4% frente as frações proteicas de A. fumigatus. Essa 
observação corrobora que a prática da espeleologia e/ou 
turismo ecológico propicia a exposição dos indivíduos a 
outras espécies fúngicas que habitam saprofiticamente o 
meio ambiente, especialmente, H. capsulatum, sugerindo, 
assim, um possível fator de risco para infecções. O risco 
da HP, portanto, deve ser levado em consideração pelos 
indivíduos que buscam o ecoturismo como uma forma 
de lazer ou trabalho. 

Apesar de considerar-se praticamente impossível 
o controle de acesso dos indivíduos a áreas que 
apresentam potencial para infecção por H. capsulatum, 
julga-se necessária a conscientização dos mesmos quanto 
aos riscos envolvidos. Sendo assim, como medidas 
preventivas, sugere-se que os órgãos de saúde, como os 
Grupos de Vigilância Epidemiológica, alertem tanto a 
população como as agências de viagem que organizam 
atividades voltadas ao ecoturismo ou lazer rural sobre 
a necessidade do uso de máscara para adentrarem 
nas cavernas, bem como seja informado que a coleta 
e transporte de solo, pedras, plantas e animais não são 
recomendados, uma vez que constituem potenciais 
fontes de infecção.
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ABSTRACT
The associated use of the modified Middlebrook 7H11 agar thin layer technique and the Polymerase Chain 
Reaction (PCR) assay enabled to perform the early identification of microcolonies of Mycobacterium bovis 
from 12th to 25th day of culture. In order to reduce the time for performing the Mycobacterium bovis 
identification, the combined use of these two techniques was evaluated by analyzing the microcolonies of 
mycobacteria at the 8th day after culturing. until the last day of analysis, all of the PCR-positive samples 
already showed the microcolonies. Therefore, the early diagnosis of bovine tuberculosis is feasible, without 
an apparent macroscopic colonies growth. 
Keywords. tuberculosis, Mycobacterium bovis, diagnostic techniques and procedures, Polymerase Chain 
Reaction, early diagnosis.

RESUMO 
A associação da técnica de cultivo em camada delgada no meio de ágar Middlebrook 7H11 modificado 
com a Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) possibilitou a identificação precoce de Mycobacterium 
bovis em colônias macroscópicas entre o 12º e o 25º dia de crescimento. Com o objetivo de diminuir 
o tempo necessário para efetuar a identificação de Mycobacterium bovis, avaliou-se o uso combinado 
dessas duas técnicas, em microcolônias de micobactérias, no oitavo dia pós-semeadura. Até o último 
dia de observação, todas as amostras com positividade no ensaio da PCR já apresentavam crescimento 
microscópico, possibilitando-se a realização de diagnóstico precoce da tuberculose bovina mesmo sem 
aparente crescimento macroscópico das colônias.
Palavras-chave. tuberculose, Mycobacterium bovis, técnicas e procedimentos diagnósticos, PCR, 
diagnóstico precoce.



754

Rosário TR, Dib CC, Roxo E, Pinheiro SR, Vasconcellos SA, Benites NR. Evaluation of polymerase chain reaction (PCR) for identifying 
Mycobacterium bovis isolates from the modified middlebrook 7h11 agar thin layer technique. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2012; 71(4):753-6.

INTRODUCTION

Mycobacterium bovis is the causative agent of 
bovine tuberculosis, a disease responsible for losses to 
agriculture worldwide that amount to 3 billion dollars, 
and that has serious repercussions in public and animal 
health1.

Early detection of the causative agent in 
food-producing animals is important to cull infected 
animals in a herd, and to adopt adequate measures to 
locate outbreaks and, consequently, reduce the risk of 
products of animal origin serving as sources of infection 
to humans2. Infection is confirmed by the isolation and 
identification of M. bovis3,4. Isolation of M. bovis may be 
carried out by Petroff ’s traditional method and culture 
with egg-based media, such as Stonebrink medium, or 
agar-based media, such as modified Middlebrook 7H11 
medium, both of which have sodium pyruvate as the 
carbon source. However, identification by biochemical or 
molecular methods3 is done only after growth is visible. 
This occurs after 3 to 5 weeks of incubation, and may take 
more than 12 weeks in Stonebrink medium, or between 
12 to 26 days in modified Middlebrook 7H11 medium3,5.

In order to decrease the time to M. bovis detection, 
several molecular methods, such as Polymerase Chain 
Reaction (PCR), have been employed in the diagnosis of 
bovine tuberculosis using samples of suspect tuberculosis 
lesions. This technique, however, has low sensitivity when 
carried out straight in tissue samples, due to the difficulty 
in extracting DnA from the samples, the variable 
amount of bacilli found in the lesions, the presence of 
PCR inhibitors, contamination with DnA from the host 
and other microorganism species3,6-8, making it necessary 
to use PCR in colonies obtained by isolation, which is the 
gold standard for diagnosis. 

In an attempt to reduce time to diagnosis, in a 
previous study modified Middlebrook 7H11 medium 
thin layer technique was used for the isolation of M. 
bovis in suspect bovine tuberculosis lesions collected 
from cattle and buffaloes in commercial slaughterhouses, 
followed by PCR for the identification of the colonies. 
Thus, the number of days to diagnosis was reduced 
to 12-25, compared with 42 to 91 days required for 
visible colonies in Stonebrink medium. As diagnosis 
confirmation by PCR was carried out after macroscopic 
growth of the colonies, the present study evaluated the 
association of modified Middlebrook 7H11 medium thin 
layer technique and PCR before macroscopic colonies 

were visible. Plates were observed for no more than 12 
days to achieve the earliest possible diagnosis in samples 
with lesions suggestive of tuberculosis. 

MATERIAL AND METHODS

A total of 10 samples of bovine tuberculosis 
suspect lesions. Eight of them were considered positive 
in a previous study, after processing and culture in 
Stonebrink medium and modified Middlebrook 7H11 
medium thin layer culture9, followed by confirmation by 
PCR (table 1).

Table 1. Growth of colonies in plates with Middlebrook 7H11 and Stonebrink 
tubes with respective PCR results according to the experimental groups

SAMPLES PLATES TUBES
Number Identification Aa B Status PCRf A B Statusg PCR

1 12 +b -c POSd POS + + POS POS
2 16 + + POS POS + + POS POS
3 32 + + POS POS + + POS POS
4 34 + + POS POS + + POS POS
5 36 - + POS POS + + POS POS
6 37 + + POS POS + + POS POS
7 39 + - POS POS + + POS POS
8 40 + + POS POS + - POS POS
9 47 - - nEGe ** - - nEG nEG

10 49 - - nEG POS - - nEG nEG
a - = plate ou tube A/plate ou tube B; b - presence of colonies in plates 
or tubes; c- absence of colonies in plates or tubes; d - positive sample; 
e - negative sample; f - Polimerase Chain Reaction; g - Result of the 
sample in plates, tubes or PCR; ** - not executed.

The ten samples were decontaminated by Petroff ’s 
traditional method10 and cultured in plates with modified 
Middlebrook 7H11 medium, in duplicate, in a total of 20 
plates. The attempt was to have an earlier perception of 
the colonies and to identify them by PCR, no matter the 
macroscopic growth of the colonies.

