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RESUMO 
o bisfenol A é um composto industrial produzido em larga escala em todo o mundo, sendo 
utilizado para produzir polímeros sintéticos, inclusive as resinas epóxi, que são empregadas no 
envernizamento interno e externo de latas de alimentos, e na produção de policarbonato com 
aplicações em mamadeiras e garrafões de água. outras aplicações menos significativas são a 
produção de policloreto de vinila (PVC), manufatura de papel térmico, poliuretano, poliamida 
e de produto para retardamento de chama, bem como na preparação de “selantes” e resinas 
dentárias. o bisfenol A é considerado como disruptor endócrino que interfere na produção, 
liberação, transporte, metabolismo, ligação ou eliminação dos hormônios naturais, responsáveis 
pela manutenção do equilíbrio e regulação dos processos de desenvolvimento. dentre as várias 
vias de exposição humana ao bisfenol A, a exposição alimentar é a mais preocupante por atingir 
potencialmente um maior número de pessoas, em diversas faixas etárias, e que pode ocorrer 
durante longos períodos em pequenas doses e sem serem detectadas. Na presente revisão foram 
abordadas as vias de exposição ao bisfenol A, sua toxicidade e as legislações quanto aos limites para 
garantir a saúde humana. 
Palavras-chave. bisfenol-A, disruptor endócrino, policarbonato, resinas epóxi, embalagens para 
alimentos. 

ABSTRACT 
Bisphenol A is an industrial compound produced in large scale around the world. This product 
is used for manufacturing the synthetic polymers, including epoxy resins, which are applied 
for varnishing the both internal and external parts of food cans, and also for producing the 
polycarbonate applied on baby bottles and bottles of water. other less significant applications are 
the production of polyvinyl chloride (PVC), to manufacture the thermal paper, polyurethane, 
polyamide, flame retardant, and to prepare the dental sealants and resins. Bisphenol A is considered 
as an endocrine disruptor that interferes with the production, release, transport, metabolism, 
binding or elimination of natural hormones responsible for maintaining balance and regulation of 
development processes. Among the various routes of human exposure to bisphenol A, the dietary 
exposure is especially worrisome as it potentially reaches higher number of persons in the different 
age groups, besides, it may occur during long periods in low doses and without being detected. This 
review aimed at addressing the routes of exposure to bisphenol A, its toxicity and the legislations 
concerning their limits to ensure the human health integrity.
Keywords. bisphenol A, endocrine disruptor, polycarbonate, epoxy resins, food packaging.
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INTRODUÇÃO

 A embalagem desempenha um papel 
fundamental na indústria alimentícia graças às suas 
múltiplas funções. Além de conter o produto, a 
embalagem é muito importante na sua conservação, 
mantendo qualidade e segurança, atuando como 
barreira contra fatores responsáveis pela deterioração 
química, física e microbiológica. À medida que os 
alimentos embalados passaram a ter uma maior 
importância na dieta de grande parte das populações, 
a ênfase dada aos problemas toxicológicos advindos 
da interação da embalagem com o alimento foi 
aumentada.  Existem embalagens de diferentes tipos 
de plástico, cada um com propriedades únicas e 
aplicação para contato com alimentos, por exemplo, 
policarbonato, polietileno de alta e baixa densidade, 
estireno, polipropileno, etc. Estes plásticos são 
fabricados a partir de vários polímeros e aditivos 
que são utilizados para melhorar a flexibilidade, cor, 
resistência, durabilidade, etc. Ambos, plásticos e 
aditivos podem migrar a partir da embalagem para o 
alimento ou bebida ao longo do tempo como resultado 
de um aumento na temperatura ou pressão mecânica. 
A migração para o alimento de componentes de 
plástico como monômeros, aditivos, corantes, tintas 
de impressão, vernizes, entre outros1, podem afetar 
as propriedades organolépticas dos alimentos e 
produzir efeitos prejudiciais à saúde, se não for 
devidamente controlada e se os níveis ultrapassarem 
os valores toxicológicos ou da legislação2.
 Muitos monômeros, plastificantes e aditivos 
são considerados disruptores endócrinos, que 
interferem na produção, liberação, transporte, 
metabolismo, ligação ou eliminação dos hormônios 
naturais, responsáveis pela manutenção do equilíbrio 
e regulação dos processos de desenvolvimento2. um 
destes produtos químicos é o bisfenol A (BPA). o 
BPA tem atividade estrogênica moderada e pode 
influenciar a reprodução. Alguns estudos indicam 
que ele tem um potencial de perturbar a ação 
hormonal da tiróide; proliferação de células de 
câncer de próstata em humanos e bloqueio da síntese 
de testosterona2.
 o bisfenol A foi primeiramente descrito 
pelo químico russo Alexander P. dianin em 1891. 
Este composto foi sintetizado pela primeira vez por 
Thomas zincke em 1905, a partir de fenol e acetona, 

na universidade de Marburg (Alemanha)3.
 Em 1938, dodds e seus colaboradores ao 
estudarem as propriedades biológicas de vários 
bisfenóis, detectaram as propriedades estrogênicas 
do bisfenol A. Nesse estudo concluíram que a 
capacidade estrogênica dos bisfenóis está relacionada 
com a presença de grupos oH em posição para. 
Em 1953, o dr. daniel fox da General Electric e o 
dr. Hermann Schnell da Bayer AG, descobriram a 
capacidade do bisfenol A formar ligações cruzadas 
na polimerização do plástico policarbonato, e assim 
em 1957 (nos EuA) e em 1958 (na Europa), deu-se 
início à produção industrial de bisfenol A para ser 
empregado no fabrico de plástico policarbonato4. 
 Mais tarde descobriu-se uma nova aplicação 
do bisfenol A no fabrico de resinas epóxi, usadas 
atualmente para revestir latas de conserva.

PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS

 o bisfenol A 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano  
é um composto orgânico com um peso molecular 
de 228,29 g/mol. À temperatura ambiente é uma 
substância sólida, branca, cristalina, com ponto 
de fusão de 156 °C e ponto de ebulição de 220   °C 
a 5 hPa5. 
 o BPA é constituído por dois anéis fenólicos 
ligados por uma ponte de metil, com dois grupos 
funcionais metil ligados à ponte. A presença de 
grupos hidroxilas no BPA determina a sua boa 
reatividade. de modo semelhante a outros fenóis, 
BPA pode ser convertido em éteres, ésteres e sais. 
Além disso, o BPA sofre substituição eletrofílica 
como nitração, sulfonação, ou alquilação5,6. 

PRODUÇÃO E APLICAÇÕES DO BISFENOL A

 A síntese do BPA é conseguida por 
condensação do fenol com acetona em meio ácido 
ou básico4,5, conforme figura 1.
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Figura 1. Síntese do bisfenol A



 o bisfenol A é um composto industrial 
produzido em larga escala em todo o mundo7,8. A 
demanda mundial de bisfenol A cresce entre 6 e 
10% por ano. 95% do seu uso é para a produção de 
polímeros sintéticos, incluindo resinas epóxi, que são 
aplicadas no envernizamento interno e externo de 
latas de alimentos, e na produção de policarbonato, 
resina com aplicações em mamadeiras e garrafões 
de água. outras aplicações menos significativas são 
a produção de policloreto de vinila (PVC), fabrico 
de papel térmico, poliuretano, poliamida, retardante 
de chama e na preparação de selantes e resinas 
dentárias7,9-13.

Policarbonato
 o policarbonato (PC) é um poliéster de 
cadeia linear (figura 2), obtido através de uma reação 
de transesterificação entre um composto aromático 
hidroxilado (bisfenol A) e carbonato de difenila 
ou cloreto de carbonila11. Este polímero possui as 
seguintes características: alta transparência, leve, 
resistência ao choque e a variações de temperatura 
desde -40 a 145 °C. Em virtude destas características o 
policarbonato é utilizado na fabricação de recipientes 
retornáveis e reutilizáveis destinados a entrar em 
contato com alimentos4. 

química da resina epoxídica14.
 As resinas epóxi são obtidas comercialmente 
a partir da reação entre o bisfenol A e a epicloridrina 
(1-cloro-2,3-epóxi-propano), que resulta no 
monômero conhecido como éter diglicídico do 
bisfenol A, também conhecido como BAdGE 
(figura 3)14,15.
 Muitos alimentos enlatados são esterilizados 
no processo de produção, aumentando a possibilidade 
de migração de BPA da lata para os alimentos. 
A presença de bisfenol A pode ocorrer também 
quando a reação de polimerização for incompleta. 
Por isto, as embalagens e recipientes confeccionados 
com materiais que contenham bisfenol A, em sua 
formulação devem ser avaliados quanto ao potencial 
de migração desse composto. o bisfenol A que é 
o material inicial para síntese de policarbonatos 
e resinas epóxis, tem sido detectado em latas de 
alimentos16.
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Figura 2. Estrutura do policarbonato

Resinas epóxi
 As principais resinas sintéticas utilizadas no 
envernizamento de latas metálicas pertencem aos 
grupos dos epóxis, fenólicos, existindo a possibilidade 
de combinação entre elas como é o epóxi-fenólico, 
considerado de uso praticamente universal no lado 
interno de latas para acondicionamento de carnes, 
pescados, vegetais, produtos de laticínios, bebidas, 
etc14. 
 As resinas epóxi-fenólicas reúnem 
praticamente todas as características necessárias aos 
vernizes para latas de alimentos, pela combinação das 
propriedades de flexibilidade, aderência e resistência 

Figura 3. Estrutura da resina epóxi

VIAS DE EXPOSIÇÃO AO BISFENOL A

 A exposição humana ao bisfenol A ocorre, 
sobretudo por via ocupacional, ambiental e 
alimentar5,6.  A exposição ocupacional ocorre, 
sobretudo em trabalhadores de indústrias de síntese 
de bisfenol A, síntese de PC e artigos de PC, resinas 
epóxi, PVC, papel térmico e tetrabromobisfenol A4. 
 A exposição ambiental resulta da 
contaminação atmosférica, aquática e dos solos 
com bisfenol A. Esta contaminação ambiental deve-
se especialmente à utilização industrial do bisfenol 
A e à reciclagem de papel térmico5,6. outra via de 
exposição resulta da utilização de um compósito à 
base de bisfenol A como selante nos tratamentos 
dentários, porque possui boas propriedades 
mecânicas, estabilidade química e tem capacidade 
para simular a cor natural do dente17.
 dentre as várias vias de exposição humana 
ao bisfenol A anteriormente referidas, a exposição 
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alimentar é a mais preocupante por atingir 
potencialmente um maior número de pessoas e 
porque, neste caso a exposição pode ocorrer durante 
longos períodos (possivelmente toda a vida) em 
pequenas doses e sem serem detectadas6,18,19.
 A exposição ao bisfenol A por via alimentar 
resulta da utilização de recipientes de plásticos 
policarbonatos para contato com os alimentos ou 
ainda da utilização de resinas epóxi no revestimento 
interior de conservas alimentares. Em ambos os 
casos, o bisfenol A é o monômero base para a síntese 
de materiais que entram em contato direto com os 
alimentos6.  
 Vários estudos demonstram a migração de 
bisfenol A a partir de recipientes de policarbonato20,21 

e de latas de conserva revestidas com resinas epóxi. 
Bisfenol A foi identificado em latas de vegetais, de 
fórmulas infantis, de bebidas, produtos de peixes e 
carnes22-24.
 o polímero de PC após síntese é 
extremamente estável, no entanto, estudos revelam 
que pode ocorrer hidrólise sob certas condições de 
temperatura e pH com conseqüente libertação de 
compostos químicos6,20,23,25.
 A descoberta de que o bisfenol A poderia 
migrar a partir de recipientes de PC foi feita 
acidentalmente quando se verificou que recipientes 
de PC quando autoclavados liberavam um composto 
com propriedades estrogênicas4,20. 
 um aumento dos valores de migração 
de BPA de até 55 vezes foi observado durante 
a exposição do policarbonato à temperatura 
de ebulição (100 ºC) comparado com água a 
temperatura ambiente (20 ºC)26.
 A ligação éster existente no policarbonato 
pode sofrer hidrólise27. Além da possível hidrólise 
do polímero pode também ocorrer migração de 
resíduos de bisfenol A resultantes da polimerização 
incompleta durante o fabrico do PC6,28. Em 
qualquer dos casos, tratando-se de recipientes de 
PC destinados a entrar em contato com alimentos 
pode ocorrer migração do bisfenol A para os 
alimentos4,29.
 A degradação de materiais plásticos aumenta 
progressivamente com a reutilização, influenciando 
as suas características. o PC reutilizado 15 vezes 
é menos hidrofóbico que o PC novo o que pode 
facilitar a migração de bisfenol A em recipientes de 