Readings in optical microscope were carried out 
on days 5, 8 and 12 after culture. On the 13th day, plates 
were removed from the incubator and opened in a level 
3 microbiological safety cabinet. All the content on the 
surface of the medium was scraped with a disposable 
loop, and resuspended in 1.5-ml tubes with sterile 
ultrapure water. Inactivation was carried out by boiling 
at 100 °C for five minutes, followed by freezing at -20 °C 
for at least one hour before use11.

Thawed samples were submitted to PCR using 
primers JB-21 (5’ tCGtCCGCtGAtGCAAGtGC 3’) 
and JB-22 (5’ CGtCCGCtGACCtCAAGAAG 3’), 
described by Rodriguez et al.12 for the identification of 
Mycobacterium bovis, generating a 500-bp final product.
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Amplification with primers JB-21 and JB-22 was 
carried out in a thermocycler, with initial treatment at 
94 °C for two minutes, followed by 35 cycles at three 
different temperatures: denaturation at 94 °C for 30 
seconds, hybridization at 64 °C for 30 seconds, and 
extension and annealing at 72 °C for 60 seconds. After 
the last cycle, samples were kept at 72 °C for five minutes, 
and the amplified product was analyzed in a horizontal 
electrophoresis system. Agarose gels 1.5% containing 
0.01% ethidium bromide were analyzed under ultraviolet 
light and photographed.

RESULTS AND DISCUSSION 

from the ten samples in modified Middlebrook 
7H11 medium thin layer culture, nine were considered 
positive and submitted to confirmation by PCR. As 
no macroscopic growth was observed, this stage was 
interrupted on day 12 after culture. The only sample 
considered negative in the thin layer plates was also 
negative in PCR. However, two plates considered positive 
were not confirmed in PCR 

Table 2. Results of the observation by optical microscopy of the 
positivity of the samples on plates containing modified Middlebrook 
7H11 thin layer and confirmed by polymerase chain reaction (PCR)

SAMPLES PLATES PCRf

Number Identification Aa B Statusg Result
1 12 +b + POSd POS
2 16 + + POS POS
3 32 + + POS POS
4 34 + + POS POS
5 36 + + POS POS
6 37 + + POS nEG
7 39 + + POS POS
8 40 + + POS POS
9 47 -c - nEGe nEG

10 49 + + POS nEG
a - = plate ou tube A/plate ou tube B; b - presence of colonies in plates 
or tubes; c- absence of colonies in plates or tubes; d - positive sample; 
e - negative sample; f - Polimerase Chain Reaction; g - Result of the 
sample in plates, tubes or PCR.

Although the nine samples positive in this second 
stage were also positive in the first one, negative PCR 
results for samples 37 and 49 may be partially related 
to the amount of colonies collected from the plates to 
be used in PCR. Although PCR may detect very small 
amounts of live and dead bacilli in the sample13, as there 
was no macroscopic growth in the marked areas at the 

moment of colony collection, only the location marked 
during reading in the microscope was considered. Thus, 
it is possible that, in this case, culture medium collection 
with the loop was not adequate. 

In spite of the fact that the colonies were visually 
similar to those observed by Marcondes et al.5 and Dib 
et al.14, at initial stages, they may also be similar to those 
of other bacteria, leading to negative results in PCR. 
Bacteria of the genus Nocardia may have filamentous 
and bacillary forms15, and may sometimes be mistakenly 
considered mycobacteria in the initial stages of growth, 
reinforcing the importance of the association of methods 
with PCR in the identification of M. bovis. 

Results for the period of observation for presence 
or absence of mycobacteria growth in microscopic 
colonies in modified Middlebrook 7H11 thin layer 
culture showed seven of the plates with positive results 
in isolation and PCR. On the 8th day after culture, all 
samples that were confirmed to be positive in PCR 
had already been considered positive in culture, but 
observation continued until the 12th day because there 
were expectations for visible macroscopic growth that 
would confirm microscopic findings.

It is believed that this stage led to greater accuracy 
in the observation of the colonies due to the visual 
training carried out in the first stage of the experiment, 
which enabled the identification of the initial growth 
stages and the differentiation of cell debris5. Thus, at 5 
days after culture, it was possible to safely state that 
the three plates considered positive in the second stage 
showed initial colony growth. 

It was observed that, when reduction of time 
to reading is prioritized, the absence of macroscopic 
growth may lead to errors in the technique or insufficient 
amounts of sample for PCR, increasing the probability 
of having false positive results. However, the association 
of PCR for earlier confirmation of the results (12 days 
instead of the 36 days observed in previous studies) 
seems to be advantageous, as microscopic findings may 
be confirmed without the apparent need for observing 
macroscopic colony growth.
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RESUMO
Os inseticidas de uso domissanitário são utilizados para proteger o ambiente urbano. Porém, esses 
produtos propiciam risco à saúde. neste experimento preliminar foi avaliado o grau de efeito tóxico em 
ratos, após a exposição inalatória ao diclorvós, um inseticida de uso domissanitário, em ambiente sem 
ventilação. O inseticida foi pulverizado no interior de uma câmara de vidro e os ratos foram expostos 
durante 6 e 24 h. A atividade da colinesterase plasmática foi analisada antes e após a exposição. O efeito da 
exposição inalatória refletiu-se sobre a depressão enzímica em até 37%. A permanência em ambiente sem 
ventilação ou arejamento por maior tempo acarretou maior grau de intoxicação.
Palavras-chave. diclorvós, exposição inalatória, efeito tóxico.

ABSTRACT
Household insecticides are used for protecting the urban environment. However, these product might cause 
health risk. This preliminary study aimed at evaluating the toxic effects of an insecticide for household use 
(dichlorvos) in rats by inhalation exposure in an unventilated environment. The insecticide was sprayed 
inside a glass chamber and the rats were exposed for 6 and 24 hours. The plasma cholinesterase activity was 
analyzed before and after the exposure. The effect of inhalation was reflected on the enzyme depression in 
association with the exposure length of time. The permanence in the environment without ventilation, for 
longer time, resulted in higher degreed of intoxication.
Keywords. dichlorvos, inhalation exposure, toxic effect.
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INTRODUÇÃO 

Os inseticidas são substâncias ou mistura de 
substâncias, formuladas, visando matar, reduzir, repelir, 
ou interromper o ciclo reprodutivo de determinados 
insetos considerados pragas. Seu uso como saneante 
desinfestante no controle de pragas sinantrópicas em 
áreas urbanizadas é uma prática comum, sendo aplicados 
em ambientes internos e externos para a proteção dos 
habitantes e das edificações.

A presença de inseticida no ambiente das 
edificações das áreas urbanizadas favorece a ocorrência 
de exposição não ocupacional ou intradomiciliar 
involuntária da população ao resíduo inseticida, após a 
aplicação. Esse resíduo poderá ser absorvido através das 
múltiplas vias expostas (oral, dérmica, inalatória). Em 
vista disso, o risco de ocorrerem efeitos adversos, mesmo 
que subclínicos, após a exposição existe e é representativo 
principalmente nas populações suscetíveis, tais como 
crianças, idosos, gestantes, pessoas adoentadas1-3.

Portanto, o ar interno e os elementos que 
compõem o ambiente das edificações urbanas são 
importantes fontes de informações referentes à 
contaminação e à exposição, particularmente daquelas 
substâncias de aplicação direta, como são os inseticidas1-3.

De modo geral, é maior a preocupação em 
relação ao uso de pesticidas na produção de alimentos, 
ou quanto à exposição ocupacional, do que na utilização 
urbana dos pesticidas, ou quanto à exposição não 
ocupacional. Embora amplamente utilizados, pouco se 
sabe a respeito das exposições não ocupacionais, do nível 
de concentração residual após a aplicação, ou se conhece 
medições quantitativas feitas para ambientes urbanos3. na 
literatura internacional, estudos com enfoque nessa linha 
têm gerado informações a respeito do risco envolvido após 
a utilização desses produtos no ambiente das edificações 
urbanas. Considerando os prováveis efeitos adversos 
a partir de exposições involuntárias aos saneantes 
desinfestantes do tipo inseticida, cresce a necessidade de 
estudar as variáveis que influenciam a relação de causa e 
efeito na diversidade de cenários do ambiente urbano. 

O ambiente urbano comporta uma população 
que passa grande parte da vida no interior das edificações, 
onde o uso de pesticidas é recorrente. Em média, um 
adulto gasta 87% de seu tempo nesse tipo de ambiente2. 
Com efeito, a exposição inalatória não ocupacional à 
inseticida de uso doméstico pode ocorrer num espaço de 
tempo dentro desse período.

A via inalatória é uma via de acesso para diferentes 
substâncias suspensas no ar: partículas, vapores e/ou 
gases. no caso dos inseticidas, o diclorvós possui pressão 
de vapor relativamente alta, portanto, essa via seria a rota 
mais provável de intoxicação acidental. 

Dentro do grupo dos saneantes desinfestantes, 
o diclorvós, pertencente à classe dos organofosforados, 
expressa sua toxicidade inibindo a colinesterase. Existem 
dois tipos de colinesterase: a butirilcolinesterase, presente 
no plasma, fígado e outros tecidos; e a acetilcolinesterase, 
encontrada nos eritrócitos e sistema nervoso. uma 
vez inibida, distúrbios de ordem colinérgica poderão 
se manifestar. Através da determinação do nível de 
inibição dessas enzimas, é possível detectar a ocorrência 
de exposição e determinar o grau de intoxicação após a 
exposição a organofosforados e carbamatos4,5. 

Partindo dessa concepção, o objetivo deste 
experimento preliminar foi avaliar o grau de efeito tóxico 
da exposição inalatória em um modelo animal durante 6h 
e 24 h, em ambiente sem ventilação ou arejamento, após a 
pulverização do inseticida de uso domissanitário diclorvós.

MATERIAL E MÉTODOS 

Ratos (Rattus norvergicus) machos da linhagem 
Wistar, pesando aproximadamente 250 ± 50 g foram 
acondicionados em gaiolas de polipropileno, sem 
restrição de água ou alimento e mantidos em biotério de 
experimentação na condição de temperatura ambiente, 
umidade relativa entre 50 e 70% e ciclo de fotoperíodo. 

Dezoito animais foram distribuídos ao acaso 
em seis grupos de três e sorteados para a exposição 
inalatória em dois diferentes períodos: grupos 1, 2 e 3 
para o período de 6 h; grupos 4, 5 e 6 para o período 
de 24 h. O experimento foi realizado em dias alternados 
com a exposição ao inseticida de um grupo por dia. no 
intervalo de um dia entre cada repetição, a câmara foi 
lavada com água e sabão (pH neutro) e seca. A remoção 
de possíveis resíduos remanescentes da pulverização foi 
feita com álcool etílico 95% borrifado no vidro da câmara 
e removido com papel toalha. 

A avaliação do efeito tóxico do diclorvós foi feita 
através da determinação da atividade da colinesterase 
plasmática. na pré-exposição, foram colhidos 2 ml de 
sangue por punção do plexo retrorbital de cada animal, 
em tubos heparinizados. O plasma foi separado por 
centrifugação a 2000 rpm por 10 min, e a atividade da 
colinesterase plasmática de cada animal foi determinada 
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em triplicata pelo método espectrofotométrico de Ellman 
et al.4 modificado por Wilhelm5, em comprimento de 
onda de 430 nm. Para tanto, pipetou-se 2,75 ml de 
tampão fosfato pH 7,4, 100 µl de ácido (5,5’ ditiobis) 
2-nitrobenzoico (DtnB), 50 µl de plasma e 50 µl de 
acetiltiocolina (substrato). 

Para o fim proposto, cada grupo foi disposto 
ao centro, no interior de uma câmara de vidro com 4,0 
m3 e a 1 m de altura do piso (zona de respiração). Em 
seguida, da altura de 25 cm, foi pulverizado o formulado 
comercial concentrado emulsionável (CE) do diclorvós 
(2,2-diclorovinil dimetil fosfato) (CAS number 62-73-
7), na concentração de 1,0 g.ml-1 de ingrediente ativo 
(i.a.), equivalendo a 50 ml.m-2 em uma área de 2 m2, e, 
para tanto, foi utilizado um pulverizador de compressão 
prévia. Após a pulverização a porta da câmara foi 
fechada e assim permaneceu até o final de cada período 
de exposição. Ao final de cada período, cada grupo foi 
retirado do interior da câmara de vidro e eutanaziado, 
para coleta de sangue e determinação da atividade da 
colinesterase plasmática. 

A porcentagem de inibição da colinesterase foi 
estimada a partir da média dos valores registrados na pré 
e pós-exposição de cada rato. Os valores da pós-exposição 
dos dois períodos foram comparados estatisticamente, 
através do teste t de Student, comparação entre médias 
de amostras independentes (unilateral), com α = 0,05.

Os procedimentos experimentais utilizando 
animais foram aprovados pela Comissão de Ética em 
Experimentação Animal do Instituto Biológico (CEtEA-
IB nº 71/08).

RESULTADOS

Os resultados da colinesterase plasmática obtidos 
dos animais dos grupos 1, 2 e 3 expostos por 6 h revelaram 
comprometimento da atividade da enzima estimada em 
26% (tabela 1). não foi identificado nenhum sinal clínico 
de intoxicação provocado pela exposição ao inseticida 
nos animais desses grupos.

Os resultados encontrados nos grupos 4, 5 
e 6, expostos por 24 h, evidenciaram uma inibição 
na atividade da enzima estimada em 37% (tabela 1). 
nesses animais foi possível observar sinais clínicos de 
intoxicação de intensidade leve, do tipo fasciculação e 
irritabilidade.

A diferença de 11% entre os dois períodos de 
exposição é estatisticamente significante (p valor = 

0,03), demonstrando que a atividade da colinesterase 
plasmática foi inibida em maior proporção nos grupos 
expostos por 24 h do que naqueles que permaneceram 
expostos por 6 h.