policarbonato usados4,30.
 uma potencial exposição alimentar ao 
BPA deve ser avaliada de acordo com diferentes 
padrões de consumo para bebês na faixa etária de 
0-6 meses. os bebês com idade entre 0-6 meses 
podem ser alimentados com fórmula líquida 
infantil, fórmula infantil em pó, leite materno ou 
misturas destes alimentos. Além disso, os alimentos 
podem ser fornecidos a partir de garrafas feitas de 
vidro, de metal ou de plástico, ou exclusivamente 
amamentados por lactantes31. Nessa faixa etária, 81 % 
da exposição à migração de BPA foi proveniente 
de mamadeiras de PC e 19 % para fórmula líquida 
infantil embaladas em recipientes de PC ou latas 
de metal com revestimentos epóxi. A migração de 
BPA de resina epóxi em contato com a fórmula de 
leite em pó contribuiu com aproximadamente 1 % 
da exposição31.
 A exposição média a BPA em bebês de 
0-6 meses amamentados exclusivamente por 
lactantes foi de 0,3 µg/kg de peso corporal por 
dia, e a exposição no percentil 95 foi de 1,3 µg/kg 
de peso corporal por dia. Para crianças com faixa 
etária de 6-36 meses em que os alimentos sólidos 
são introduzidos na dieta, a exposição ao BPA 
diminuiu31.
 Há uma escala de estimativas de exposição 
para crianças alimentadas com fórmula. 
Geralmente, a exposição é maior para bebês  
(0-6 meses) alimentados com fórmula líquida do 
que para as crianças alimentadas com leite em pó e 
mais alta para bebês alimentados com mamadeiras 
de policarbonato do que para crianças alimentadas 
com mamadeiras de outro material. A exposição 
máxima estimada ocorre em bebês de 0-6 meses 
de idade, que são alimentados com fórmula líquida 
em mamadeiras de policarbonato: 2,4 µg/kg de 
peso corporal por dia na média e 4,5 µg/kg de peso 
corporal por dia no percentil 9531.
 Para crianças com mais de 3 anos, a 
exposição máxima estimada não excedeu a 0,7 µg/kg 
de peso corporal por dia em média e no máximo de  
1,9 µg/kg de peso corporal por dia. Para os adultos, 
a exposição máxima estimada não excedeu a  
1,4 µg/kg de peso corporal por dia em média e no 
máximo de 4,2 µg/kg de peso corporal por dia31. 
 Com base nos dados disponíveis, a exposição 
ao BPA é geralmente menor a partir de fontes não 
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alimentares do que de fontes alimentares. Em outras 
palavras, o alimento é de longe o maior contribuinte 
da exposição global ao BPA para a maioria dos 
grupos populacionais31. 
 As resinas (vernizes) são empregadas nas 
embalagens metálicas com o objetivo principal de 
evitar o contato direto do metal com o produto 
alimentício, minimizando as reações de interação 
lata/alimento, tais como as reações de sulfuração e 
corrosão14.
 os requisitos específicos exigidos dos 
vernizes para contato com alimentos são a 
inércia química, a resistência à esterilização ou à 
pasteurização, para produtos termoprocessados, 
a resistência aos ácidos orgânicos e a sulfuração, 
no caso de acondicionamento de produtos que 
contenham enxofre14.
 Pesquisadores mostraram que as 
concentrações de BPA em latas aquecidas a 80 ºC 
foram de 1,6-16,7 vezes maior (6 vezes em média) 
que as latas não aquecidas e as latas aquecidas a  
100 ºC obtiveram concentrações de BPA de 1,7-55,4 
vezes maior (média de 18 vezes) que a concentração 
sem aquecimento, já a concentração de BPA em latas 
aquecidas a 100 ºC aumentou 6,1 vezes (3 vezes em 
média) em relação às aquecidas a 80 ºC5,32.
 Eles também provaram que havia uma 
associação entre a concentração de BPA liberado 
de resinas epóxi utilizadas em latas e a temperatura 
de pasteurização de alimentos enlatados. 
Concentrações baixas de BPA foram encontradas 
a partir de resinas epóxi de latas para alimentos 
que não foram pasteurizadas. observou-se que 
diminuindo a temperatura de tratamento térmico 
de 100 ºC para 80 ºC pode-se reduzir a concentração 
de BPA em até dois terços32.

TOXICIDADE DO BISFENOL A

 um estudo realizado em 1993 revelou que 
uma substância estrogênica se libertava de recipientes 
de policarbonato, essa substância foi posteriormente 
identificada como bisfenol A. Esta descoberta 
abriu as portas à polêmica sobre os possíveis 
efeitos da exposição humana ao bisfenol A4,20. 
 Provou-se que o BPA pode afetar os 
organismos animais e humanos por meio 
de interações com o estrogênio, androgênio, 

hidrocarboneto aromático e receptores ativados por 
proliferadores de peroxissomo; portanto, interfere 
na função não só do sistema endócrino, incluindo 
alterações na função de hormônios sexuais, 
insulina, leptina, adiponectina ou tiroxina, mas 
também afeta outros sistemas do corpo, incluindo 
os imunológicos ou nervosos5,33,34.
 Pesquisas têm mostrado o potencial do 
bisfenol A de interferir na atividade do hormônio 
tiroidiano, em induzir a proliferação de células 
de câncer de próstata e em impedir a síntese de 
testosterona quando presente em doses muito baixas 
(partes por trilhão)35.
 os resultados das investigações mostraram 
que o BPA exerce efeitos multidirecionais em 
organismos vivos porque interage com os receptores, 
gera RoS (espécies reativas de oxigênio), altera 
sinalização celular, provoca alterações mutagênicas 
e inibe a metilação do dNA. foi documentado 
efeito hepatotóxico36, mutagênico e carcinogênico 
de BPA em células eucarióticas (estudos in vitro) e 
animais (estudos in vivo); no entanto, não há provas 
suficientes se BPA nas concentrações normalmente 
determinadas no ambiente e/ou no organismo 
humano (sangue, urina) pode causar os efeitos acima 
mencionados em seres humanos. os resultados 
relativos aos efeitos neurotóxicos e teratogênicos 
de BPA são inconsistentes, portanto, não há forte 
evidência de que o BPA apresente ação em seres 
humanos5.
 Recentemente, os resultados de estudos 
epidemiológicos mostraram que a exposição da 
população em geral, ao BPA pode aumentar o 
risco de doença cardíaca coronária e distúrbios 
metabólicos incluindo diabetes e obesidade; no 
entanto, novas investigações devem ser realizados 
para confirmar os resultados5,37,38.

TOXICOCINÉTICA DO BISFENOL A

 A toxicocinética de BPA tem sido estudada 
em roedores, primatas não humanos, e humanos39-43. 
o BPA é rapidamente e extensamente absorvido 
após administração oral e é submetido a um rápido 
metabolismo de primeira passagem no intestino e 
fígado, sendo completamente absorvido a partir do 
trato gastrointestinal. BPA não é extensivamente 
metabolizado através de reações de fase I, mas é 