Tabela 1. Médias (± DP) da atividade da colinesterase plasmática e 
inibição

Período 
(h)

Atividade da colinesterase plasmática 
(ΔE.mL-1.min-1) Inibição (%)

Pré-exposição Pós-exposição
6 1,01 ± 0,15 0,75 ± 0,17 25,7

24 0,97 ± 0,12 0,61 ± 0,11 37,1

DISCUSSÃO

Apesar da ampla utilização de inseticidas nos 
ambientes das edificações urbanas, pouco se discute a 
respeito das exposições não ocupacionais ou involuntárias 
da população, do nível de concentração residual do 
inseticida após sua aplicação e do risco envolvido nesse 
cenário.

Com a câmara de vidro, pretendeu-se simular 
um ambiente intradomiciliar pequeno, sem ventilação 
ou arejamento, a fim de conhecer o efeito do diclorvós 
nesse cenário de exposição. 

Após a pulverização, o resíduo gerado favorece a 
exposição involuntária da população por múltiplas vias 
e esse fato amplia o nível de exposição1-3. Dentro desse 
contexto, este experimento foi configurado para evitar a 
possibilidade de exposição por múltiplas vias e favorecer 
a via inalatória.

Sendo assim, as magnitudes da contaminação e 
da exposição estão relacionadas a fatores que envolvem 
a volatilidade do ingrediente ativo, tipo de aplicação, 
característica do ambiente, concentração do inseticida 
no ambiente, período de exposição e suscetibilidade da 
população. toxicologicamente, os efeitos adversos estão 
associados à toxicidade do inseticida, à via exposta e à 
dose absorvida1,2.

na condição sem ventilação ou arejamento, a 
concentração do diclorvós na câmara provavelmente se 
dissipou pouco. Dados obtidos a partir do monitoramento 
do diclorvós em ambiente sem ventilação, indicam 
que ele dissipa pouco no ar interno de edificações, 
atingindo menor nível de concentração após 18 h da 
aplicação. Em contrapartida, em ambiente ventilado 
registrou-se redução na concentração 10 h após a aplicação6. 
fenômeno semelhante foi observado por fenske et al.7, 
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que quantificaram em diferentes períodos os vapores 
do inseticida cloropirifós em ambiente doméstico sem 
ventilação e com ventilação. no ambiente sem ventilação, 
constataram que a concentração do inseticida no ar 
ambiente se elevou imediatamente após a aplicação, 
atingindo um pico após 7 h que declinou até 24 h.

Ainda que se considere a possibilidade de 
declínio da concentração do diclorvós somado à sua 
baixa atividade residual, não foi possível saber através da 
exposição contínua dos ratos qual era o período de maior 
concentração dos vapores do inseticida. Entretanto, foi a 
exposição constante que indicou qual período ofereceu 
maior risco. Portanto, o nível de inibição da enzima 
caracterizou a duração da exposição como determinante 
para o efeito medido, pois a quantidade do inseticida 
presente no ar da câmara estava em nível suficiente 
para comprometer a atividade normal da colinesterase 
plasmática dos grupos expostos nos períodos de 6 e 24 
h. Assim sendo, o efeito registrado como resultado da 
exposição inalatória mostrou que a maior possibilidade de 
intoxicação foi pertinente ao período de 24 h, no qual os 
grupos expostos (4, 5 e 6) manifestaram visíveis sinais 
clínicos de intoxicação. 

logo, esse ambiente experimental mostrou-se 
insalubre, acarretando efeito adverso no organismo exposto. 
Por conseguinte, em qualquer ambiente sem ventilação 
ou arejamento, após a pulverização do diclorvós, poderá 
apresentar risco ao indivíduo exposto. E quanto maior 
for o período de exposição nesse ambiente maior será o 
risco. 

Contudo, a inibição da atividade enzímica 
correlacionada com a intensidade e duração da 
exposição, embora tenha causado certo grau de 
intoxicação nos animais expostos, não foi considerada 
de extrema gravidade, pois a porcentagem de inibição 
não alcançou um valor significativo, mesmo para o 
maior período de exposição. A expectativa era de que o 
nível de inibição da colinesterase plasmática alcançasse 
no mínimo 50%. Assim, seria provável supor um maior 
comprometimento da acetilcolinesterase8, resultando 
num quadro de intoxicação mais acentuado, devido a 
maior importância fisiológica da acetilcolinesterase no 
sistema nervoso9.

O diclorvós, embora seja um inseticida 
altamente tóxico, inibidor direto da colinesterase, 
aplicado em ambiente sem ventilação, com inalação 
imediata e continua durante 6 ou 24 h por uma 
população sensível, não causou um impacto severo 

sobre a saúde dos ratos. O grau de efeito tóxico indicou 
um cenário de importância toxicológica relativa, 
que possivelmente regrediria quando interrompida 
a exposição. Com efeito, num ambiente ventilado ou 
arejado a intoxicação provavelmente seria menor, 
fenômeno favorecido pela característica do diclorvós, 
um inibidor reversível da colinesterase e rapidamente 
degradado, in vivo8. 

Assim sendo, o resultado da avaliação do grau 
do efeito tóxico após a exposição inalatória dos animais 
na câmara sem ventilação ou arejamento mostrou 
significativa diferença no nível de exposição entre os 
períodos, dando a conhecer maior risco de intoxicação 
pertinente ao período mais prolongado de exposição, o 
de 24 h. Portanto, o grau de efeito tóxico caracterizou a 
causa e o efeito da exposição no mesmo tipo de ambiente. 

O potencial risco à saúde e a escassez de 
discussão quanto ao uso de pesticidas nos ambientes 
internos ou externos das edificações urbanas justificam 
estudos com o propósito de gerar informações a respeito 
da contingência da exposição não ocupacional a esses 
produtos, auxiliando no esclarecimento a respeito dos 
riscos envolvidos.
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RESUMO
A infecção primária do pericárdio e do endocárdio é rara. Este estudo descreve a evolução de uma criança 
com cardite reumática aguda, complicada com pericardite infecciosa bacteriana, secundária a abscessos 
de pele e endocardite fúngica. O tempo prolongado de internação, o uso de cateter venoso central e a 
antibioticoterapia de amplo espectro foram os fatores que provavelmente favoreceram a colonização, a 
candidíase invasiva e o desenvolvimento da endocardite por levedura do complexo Candida parapsilosis. 
Palavras-chave. candidemia, endocardite, complexo Candida parapsilosis, pericardite.

ABSTRACT 
The primary infection of pericardium and endocardium rarely occurs. This study reports the evolution 
of a child with acute rheumatic carditis with subsequent pericardial bacterial infection, due to cutaneous 
abscess and fungal endocarditis. Probably, the long hospital stay, the usage of central venous catheter and 
the broad-spectrum antibiotics enhanced the colonization, the invasive candidiasis induction and the 
development of fungal endocarditis by Candida parapsilosis complex yeast. 
Keywords. candidemia, endocarditis, Candida parapsilosis complex, pericarditis.
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INTRODUÇÃO

A pericardite bacteriana mais comumente 
encontrada é consequência de uma infecção adjacente 
ou decorrente de disseminação hematogênica de uma 
infecção à distância1. 

A endocardite de etiologia fúngica é uma infecção 
com baixa incidência, representando de 1,3%-6% dos 
casos de endocardite infecciosa2. Raramente afeta o 
coração normal, ocorrendo predominantemente em 
pacientes com uso prolongado de cateter venoso central, 
antibioticoterapia, entre outros. Embora a Candida 
albicans seja a etiologia mais frequente, relatos recentes 
indicam um aumento da prevalência de outras espécies, 
em particular C. Parapsilosis2.

RELATO DE CASO 

Paciente em idade pré-escolar, feminino, branca, 
4 anos, internada com queixa de dor na panturrilha 
durante 15 dias e uma semana com febre, dor e edema em 
joelho esquerdo. Durante três dias apresentou dispneia, 
dor torácica, abdominal e gemência. Histórico clínico 
revelou abscessos em nádegas e região periungueal 
por 20 dias. O exame físico apresentou as seguintes 
características: 

•	 frequência cardíaca (fC) = 118 bpm; frequência 
respiratória (fR) = 60 ipm; pressão arterial (PA) = 
120x70 mmHg; temperatura axilar (tax) = 36 °C; 
saturação não invasiva de oxigênio (SpO2) 92% em 
máscara de Venturi a 50%; 

•	 Aspectos gerais: mau estado geral, obnubilada, 
gemente, toxemiada, dispneica, com retrações 
torácicas e estertores finos em bases pulmonares, 
turgência jugular, bulhas hipofonéticas (+), sopro 
sistólico +++/6+ em foco mitral, ritmo de galope;

•	 O fígado apresentou diâmetro de 6 cm do rebordo 
costal direito (RCD), doloroso à palpação;

•	 Pulsos simétricos, perfusão periférica de 3 s;
•	 Presença de pequeno abscesso no antebraço 

esquerdo.

Os exames laboratoriais detectaram:

•	 Hemoglobina (Hb) = 8,6 g/dl, hematócrito 
(Ht) = 27%, leucócitos = 17.000/mm³, bastões 
= 12%, neutrófilos = 71%, velocidade de 

hemossedimentação (VHS) = 77 mm (1ª hora), 
mucoproteína = 19,2 mg/dl (tirosina), proteína-
C-reativa (pCr) = 163 mg/l, imunoglobulinas 
normais e sorologia para HIV negativa. 

Os exames de imagem apresentaram:

•	 Ecocardiografia inicial; hipocontratilidade difusa; 
derrame pericárdico de moderado a importante; 
cardiomegalia ao RX.

As hipóteses diagnósticas iniciais foram febre 
reumática, insuficiência cardíaca congestiva e pericardite 
bacteriana.

Internada na unidade de terapia Intensiva 
Pediátrica (utI), a paciente foi submetida à drenagem 
pericárdica com retirada de 150 ml de líquido purulento. 
Após 3 dias foi submetida à drenagem do abscesso do 
antebraço e, após 5 dias, evoluiu com pneumonia e 
derrame pleural, necessitando de drenagem cirúrgica. A 
paciente permaneceu em ventilação mecânica por 9 dias. 
As culturas do líquido pericárdico, pleural e do abscesso 
evidenciaram Staphylococcus aureus (sensível à oxacilina, 
clindamicina e vancomicina). Pesquisa e cultura de 
BAAR foram negativas. tratada com os antibióticos 
vancomicina e cefotaxima evoluiu com melhora inicial, 
no entanto manteve episódios diários de febre. 

Figura 1. Ecocardiograma demonstrando imagem hiperecogênica, 
pediculada, aderida na parede do átrio direito, medindo 7,3 × 7,4 mm
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Após 20 dias da internação, a ecocardiografia 
de controle evidenciou a presença de imagem 
hiperecogênica, aderida na parede do átrio direito, 
medindo 7,3 x 7,4 mm (figura 1). foram observadas 
fração de ejeção (fE) = 83%, encurtamento sistólico 50%, 
pericárdio espessado com discreto derrame e refluxo 
mitral significativo.

na hemocultura realizada para investigação 
da etiologia da febre, houve crescimento de levedura 
identificada, fenotipicamente, como sendo do complexo 
Candida parapsilosis. A paciente recebeu anfotericina 
B desoxicolato por 43 dias, tendo sido suspensa após 
duas hemoculturas negativas para fungos. A opção pelo 
tratamento clínico da endocardite mural foi devido ao 
alto risco cirúrgico, pericardite bacteriana em resolução 
e ao quadro hemodinâmico desfavorável da grave 
insuficiência mitral. A ecocardiografia de controle 
evidenciou insuficiência mitral moderada a importante 
e ausência de vegetações. A paciente recebeu alta com 
tratamento para febre reumática.

DISCUSSÃO

As infecções bacterianas, fúngicas e virais1-3 
podem acometer o pericárdio, porém, dentre esses 
agentes etiológicos, o vírus é o mais comum. Já entre as de 
etiologia bacteriana, S. aureus é a causa mais comumente 
relacionada à pericardite em crianças, ocorrendo em 40-
80% dos casos1,4.

A partir de focos a distância, o estafilococo pode 
disseminar por via hematogênica causando infecções 
em outros órgãos e tecidos. A capacidade de produzir 
enzimas proteolíticas poderá facilitar este processo5.

As leveduras do complexo Candida parapsilosis 
são atualmente causa frequente de candidemia. Essa 
espécie é capaz de produzir biofilme como fator de 
virulência nos dispositivos intravenosos e colonizar a 
pele dos profissionais de saúde. Ela é responsável por 7%-
15% dos episódios de candidemia nos Estados unidos, 
e nos países da América latina ocupa o segundo lugar6. 

Dentre os fatores de risco mais frequentemente 
implicados na ocorrência de candidemia estão à utilização 
de antibióticos de largo espectro, imunossupressores, 
cateter venoso central e nutrição parenteral7-9. Essa 
paciente apresentava vários fatores de risco para o 
desenvolvimento da candidíase invasiva.

Este relato de caso alerta para a possibilidade 
da associação de agentes etiológicos múltiplos, 

principalmente em pacientes críticos, com vários 
fatores que aumentam a chance de colonização e 
candidemia. neste caso, mesmo sendo a paciente 
imunocompetente, o tecido cardíaco globalmente 
inflamado pelos processos da febre reumática propiciou 
as condições para a instalação de infecção pericárdica e 
endocárdica. A pericardite estafilocócica ocorreu como 
consequência da bacteremia proveniente dos abscessos 
e a endocardite fúngica secundária aos procedimentos 
invasivos necessários no manuseio do paciente grave. 
no tratamento da endocardite fúngica está indicado 
anfotericina B lipossomal ou associação de azólicos e 
equinocandinas10-12. Outro ponto a ser destacado foi 
a resposta favorável à monoterapia antifúngica, sem a 
necessidade da clássica intervenção cirúrgica12. O relato 
presente é relevante, uma vez que aborda a necessidade 
de atenção dos clínicos para uma infecção grave em 
paciente de risco. 
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INSTRUÇÕES AOS AUTORES

A Revista do Instituto Adolfo lutz (RIAl), iniciada em 1941, é uma publicação trimestral com a missão de divulgar resultados de investigações científicas relacionadas 
às ações de promoção à saúde, prevenção e controle de agravos e doenças de interesse em saúde pública, além de incentivar a produção de artigos científicos nas áreas 
de vigilância epidemiológica e sanitária e de proporcionar a atualização e aprimoramento de profissionais da área em âmbito nacional e internacional.