rapidamente conjugado com ácido glucurônico 
(metabolismo da fase II) para o não ativo BPA-
glucuronide na parede do intestino e fígado. 
Quantidades pequenas de BPA também podem 
reagir com sulfato para formar BPA-sulfato. A 
formação de conjugados de BPA é considerada um 
processo de desintoxicação e só as formas livres 
de BPA exibem atividade estrogênica19. os BPA 
conjugados, formados no fígado são transportados 
para o sangue em seres humanos para atingir o rim, 
sendo ainda excretados na urina, com semi-vidas 
terminais de menos de 6 h. Assim, a exposição 
de BPA pode ser estimada a partir dos níveis 
urinários41. BPA ingerido por inalação ou contato 
com a pele não sofre efeito de primeira passagem 
e, portanto, é eliminado em um ritmo mais lento. 
Estudos realizados em animais revelam que o 
bisfenol A após administração oral ou subcutânea 
atinge concentrações sanguíneas mais elevadas nos 
primatas que nos ratos44. o perfil de concentração 
versus tempo observado, após a administração oral 
de 100 µg de BPA/kg de peso corporal em macacos 
adultos foi muito semelhante aos realizados em 
voluntários humanos que receberam uma dose 
similar40.
 o bisfenol A apresenta uma extensa 
distribuição, tendo sido detectado em diversos 
órgãos (fígado, medula óssea, testículos, placenta, 
cordão umbilical e feto) e tem ainda a capacidade 
de atravessar a placenta e ser excretado no leite 
materno4,45.
 durante a gravidez, a forma conjugada do 
BPA circulará através da placenta, e será submetido 
a desconjugação, e subseqüentemente causará 
a exposição do feto dentro do útero. Isto pode 
também resultar na bioacumulação de uma parte de 
BPA após a exposição. de fato, evidências recentes 
sugerem que em baixas concentrações, o BPA tem 
afinidade lipofílica com gordura. Enquanto que, a 
maioria de BPA no plasma (cerca de 95 %) está ligado 
às proteínas séricas. Por outro lado, BPA parece ter 
uma afinidade desproporcionada em gordura, em 
comparação com outros tecidos tais como rins, 
músculo, e outros locais; “em gordura, a acumulação 
de BPA foi de cerca de três vezes mais elevada do 
que em outros tecidos”. Com indícios de potencial 
de bioacumulação, o BPA tem a possibilidade de 
exercer efeitos metabólicos contínuos46.

 uma indicação que, o BPA pode provocar 
bioacumulação em humanos decorre das 
comparações dos níveis estimados de exposição 
ao BPA, dos estudos farmacocinéticos disponíveis 
e dos níveis de BPA medidos em tecidos e fluidos 
humanos. Como exposições ao BPA são estimadas 
em 40 ng a 5 µg/kg de peso corporal dia, estudos 
sugerem que o BPA é rapidamente metabolizado e 
excretado do corpo indicando que o BPA pode ser 
indetectável em amostras humanas. No entanto, BPA 
é detectado na faixa de nanogramas por mililitro 
em amostras de sangue e tecidos. Estes resultados 
sugerem que: a ingestão de BPA é superior à estimada; 
ou o metabolismo do BPA após exposição crônica a 
baixo nível (40 ng a 5 µg/kg de peso corporal dia) 
não segue nenhum modelo metabólico atual; e/ou 
BPA bioacumula no corpo. Assim, as sugestões de 
que o BPA é rapidamente metabolizado e eliminado 
do corpo não considera o fato de que o BPA não 
conjugado tenha sido repetidamente detectado 
em fluidos e tecidos humanos. Quando métodos 
sensíveis são utilizados, o BPA não conjugado 
é detectado na maioria dos tecidos humanos, 
incluindo a unidade feto-placentária47.
 Verificou-se que a biotransformação (oxidação) 
de BPA pelo citocromo P450 monooxigenases em 
mamíferos associada com a formação de metabólitos 
reativos de BPA, geralmente aumenta a sua toxicidade e 
estrogenicidade. Por outro lado, a maioria dos metabólitos 
de BPA formados durante as transformações das plantas 
e microrganismos (bactérias, fungos, algas) apresentam 
menor toxicidade e estrogenicidade, e, assim, alguns 
micro-organismos são considerados úteis na remoção de 
BPA do ambiente poluído5. 

LEGISLAÇÃO

 Para garantir a saúde humana, a união 
Européia estabeleceu limites para muitos compostos 
utilizados em materiais de embalagens e estabeleceu 
também regulamentos que especificam os ensaios de 
migração, utilizando simulantes de alimentos para 
determinar a sua provável migração em alimentos2.
 Para bisfenol A, foi levantada a hipótese 
de que sua presença em baixas concentrações no 
organismo humano pode causar efeitos adversos 
à saúde em virtude, principalmente, de alterações 
hormonais48.  
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 desde a origem desta hipótese, vários 
trabalhos científicos relatam que baixas 
concentrações de bisfenol A, durante o 
desenvolvimento do corpo humano, podem 
provocar proliferação de células de câncer no 
cérebro, na próstata e nas glândulas mamárias, 
tem potencial para perturbar a ação hormonal da 
tiroide, provocar puberdade precoce, bloquear 
a síntese de testosterona e aumentar o risco de 
infertilidade2,5,33,34,42. Recentes trabalhos questionam 
esta hipótese e relatam que poucos estudos foram 
realizados na faixa de exposição humana ao BPA49. 
Por diversas razões, incluindo considerações éticas 
e dificuldades na identificação de indivíduos não 
expostos ao BPA do ambiente, muitos estudos têm 
adotado a questão do metabolismo do BPA em 
animais, particularmente roedores12. 
 Em 2006, a European food Safety Authority 
- EfSA, definiu o tolerable daily Intake (tdI) de 
BPA em 0,05 mg BPA/kg de peso corporal (pc)/dia.  
Esta tdI tem por base o nível sem efeitos nocivos de 
5 mg/kg de peso corporal por dia decorrente de um 
estudo multigeracional de toxicidade reprodutiva 
em ratos, e a aplicação de um fator de incerteza 
de 100, que é considerado seguro com base em 
toda a informação sobre a toxicocinética do BPA. 
A EfSA, no seu parecer concluiu que lactentes de  
3 e 6 meses alimentados com recurso de mamadeiras 
de policarbonato apresentam a exposição mais 
elevada ao BPA, embora se encontre ainda abaixo 
da tdI. foi considerado que para este grupo de 
lactentes, o nível de exposição ao BPA diminui 
quando é eliminada progressivamente a alimentação 
através de mamadeiras de policarbonato e outras 
fontes nutritivas se tornam dominantes50.
 Em 2008, o Canadá proibiu o uso de 
policarbonatos na confecção de mamadeiras e 
estabeleceu limites estritos para BPA em latas de 
produtos infantis. Na dinamarca, em 2010, foi 
banido o uso de BPA em materiais para contato 
com alimentos destinados a crianças de 0 a 3 anos. 
Na frança, o governo proibiu temporariamente o 
fabrico, a importação, a exportação e a colocação no 
mercado de mamadeiras que contenham BPA7,50.
 Em julho de 2010, o Comitê sobre 
Materiais para Contato com Alimentos, Enzimas, 
flavorizantes e Auxiliares de Processamento (Panel 
on food Contact Materials, Enzymes, flavourings 

and Processing Aids (CEf)) da EfSA, considerou 
que a tdI de 0,05 mg de bisfenol A/kg de peso 
corporal por dia pode ser mantida e sugeriram 
que no momento esta permanecesse como tdI 
temporária13.
 Em 2011, a Comissão Européia, publicou o 
Regulamento (Eu) nº 10/2011, de 14 de janeiro de 2011, 
da união Européia, que autoriza o uso de bisfenol A, 
em embalagens plásticas destinadas a entrar em contato 
com alimentos, com o limite de migração específica 
(lME) de 0,6 mg de bisfenol A/kg de alimento, não 
fazendo restrição de uso ao tipo de material plástico 
utilizado na fabricação da embalagem. Posteriormente, 
publicou a diretiva nº 8, de 28 de janeiro de 2011, onde 
o lME de bisfenol A permaneceu o mesmo, mas o uso 
do material plástico policarbonato foi proibido para a 
fabricação de mamadeiras destinadas a lactentes. Além 
disso, foi publicado o Regulamento (Eu) nº 321/2011, 
que altera o Regulamento (Eu) nº 10/2011, no que diz 
respeito à restrição de uso do bisfenol A e a proibição do 
policarbonato na fabricação de mamadeiras destinadas a 
lactentes50-52. 