A RIAl é inter e multidisciplinar, arbitrada, aberta a contribuições de autores nacionais e estrangeiros. Publica prioritariamente pesquisas originais com 
contribuições relevantes na área laboratorial em saúde pública, realizadas com rigor científico e que possam ser replicadas e generalizadas.

Política Editorial
Editada nos formatos impresso e eletrônico, a RIAl tem interesse por trabalhos originais em todas as áreas laboratoriais em saúde púbica. São também publicadas 
outras contribuições inéditas, desde que sobre temas atuais e importantes – revisões de literatura, comunicações breves e notas científicas – além de resumos de 
teses e dissertações. 
Os manuscritos devem destinar-se exclusivamente à RIAl, não sendo permitida sua apresentação simultânea a outro periódico. As contribuições podem ser 
apresentadas em português ou inglês. 
Os manuscritos submetidos são analisados inicialmente pelos editores quanto ao atendimento aos padrões da RIAl e às normas para o envio dos originais. Aqueles 
manuscritos selecionados são encaminhados para avaliação por pares externos de área pertinente, sempre de instituições distintas àquela da origem do manuscrito, 
sendo garantido o anonimato e a confidencialidade durante todo o processo de avaliação. Após receber os pareceres, o Corpo Editorial, que detém a decisão final sobre 
a publicação ou não do texto, avalia a aceitação do texto sem modificações, a recusa ou a devolução ao autor com as sugestões apontadas pelos relatores. 
Os manuscritos submetidos devem atender à política editorial da RIAl e às Instruções aos Autores, que seguem os Uniform Requirements for Manuscripts 
Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication (http://www.icmje.org). 

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados. Os autores devem explicitar em MÉtODOS que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrões exigidos pela 
Declaração de Helsink e aprovada por comissão de ética (CEP) reconhecida pela Comissão nacional de Ética em Pesquisa (COnEP) – vinculada ao Conselho 
nacional de Saúde (CnS) – bem como registro dos estudos de ensaios clínicos em base de dados, conforme recomendação aos editores da lilacs e Scielo, disponível 
em: http://bvsmodelo.bvsalud.org/site/lilacs/homepage.htm. O nome da base de dados, sigla e/ou número do ensaio clínico, assim como o número do processo e 
o nome da comissão de ética que aprovou o projeto, deverão ser colocados ao final do RESuMO. nos casos de ensaios envolvendo animais, estes deverão atender 
a lei federal 9.605 contra crimes ambientais, a lei federal 6.638/76 e a lei 11.794/08, que normatiza a utilização de animais em pesquisa científica. Os autores 
deverão ter em seu poder todos os documentos referentes a este procedimento, que poderão ser solicitados em qualquer momento pelos editores.

Os autores serão responsáveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial e/ou associativo, relacionados ao material de trabalho ou 
outros que possam influenciá-los, apresentando uma declaração sobre a existência ou não de tais conflitos. Os relatores também devem revelar aos editores 
qualquer conflito que possa influir ou impedir as suas avaliações.

Os manuscritos publicados são de propriedade da RIAl. A transferência de direitos autorais será solicitada após a aprovação do manuscrito para publicação. 

Informações Gerais
Os manuscritos submetidos à publicação na RIAl devem ser apresentados de acordo com as Instruções aos Autores. 
São aceitos manuscritos nos idiomas: português e inglês. 
O manuscrito deve ser encaminhado em formato eletrônico (e-mail) ou impresso, aos cuidados do editor-chefe da RIAl, no seguinte endereço:
Revista do Instituto Adolfo lutz (RIAl)
núcleo de Acervo
Av. Dr. Arnaldo, 355 - Cerqueira César - São Paulo - SP - Brasil - CEP: 01246-902
Ou por meio eletrônico em rial@saude.sp.gov.br
Pormenores sobre os itens exigidos para apresentação do manuscrito estão descritos a seguir.

1. Categoria De Artigos

1.1 Artigos Originais: Incluem estudos relacionados à prevenção e controle de agravos e à promoção à saúde. Devem ser baseados em novos dados ou 
perspectivas relevantes para saúde pública. Cada artigo deve conter objetivos e hipóteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussão e conclusões. 

Informações Complementares:
■ Devem ter até 20 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referências.
■ As tabelas, figuras, gráficos e fotos, limitadas a 05 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindíveis. As figuras não devem repetir dados já descritos 
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

Instruções Aos Autores
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■ As referências bibliográficas, limitadas a 40, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes à problemática abordada. Deve-se evitar a 
inclusão de número excessivo de referências numa mesma citação. Citações de documentos não publicados e não indexados na literatura científica (teses, 
relatórios e outros) devem ser evitadas.
■ Os resumos em português e em inglês (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicação de 3 a 6 palavras-chave (keywords).
A estrutura dos artigos originais de pesquisa é a convencional: Introdução, Material e Métodos, Resultados, Discussão e Conclusão, embora outros formatos 
possam ser aceitos, mas respeitando a lógica da estrutura de artigos científicos. 

1.2 Artigos de Revisão: Dedicados à apresentação e à discussão de temas de interesse científico e de relevância para a saúde pública. Devem apresentar 
formulação clara de um objeto científico de interesse, argumentação lógica, crítica teórico-metodológica dos trabalhos consultados e síntese conclusiva. Devem 
ser elaborados por pesquisadores com experiência no campo em questão ou por especialistas de reconhecido saber. 
 
Informações complementares:
■ Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referências.
■ As tabelas, figuras, gráficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindíveis. As figuras não devem repetir dados já descritos 
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.
■ As referências bibliográficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes à problemática abordada. Deve-se evitar a 
inclusão de número excessivo de referências numa mesma citação. Citações de documentos não publicados e não indexados na literatura científica (teses, 
relatórios e outros) devem ser evitadas.
■ Os resumos em português e em inglês (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicação de 3 a 6 palavras-chave (keywords).

1.3 Comunicações Breves: São relatos sucintos destinados à rápida divulgação de eventos significativos no campo da pesquisa de interesse  em saúde pública 
e que não comportam uma análise mais abrangente.

Informações complementares:
■ Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referências.
■ As tabelas, figuras, gráficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindíveis. As figuras não devem repetir dados já descritos 
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.
■ As referências bibliográficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes à problemática abordada. Deve-se evitar a 
inclusão de número excessivo de referências numa mesma citação. Citações de documentos não publicados e não indexados na literatura científica (teses, 
relatórios e outros) devem ser evitadas.
■ Os resumos em português e em inglês (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
■ Sua apresentação deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

1.4 Notas Científicas: São relatos sucintos destinados à rápida divulgação de eventos relevantes de uma pesquisa experimental que justifique a publicação de 
resultados parciais.

Informações complementares:
■ Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referências.
■ As tabelas, figuras, gráficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindíveis. As figuras não devem repetir dados já descritos 
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.
■ As referências bibliográficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes à problemática abordada. Deve-se evitar a 
inclusão de número excessivo de referências numa mesma citação. Citações de documentos não publicados e não indexados na literatura científica (teses, 
relatórios e outros) devem ser evitadas.
■ Os resumos em português e em inglês (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
■ Sua apresentação deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de texto único.
 