Autoridades Sanitárias mundiais avaliam os 
riscos do uso de bisfenol A em relação à saúde 
 A Autoridade Européia de Segurança 
Alimentar (EfSA - European food Safe Authority), a 
Agência de Alimentos e Medicamentos dos Estados 
unidos (fdA-u.S. food and drug Administration), 
o Ministério Japonês de Saúde, trabalho e Bem-
Estar (Ministry of Health, labour and Welfare) e 
Ministério da Saúde do Canadá (Health Canada), 
confirmaram a segurança das aplicações de bisfenol 
A em artigos destinados a entrar em contato com 
alimentos11.
 Provisoriamente, a fdA está tomando 
medidas para reduzir a exposição humana ao 
bisfenol A na alimentação. Estes passos incluem: 
apoiar as ações das indústrias para eliminar o uso 
de bisfenol A na produção de mamadeiras e copos 
disponíveis no mercado americano, destinados à 
alimentação infantil. Incentivar o desenvolvimento 
de alternativas ao bisfenol A para os revestimentos 
de latas de fórmula infantil e apoiar os esforços para 
substituir ou minimizar os níveis de bisfenol A, 
apoiar uma mudança na estrutura da legislação para 
monitorar o bisfenol A e apoiar as recomendações do 
departamento de Saúde e Serviços Humanos para a 
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alimentação infantil e preparação de alimentos para 
reduzir a exposição ao bisfenol A53,54. 
 No Brasil, a Resolução RdC nº 17/2008, de 
17 de março de 2008 da ANVISA, correspondente à 
Resolução GMC do Mercosul nº 32/2007, estabelece 
o lME de 0,6 mg de bisfenol A/kg de alimento 
ou simulante. E a Resolução RdC nº 41, de 16 de 
setembro de 2011 da ANVISA, proíbe a fabricação 
e importação de mamadeiras para alimentação de 
lactentes que contenham a substância bisfenol A 
na sua composição. A Resolução RdC nº 56/2012,  
de 16 de novembro de 2012 da ANVISA, 
correspondente a Resolução GMC do Mercosul  
nº 02/2012, de 19 de abril de 2012, mantém o 
lME de 0,6 mg de bisfenol A/kg de alimento e não 
autoriza o uso de bisfenol A em polímeros utilizados 
na fabricação de mamadeiras e artigos similares 
destinados a alimentação de lactantes55-59. 

CONCLUSÃO

 Estudos com bisfenol A tem sido 
desenvolvidos, buscando avaliar seus efeitos 
adversos à saúde humana, isto envolve a sua 
utilização nas embalagens e recipientes para 
alimentos, as vias de exposição e toxicidade, 
para o estabelecimento de limites de migração 
específica e índices de tolerância diários mais reais, 
minimizando as incertezas quanto à exposição de 
animais e humanos ao bisfenol A e seus derivados. 
 No Brasil, a proibição do uso de bisfenol A em 
polímeros utilizados na fabricação de mamadeiras 
e artigos similares, diminuiu a exposição alimentar 
ao BPA, em lactentes. Novos esforços por parte 
dos fabricantes de embalagens plásticas devem ser 
incentivados, para o desenvolvimento de tecnologias 
na substituição ao uso de BPA na produção de 
recipientes reutilizáveis destinados à alimentação 
infantil.
 Pesquisas indicam que a migração de BPA 
para os alimentos e a exposição por via alimentar, 
aumenta progressivamente com a reutilização 
contínua do recipiente plástico de policarbonato. 
foi constatado também um aumento na migração 
de bisfenol A, através de processos térmicos 
de aquecimento dos alimentos diretamente 
no recipiente plástico de policarbonato ou na 
embalagem metálica revestida internamente com 

resina epóxi. Ao mesmo tempo, autoridades de 
segurança alimentar de vários países confirmam 
que o nível de contaminação diária por bisfenol 
A está abaixo do tdI de 0,05 mg de bisfenol A/kg  
de peso corporal por dia.  
 Novos e contínuos estudos sobre a 
exposição humana nas diversas faixas etárias 
devem ser realizados para avaliar o potencial de: 
bioacumulação; os efeitos da exposição crônica ao 
BPA; a possibilidade de exercer efeitos metabólicos 
e hormonais. os resultados destes estudos 
contribuirão quanto ao estabelecimento de medidas 
para gerenciamento do risco, envolvendo restrições 
ou proibição do uso, limites de exposição diária e a 
informação correta para a população. 
 de acordo com os esclarecimentos 
anteriores podemos concluir que a presente revisão 
tem a finalidade de abranger várias informações 
sobre BPA, fórmula molecular, características e 
aplicações, além da atualização de tópicos sobre vias 
de exposição, toxicidade e legislações quanto aos 
limites aplicados para segurança da saúde humana, 
demonstrando a importância na continuidade das 
pesquisas sobre este tema, assim contribuindo 
para o fornecimento de alimentos mais seguros à 
população. 
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RESUMO 
o leite é considerado um alimento essencial à dieta humana, principalmente para crianças, 
tornando-se imprescindível a garantia da qualidade deste produto, como o controle do teor de sódio. 
o alto consumo de sódio pode comprometer a saúde da população e estar associado com doenças 
Crônicas Não transmissíveis. Este estudo visou à determinação de sódio em leites consumidos no 
Brasil: pasteurizado integral, pasteurizado com 3 % de gordura, uHt e em pó, utilizando-se a técnica 
de espectrometria de emissão atômica com plasma de argônio acoplado indutivamente. foram 
detectados teores médios de sódio superiores para o leite uHt; e foi observada variabilidade entre 
os teores mínimos e máximos para todos os tipos de leite. Ainda, 37 % das amostras apresentaram 
teores de sódio superiores àqueles declarados na rotulagem, exceto o leite pasteurizado integral. os 
teores de sódio foram condizentes com as tabelas de composição de alimentos, exceto quanto ao 
valor máximo de sódio no leite pasteurizado com 3 % de gordura. Este estudo mostrou a importância 
da implementação de programas de monitoramento de sódio nestes produtos, assim como para 
recomendar às autoridades competentes o estabelecimento em dispositivo legal referente aos valores 
limites de sódio, com vistas à promoção da Saúde Pública.
Palavras-chave. sódio, leite, espectrometria de emissão atômica com plasma de argônio acoplado 
indutivamente (ICP oES), Saúde Pública.

ABSTRACT 
Milk is considered an essential food to the human diet, especially for children; thus, it is crucial to 
guarantee the product quality, as the sodium contents control. High sodium consumption may afflict 
the health of population and it may be associated with Chronic Non communicable diseases. This 
study aimed at determining the sodium contents in milks consumed in Brazil: whole pasteurized 
milk, pasteurized with 3 % fat, uHt and powdered milks, by using inductively coupled plasma optical 
atomic emission spectroscopy technique. The detected averages of sodium contents were higher for 
uHt milk, and a high variability between minimum and maximum contents was found for all types 
of milk. furthermore, 37 % of analyzed samples showed sodium contents higher than those declared 
on the label, except the whole pasteurized milk. The sodium contents were consistent with the food 
composition tables, except for the sodium maximum value found in pasteurized milk containing 3 % 
fat. This study showed the importance of implementing the sodium monitoring programs for these 
products, and to recommend the establishment of a legal provision concerning the limits of sodium 
contents to the competent authorities, in view of promoting Public Health.
Keywords. sodium, milk, inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP oES), 
Public Health.
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INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, transformações sociais, 
como a expansão demográfica e a industrialização, 
vêm afetando a população, incluindo mudanças 
no seu padrão de saúde e de hábito alimentar, 
com maior consumo de alimentos processados, 
resultando em um novo cenário de problemas 
relacionados à alimentação, nutrição e saúde1. 
Atualmente, o avanço da tecnologia vem oferecendo 
ao mercado consumidor grande variedade de 
alimentos industrializados com alto grau de 
processamento, com características de uso excessivo 
de açúcar, sódio e gorduras, gerando alimentos com 
elevada densidade energética2-4. Assim, uma dieta 
inadequada destes tipos de alimentos pode estar 
associada com doenças Crônicas Não transmissíveis 
(dCNt) como hipertensão arterial, enfermidades 
cardiovasculares, diabetes e obesidade1-4. de acordo 
com o Ministério da Saúde e seguindo a tendência 
mundial, no Brasil as dCNt são a causa de 72 % das 
mortes e de 75 % dos gastos com atenção à saúde no 
Sistema Único de Saúde (SuS)5.

Pesquisas nacionais revelam que a 
alimentação da população brasileira, em todas as 
faixas etárias, vem apresentando maior participação 
de produtos altamente processados e menor 
proporção de alimentos saudáveis como cereais, 
leguminosas, frutas, hortaliças, leite e derivados, 
acarretando deficiências em nutrientes e vitaminas. 
Estes estudos demonstram ainda que estas carências 
da população podem ser corrigidas melhorando a 
qualidade da alimentação com a inserção de maior 
proporção de alimentos saudáveis nas refeições, 
reduzindo, assim, a participação de produtos 
processados3,6,7.

dentro do contexto de promoção da 
alimentação saudável, o leite é um alimento 
essencial à dieta humana, principalmente para 
crianças em seus primeiros anos de vida, sendo 
considerado como uma das fontes de nutrientes 
fundamentais para o desenvolvimento e crescimento 
na infância8-9. A organização Mundial da Saúde 
(oMS), recomenda que todas as crianças devem ser 
amamentadas exclusivamente nos primeiros seis 
meses de vida, mas esta prática é considerada baixa, 
correspondendo a 38 %10. No Brasil, o Ministério 
da Saúde (MS)11, adota as recomendações da oMS, 

onde o aleitamento materno deve ser a primeira 
prática alimentar dos indivíduos para garantir a 
saúde e o desenvolvimento adequado das crianças. 
Em casos excepcionais, o leite de vaca é utilizado 
como alternativa de baixo custo em substituição 
ao leite materno, além do uso de suplementos 
comerciais como fórmulas infantis à base de leite12-15.
 Segundo dados de Projeções do Agronegócio 
no Brasil, do Ministério da Agricultura, Pecuária 
e Abastecimento (MAPA), o consumo de leite 
apresenta possibilidades de crescimento no país, a 
uma taxa anual de 1,9 % até 202316. Ainda, de acordo 
com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 
(IBGE), o consumo de leite no país em 2013 foi de 
23,6 bilhões de litros, indicando aumento de 5,4 % 
sobre o volume registrado em 201217.

desta forma, considerando o consumo 
de leite e seus derivados no país e a perspectiva 
de ampliação do mercado interno, torna-se 
imprescindível à garantia da confiabilidade dos 
parâmetros de identidade e qualidade do produto 
ofertado à população, bem como daqueles 
indicativos de contaminação. dentre os fatores que 
influenciam a conformidade do padrão do leite 
consumido no Brasil, o sódio é utilizado como um 
índice de qualidade. A presença deste nutriente 
em níveis acima do valor declarado na informação 
nutricional do produto pode indicar a ocorrência 
de fraude como, por exemplo, adição de hidróxido 
de sódio no ajuste do pH durante o processamento 
do produto18-19.

Além disso, dietas inadequadas com ingestão 
de grande quantidade de sódio são fatores de risco à 
saúde da população, e que podem estar associadas 
com dCNt como, hipertensão arterial em adultos e 
crianças, enfermidades cardiovasculares, acidentes 
cerebrovasculares, diabetes e obesidade2-4,20-22. A 
oMS preconiza a redução de ingestão de sódio, 
recomendando o consumo diário máximo de dois 
gramas para adultos, baseada em evidências relativas 
entre o consumo do nutriente e as dCNt23. Para 
crianças este nível deve ser diminuído tomando-se 
como base suas necessidades energéticas em relação 
aos adultos5.

o Brasil acompanha o cenário mundial 
apresentando altos índices de dCNt, sendo que uma 
das causas pode estar associada ao alto consumo 
de sódio devido à má alimentação da população24. 
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Segundo estudo realizado por Sarno et al25, o 
consumo diário de sódio em domicílios brasileiros 
mantém-se em níveis duas vezes superiores ao 
limite recomendado, de modo que diminuir o 
consumo desse mineral na população infantil e 
adulta no país pode reduzir os fatores de riscos de 
diversas enfermidades. Ainda, Araujo et al3 descreve 
ingestão inadequada e excessiva de sódio de 89 % 
entre os homens e 70 %  entre as mulheres.

diante o exposto, o presente estudo tem 
como objetivo a determinação do teor de sódio 
em diferentes tipos de leites consumidos no Brasil, 
visando subsidiar as autoridades competentes 
no estabelecimento de valor limite de sódio, de 
fundamentar o controle e a fiscalização, bem 
como recomendar a implementação de programas 
de monitoramento no país, favorecendo hábitos 
alimentares mais saudáveis para a população, 
possibilitando a redução e o controle das taxas das 
dCNt no Brasil, com vistas à promoção da Saúde 
Pública.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
Para as avaliações dos teores de sódio foram 

analisadas 540 amostras de leites consumidos no 
Brasil, de 90 marcas distintas, coletadas em 18 
estados do país (409 amostras da região sudeste, 36 
amostras da região central, 45 amostras da região 
nordeste, 14 amostras da região norte e 36 amostras 
da região sul), encaminhadas pelo sistema de 
Vigilância Sanitária para análise no Instituto Adolfo 
lutz; e distribuídas em: 10 amostras de leite tipo 
pasteurizado integral, 75 amostras de leite em pó, 
127 amostras de leite tipo uHt e 328 amostras de 
leite pasteurizado com 3 % de gordura. As amostras 
foram colhidas e analisadas dentro do prazo de 
validade dos produtos.