1.5 Relatos de Caso: São textos que contemplam principalmente a área médica, em que o resultado é anterior ao interesse de sua divulgação ou a ocorrência 
dos resultados não é planejada.

Informações complementares:
■ Devem ter até 03 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referências.
■ As tabelas, figuras, gráficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindíveis. As figuras não devem repetir dados já descritos 
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.
■ As referências bibliográficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes à problemática abordada. Deve-se evitar a 
inclusão de número excessivo de referências numa mesma citação. Citações de documentos não publicados e não indexados na literatura científica (teses, 
relatórios e outros) devem ser evitadas.
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■ Os resumos em português e em inglês (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
■ Devem apresentar Introdução, Relato de caso, Discussão e Conclusão, na forma de texto único.

1.6 Resumos de Teses e Dissertações: São aceitos resumos de teses e dissertações até um ano após a defesa.

Informações complementares:
■ Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
■ Sua apresentação deve conter o nome do autor e do orientador, título do trabalho em português e em inglês, nome da instituição em que foi apresentado, área 
de concentração e ano da defesa.

2. Apresentação do manuscrito: Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 2003 ou compatível, no formato A4, espaço 
duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. Devem ser evitados arquivos compactados. A estrutura do manuscrito deve estar em conformidade com as normas 
do Sistema Vancouver – título; Autores e Instituições; Resumo e Abstract; Introdução; Material e Métodos; Resultados; Discussão; Conclusão; Agradecimentos; 
Referências; tabelas; figuras e fotografias.

2.1 Página de Identificação: Deve constar:
 
Título em português e em inglês: O título deve ser conciso, completo e conter informações. Se o manuscrito for submetido em inglês, deve ser fornecido um 
título em português. 
 
Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), são considerados autores aqueles que contribuíram substancialmente para 
a concepção e planejamento, ou análise e interpretação dos dados; contribuíram significativamente na elaboração do rascunho ou na revisão crítica do conteúdo 
e participaram da aprovação da versão final do mesmo. Somente a aquisição de financiamento, a coleta de dados ou supervisão geral de grupos de pesquisa não 
justificam autoria – maiores esclarecimentos sobre autoria podem ser encontrados na página do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome completo, 
sem abreviações e com último sobrenome em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SIlVA) e o e-mail do autor responsável. O autor responsável para troca 
de correspondência deve estar assinalado com asterisco (*) e apresentar também o endereço completo.

Afiliação: Deve ser indicada a instituição à qual cada autor está afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais de afiliação: laboratório, setor, seção, 
serviço, divisão, departamento, instituto, faculdade e universidade.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxílio, o nome da agência financiadora e o respectivo número do 
processo. 

Apresentação prévia: Quando baseado em tese ou dissertação, indicar o nome do autor, título, ano, nome do programa de pós-graduação e instituição onde foi 
apresentada. Quando apresentado em evento científico, indicar o nome do evento, local e ano da realização. 

2.2 Preparo do manuscrito:
 
Resumo/Abstract: todos os textos deverão ter resumos em português e inglês, dimensionados para ter até 200 palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir 
objetivos do estudo, principais procedimentos metodológicos, principais resultados e conclusões. 

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do conteúdo, extraídos do vocabulário Descritores em Ciências da Saúde (DeCS) da 
Bireme (disponível em http://www.bireme.br) nos idiomas português e inglês. Em inglês, com base no Medical Subject Headings (MeSH). 
Caso não sejam encontrados descritores adequados para a temática do manuscrito, poderão ser indicados termos não existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:
A) Introdução: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referências pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a 
importância e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. não deve incluir dados ou conclusões do estudo em referência

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as variáveis analisadas, com a respectiva definição, quando 
necessária, e a hipótese a ser testada. Devem ser descritas a população e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentação, se possível, de medidas de 
validade e conter informações sobre a coleta e processamento de dados. Deve ser incluída a devida referência para os métodos e técnicas empregados, inclusive 
os métodos estatísticos; métodos novos ou substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razões para seu uso e mencionando suas limitações. 
Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de padrões éticos e foi aprovada por comitê 
de ética, indicando o nome do comitê de ética, número e data do registro.
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C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequência lógica, iniciando-se com a descrição dos dados mais importantes. tabelas e figuras devem ser restritas 
àquelas necessárias para argumentação e a descrição dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os gráficos devem ser utilizados para destacar os 
resultados mais relevantes e resumir relações complexas. Dados em gráficos e tabelas não devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos 
devem especificar os métodos estatísticos utilizados na análise. 

D) Discussão: A partir dos dados obtidos e resultados alcançados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados à luz da literatura 
científica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunicação de caráter pessoal ou divulgadas em documentos restritos não podem 
servir de apoio às argumentações do autor. tanto as limitações do trabalho quanto suas implicações para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente 
hipóteses e generalizações baseadas nos dados do trabalho. As conclusões podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas 
em item separado.

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora não preencham os requisitos de autoria, 
prestaram colaboração ao trabalho. Será preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria científica, revisão crítica do manuscrito, coleta 
de dados etc. Deve haver permissão expressa dos nomeados e o autor responsável deve anexar a Declaração de Responsabilidade pelos Agradecimentos. também 
pode constar desta parte apoio logístico de instituições.

2.3 Citação no texto: A exatidão das referências é de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu número na listagem, na forma de expoente, 
sem uso de parênteses, colchetes e similares. nos casos em que há citação do nome do autor, o número da referência deve ser colocado a seguir do nome do autor. 
trabalhos com dois autores devem fazer referência aos dois autores ligados por “e”. nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso 
de autoria múltipla). 

Exemplos: nos Estados unidos e Canadá, a obrigatoriedade da declaração dos nutrientes no rótulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos 
hidrolíticos, como o AOAC 996.061, de extração e determinação da Gt por cálculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionização 
em chama (GC/DIC)2,3.

Segundo Chang et al31 , o aumento do tamanho das partículas resulta numa redução da área de superfície conferindo uma melhora na retenção e estabilidade das 
mesmas.

2.4 Referências: listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAl. As referências devem ser 
normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication, 
numeradas consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto. 
Os títulos de periódicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponível no endereço http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=journals. Para consultar periódicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

no caso de publicações com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da expressão latina “et al”. Referências de um 
mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronológica crescente.

Exemplos: 
Artigos de periódicos: 
Aued-Pimentel S, zenebon O. lipídios totais e ácidos graxos na informação nutricional do rótulo dos alimentos embalados: aspectos sobre legislação e 
quantificação. Rev Inst Adolfo lutz. 2009;68(2):121-6.
Weihrauch Jl, Posati lP, Anderson BA, Exler J. lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods. J Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.
Hennington EA. Acolhimento como prática interdisciplinar num programa de extensão. Cad Saude Coletiva [Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponível em: 
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros: 
Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2ª ed. Albany (nY):Delmar Publishers;1996.
lopez D, organizador. Estudos epidemiológicos qualitativos. São Paulo: James Martim; 2009. 
Institute of Medicine (uS). looking at the future of the Medicaid program. Washington (DC): The Institute; 1992.
foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: national Academy Press 2001[acesso 2003 Jul 13]. Disponível em: [http://www.
nap.edu/catalog.php?record_id=10149].
 