Método analítico
As amostras de leite em pó e de leite 

fluido (pasteurizado integral, uHt e pasteurizado 
integral com 3 % de gordura) foram previamente 
homogeneizadas, não sendo submetidas a qualquer 
pré-tratamento. As tomadas de ensaio consistiram 
de 1,2 g para o leite em pó ou de 2,5 ml para o leite 
fluido, feitas diretamente em frasco erlenmeyer de 

125 ml. A seguir, adicionou-se 2,5 ml de ácido 
clorídrico concentrado, grau analítico (Merck). 
A digestão das amostras foi efetuada sobre chapa 
elétrica ajustada na faixa de temperatura entre 100-
120 ºC, por duas horas. As soluções digeridas foram 
filtradas em papel de filtro quantitativo, recolhidas 
em balões volumétricos de 25 ml e o volume foi 
completado quantitativamente com água ultrapura 
(Millipore). dois brancos do reagente foram 
preparados para cada lote de ensaio.

A curva de calibração foi preparada pela 
diluição de uma solução padrão de sódio com 
concentração de 10.000 mg/l (SPEX CertiPrep), em 
solução de ácido clorídrico, grau analítico (Merck), 
a 10 % (v/v), para as concentrações de 2,5 – 10,0 – 
25,0 – 50,0 – 100,0 mg/l.

os teores de sódio nas amostras foram 
determinados em um Espectrômetro de Emissão 
Atômica com Plasma de Argônio Indutivamente 
Acoplado (ICP oES), utilizando um equipamento 
modelo 3000dV, marca Perkin Elmer. As condições 
instrumentais de operação do equipamento são 
listadas na tabela 1. o resultado para cada amostra 
foi obtido pela média da análise de três replicatas 
independentes.

Tabela 1. Parâmetros instrumentais  e operação do  
ICP oES

Nebulizador Cross flow
Câmara de nebulização tipo Scott
Potência de rádio-frequência (W) 1350
fluxo de nebulização (l/min) 0,85
fluxo de plasma (l/min) 15
fluxo de amostra (ml/min) 1,5
fluxo auxiliar (l/min) 0,5

Validação do método analítico
o método analítico foi validado  

empregando-se dois Materiais de Referência 
Certificados (MRC) distintos, obtidos do produtor 
National Institute of Standards and Technology 
(NISt): RM 8435 Whole Milk Powder e SRM 1549 
Non fat Milk Powder. Para verificar a exatidão 
(recuperação) e a precisão do método (coeficiente 
de variação, CV %), foram preparadas e analisadas 
seis amostras independentes para cada MRC.  



Buzzo Ml, Carvalho MfH, Arakaki EEK, Matsuzaki R, oliveira CC, Kira CS. teores de sódio em leites industrializados consumidos no Brasil 
Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2015;74(1):12-20.

15

Com relação às determinações dos valores de limite 
de detecção (ld) e de limite de quantificação (lQ), 
foram realizadas dez preparações independentes do 
primeiro ponto da curva analítica, com concentração 
de 2,5 mg/l.

os valores de limite de detecção e de 
quantificação foram calculados como três e dez 
vezes o desvio padrão da média dos resultados das 
concentrações obtidas para o primeiro ponto da 
curva analítica, respectivamente. os parâmetros 
de exatidão e precisão foram expressos como 
porcentagem de recuperação e coeficiente de 
variação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Validação do método analítico
A tabela 2 apresenta os resultados obtidos 

para a validação do método analítico para os 
parâmetros de exatidão, precisão, limite de detecção 
e limite de quantificação. A análise dos parâmetros 
de validação do método indicou que os resultados 
obtidos são adequados para a determinação de sódio 
nos diferentes tipos de leite e foram concordantes 
com os valores de referência certificados. Assim, o 
preparo das amostras utilizando a hidrólise ácida 
aliada ao emprego da técnica de Espectrometria 
de Emissão Atômica com Plasma de Argônio 
Indutivamente Acoplado mostrou ser um 
procedimento rápido, exato e preciso, permitindo 
o processamento simultâneo de um número 
relativamente grande de amostras.

Avaliação dos teores de sódio nos produtos leite 
fluido e leite em pó

Para a determinação dos teores de sódio em 
diferentes tipos de leite consumidos pela população 
brasileira, foram avaliados estatisticamente os 
dados obtidos e observou-se que os valores 
médios encontrados não foram estatisticamente 
equivalentes entre si (p < 0,05), de acordo com 
a análise de variância - ANoVA fator único.  
As variâncias foram consideradas homogêneas 
pelo teste de levene (p > 0,05) e os dados seguem 
uma distribuição aproximadamente normal, com 
outliers. Ainda, segundo o teste de tukey, ao nível 
de 5 % de significância, não se rejeita a hipótese de 
igualdade entre as médias para os tipos de leites em 
pó e pasteurizado integral (p > 0,05).

Para a avaliação dos resultados, é  
apresentada na tabela 3 a análise descritiva dos 
teores de sódio obtidos nos diferentes tipos de leites 
consumidos no Brasil, a qual se verificou que o leite 
tipo uHt apresentou maior valor médio para o teor 
de sódio, seguido pelo leite pasteurizado com 3 % de 
gordura, leite em pó e leite pasteurizado integral.