Capítulos de livro: 
Wirdh l. História da Epidemiologia. In: lopez D, organizador. Estudos epidemiológicos qualitativos. São Paulo: James Martim; 2009.p.64-76. 
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Dissertações, teses e monografias: 
Santos EP. Estabilidade química da manteiga da terra [dissertação de mestrado]. Bananeiras (PB): universidade federal da Paraíba;1995.
Moreschi ECP. Desenvolvimento e validação de métodos cromatográficos e avaliação da estabilidade de vitaminas hidrossolúveis em alimentos [tese de doutorado]. 
São Paulo (SP): universidade de São Paulo; 2006.

Trabalhos de congressos, simpósios, encontros, seminários e outros: 
Barboza et al. Descentralização das políticas públicas em DSt/AIDS no Estado de São Paulo. III Encontro do Programa de Pós-Graduação em Infecções e Saúde 
Pública; agosto de 2004; São Paulo: Rev Inst Adolfo lutz. p. 34 [resumo 32-SC]. 

Dados eletrônicos: 
Companhia de Saneamento Básico do Estado de São Paulo – SABESP. O que fazemos/Qualidade da água. [acesso 2008 Set 17]. Disponível em: [http://www.
sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=t&db=&doci]. 

Legislação: 
Brasil. Ministério da Saúde. Resolução RDC nº 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento técnico sobre Padrões Microbiológicos para Alimentos. 
Diário Oficial [da] Republica federativa do Brasil. Brasília, Df, 10 jan. 2001. Seção 1, nº7-E. p.45-53.

Autoria institucional: 
Instituto Adolfo lutz (São Paulo - Brasil). Métodos físico-químicos para análise de alimentos: normas analíticas do Instituto Adolfo lutz. 4ª ed. [1ª ed. digital]. 
São Paulo (SP): Instituto Adolfo lutz; 2008. Disponível em: [http://www.ial.sp.gov.br/índex.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&
Itemid=7].
Organización Mundial de la Salud – OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamentos. 
Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).
 
Patente:
larsen CE, trip R, Johnson CR, inventors: novoste Corporation, assignee. Methods for procedures related to eletrophysiology of the heart. uS patent 5,529,067. 
1995 Jun 25.

Casos não contemplados nesta instrução devem ser citados conforme indicação do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponível em: 
http://www.cmje.org. 
Referências a documentos não indexados na literatura científica mundial, em geral de divulgação circunscrita a uma instituição  ou a um evento (teses, relatórios 
de pesquisa, comunicações em eventos, dentre outros) e informações extraídas de documentos eletrônicos, não mantidas permanentemente em sites, se relevantes, 
devem figurar no rodapé das páginas do texto onde foram citadas. 
 
2.5 Números de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos 
aceitos pela RIAl. todos os elementos gráficos ou tabulares apresentados serão identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um, 
e não como quadros, gráficos etc. 

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compatível e serem apresentadas em arquivos separados, numeradas 
consecutivamente com algarismos arábicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um título breve, não se utilizando 
traços internos horizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas ao menor número possível e colocadas no rodapé das tabelas e não no 
cabeçalho ou título. Se houver tabela extraída de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar formalmente autorização da revista 
que a publicou, para sua reprodução. 
 
B) Figuras: As ilustrações (fotografias, desenhos, gráficos etc.) devem ser citadas como figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas consecutivamente 
com algarismos arábicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter título e legenda apresentados na parte inferior da figura. Só serão admitidas 
para publicação figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressão, preferencialmente no formato vetorial. no formato JPEG, a 
resolução mínima deve ser de 300 dpi. figuras em cores serão publicadas quando for necessária à clareza da informação e os custos deverão ser cobertos pelos 
autores. Se houver figura extraída de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorização, por escrito, para sua reprodução.

3. Declarações e documentos solicitados: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical Journal Editors, são solicitados 
alguns documentos e declarações do(s) autor(es) para a avaliação de seu manuscrito. Observe a relação dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique, 
anexe o documento ao processo. O momento em que tais documentos serão solicitados é variável:
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Documento/declaração Quem assina Quando anexar

Carta de Apresentação todos Submissão

Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsável Aprovação

transferência de Direitos Autorais todos Aprovação

A carta de Apresentação do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:
■ um parágrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuído substancialmente para a concepção e planejamento ou análise e interpretação 
dos dados; ter contribuído significativamente na elaboração do rascunho ou na revisão crítica do conteúdo; e ter participado da aprovação da versão final do 
manuscrito. Para maiores informações sobre critérios de autoria, consulte a página do ICMJE (http://www.icjme.org).
■ um parágrafo contendo a declaração de potenciais conflitos de interesses dos autores. 
■ um parágrafo contendo a declaração que o trabalho não foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periódico. todos os autores devem ler, assinar e 
enviar documento transferindo os direitos autorais. O artigo só será liberado para publicação quando esse documento estiver de posse da RIAl . 
 
4. Verificação dos itens exigidos na submissão:
1. nome e instituição de afiliação de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsável.
2. título do manuscrito, em português e inglês.
3. texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).
4. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglês.
5. Carta de Apresentação assinada por todos os autores.
6. nome da agência financiadora e número(s) do processo(s).
7. no caso de artigo baseado em tese/dissertação, indicar o nome da instituição/Programa, grau e o ano de defesa.
8. Referências normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citação no texto e numeradas, e se todas estão citadas no texto.
9. tabelas numeradas sequencialmente, com título e notas, e no máximo com 12 colunas, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).
10. figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolução mínima 300 dpi.

5. Revisão da redação científica: Para ser publicado, o manuscrito aprovado é submetido à revisão da redação científica, gramatical e de estilo. A RIAl 
se reserva o direito de introduzir alterações nos originais, visando a manutenção da homogeneidade e qualidade da publicação, respeitando, porém, o estilo e as 
opiniões dos autores. Inclusive a versão em inglês do artigo terá esta etapa de revisão.

6. Provas: Após sua aprovação pelos editores, o manuscrito será revisado quanto à redação científica. O autor responsável pela correspondência receberá 
as provas gráficas para revisão por correio eletrônico em formato pdf (portable document format). O prazo máximo para a revisão da prova é de dois dias. É 
importante cumprir os prazos de revisão para garantir a publicação no fascículo programado. Atrasos nesta fase poderão resultar em remanejamento do artigo 
para fascículos subsequentes.

7. Publicação e distribuição: Os artigos serão publicados em ordem cronológica de aprovação. As datas de recebimento e de aprovação do artigo constarão 
obrigatoriamente no mesmo.

É permitida a reprodução, no todo ou em parte, de artigos publicados na RIAl, desde que sejam indicados a origem e o nome do autor, de conformidade com a 
legislação sobre os direitos autorais.

A Revista do Instituto Adolfo lutz é distribuída gratuitamente a entidades governamentais, culturais ou em permuta de periódicos nacionais ou estrangeiros. 
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