A análise dos teores médios de sódio 
obtidos no presente estudo pode ser considerada 
concordante com a legislação nacional no que 
tange à permissão de utilização de aditivos na 
produção de leite para consumo, pois para os leites 
dos tipos pasteurizado integral e pasteurizado com 
3 % de gordura26 não é permitida a utilização de 
aditivos e coadjuvantes de tecnologia/elaboração.  
Para o leite em pó, a legislação aceita como aditivo 

Tabela 2. Parâmetros de validação do método analítico para determinação de sódio em leite: limite de detecção, limite 
de quantificação, exatidão e precisão

Material de Referência 
Certificado

Valor Certificado
mg/kg

Exatidão
(% Recuperação)

mg/kg

Precisão (CV %)
mg/kg

LD
mg/L

LQ
mg/L

NISt 8435 3560 ± 400 3670
(103,1 %) 98 (2,7 %)

0,18 0,61
NISt 1549 4970 ± 100 5139

(103,4 %) 232 (4,5 %)

LD: limite de detecção; LQ: limite de quantificação; CV: coeficiente de variação, expresso em porcentagem
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e coadjuvante de tecnologia/elaboração unicamente 
a lecitina como emulsionante para a elaboração de 
leites instantâneos, e como antiumectante, para a 
utilização restrita ao leite em pó27. Já para o leite 
tipo uHt, a legislação permite o emprego de sais 
de sódio (citrato de sódio; monofosfato, difosfato e 
trisfosfato de sódio) como aditivos e coadjuvantes 
de tecnologia/elaboração, separados ou em 
combinação, em quantidade não superior a 0,1 g/100 
ml expressos em P2o5

28. Assim, como somente 
para o leite tipo uHt é permitida a utilização de 
sais à base de sódio, torna-se coerente o valor médio 
superior de sódio obtido quando comparado aos 
demais tipos de leite analisados (tabela 3).

o estudo demonstrou grande variabilidade 
dos resultados obtidos entre os teores mínimo e 
máximo de sódio nos diferentes tipos de leite (tabela 
3), nas faixas de 21 % para o leite pasteurizado 
integral, 289 % para o leite tipo uHt, 133 % para 
o leite em pó e 170 % para o leite pasteurizado com 
3 % de gordura. devido à escassez de resultados 
analíticos na literatura, não foi possível a comparação 
de teores de sódio nestes tipos de produtos. Ainda, 
esta variabilidade aponta para a falta de controle 
de qualidade para o parâmetro sódio em leites 
comercializados no país. Este fato evidencia a 
importância da apresentação dos dados obtidos, 
visando à promoção da Saúde Pública no país.

A análise da tabela 3 apontou também 
para a variação ocorrida quando da avaliação entre 
os valores declarados de sódio na rotulagem dos 
produtos e os resultados analíticos obtidos. Assim, 

do total de 540 amostras analisadas, verificou-se 
que 202 amostras (37 %) apresentaram teor de sódio 
acima dos valores declarados nos rótulos pelos 
produtores, distribuídas em: 12 % para o leite em 
pó, 37 % para o leite tipo uHt e 44 % para o leite 
pasteurizado integral com 3 % de gordura. Somente 
para o leite pasteurizado integral os valores obtidos 
foram concordantes com aqueles declarados em 
rotulagem. Buzzo et al18 avaliaram os teores de sódio 
em leites comercializados no município de São 
Paulo, e indicaram que a maioria das amostras de 
leite tipo uHt e de leite pasteurizado estavam em 
desacordo com a informação nutricional declarada 
no rótulo, bem como com dados publicados nas 
tabelas de composição de alimentos, evidenciando 
resultados semelhantes encontrados no presente 
estudo.

Por outro lado, a comparação realizada 
entre os valores de sódio mínimo e máximo obtidos 
com aqueles prescritos em tabelas de composição 
de alimentos nacionais e internacionais (tabela 4), 
mostrou que os teores são compatíveis para os leites 
dos tipos: integral pasteurizado, uHt e em pó. A 
análise indica que, no caso do leite pasteurizado com 
3 % de gordura, o valor máximo de sódio obtido é 
muito superior aos demais informados nas tabelas 
de composição de alimentos, salientando que não 
é permitida a utilização de aditivos e coadjuvantes 
de tecnologia/elaboração para este tipo de leite26. 
Este fato aponta mais uma vez para a carência de 
controle de qualidade para o parâmetro sódio em 
leites consumidos pela população.

Tabela 3. Análise descritiva dos teores de sódio obtidos nos diferentes tipos de leite analisados e consumidos  
no Brasil

Tipo de leite N
Média ± DP Mediana Valor mínimo Valor máximo

mg/200mL*

Pó 75 87 ± 16 86 63 147

uHt 127 109 ± 21 109 44 171

Pasteurizado integral 10 74 ± 5 76 67 81

Pasteurizado com 3% de 
gordura 328 99 ± 21 94 44 186

N: número de amostras analisadas; DP: desvio padrão; *: unidade equivalente para consumo de um copo (200 ml)
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No Reino unido, Mhurchu et al37 estimaram 
o teor de sódio de grande número de alimentos 
processados, distribuídos em mais de 44.000 
produtos, e concluíram que, além do sal de mesa, 
mais de 37 % do sódio consumido pela população 
encontra-se presente em cinco categorias: bacon, 
pão, leite, queijo e molhos. Assim, o valor médio 
de sódio em leite obtido pelos pesquisadores de  
64 mg/100 g é compatível com aqueles encontrados 
no presente estudo. Na Itália, Manzi et al38 
analisaram o conteúdo de sódio em diferentes tipos 
de leite (integral, uHt semidesnatado, pasteurizado 
e microfiltrado), e encontraram valores mínimo e 
máximo na faixa entre 36,4 e 51,9 mg/100 g. Valores 
semelhantes foram encontrados no presente estudo, 
considerando os teores mínimos de sódio para os 
leites uHt, e pasteurizado com 3 % de gordura, 
bem como para os teores mínino e máximo de sódio 
no caso do leite pasteurizado integral. Com relação 
ao teor de sódio máximo para os demais tipos de 
leite, os valores ultrapassaram àquele descrito pelos 
autores (tabela 4).

Atualmente, a oMS preconiza um consumo 
máximo diário de dois gramas de sódio para 
adultos, sendo ainda recomendada a redução 
desta ingestão. Ainda, segundo a oMS, no caso de 
crianças, a ingestão de sódio deve ser diminuída, 
tomando-se como base suas necessidades 
energéticas em relação aos adultos23. Países como 
Canadá39 e Austrália40 adotam valores restritivos 

para ingestão diária de sódio por crianças de  
7 a 12 meses, recomendando o consumo máximo 
de 370 e 120 mg, respectivamente. Assim, 
considerando o valor máximo de sódio obtido neste 
estudo, para o leite pasteurizado com 3 % de gordura  
(186 mg/200 ml), observa-se que o consumo de 
um copo (200 ml) por uma criança de 7 a 12 meses 
já ultrapassaria a ingestão diária recomendada 
pelo organismo de saúde da Austrália. Portanto, 
esta ingestão de sódio deve ser considerada no 
Brasil, visto que o leite de vaca e os suplementos 
comerciais com fórmulas infantis à base de leite12-15  
são utilizados como alternativa em substituição ao 
leite materno.

desta forma, com base no exposto,  
os resultados revelam a importância da 
implementação e manutenção de programas de 
monitoramento de alimentos no país, fornecendo 
uma ferramenta para auxiliar as indústrias 
produtoras a se adequarem no controle dos teores de 
sódio nos produtos industrializados. Atualmente, 
o Brasil apresenta altos índices de dCNt24, sendo 
que uma das causas pode estar associada ao alto 
consumo de sódio da população3. Além disso, o 
presente estudo visa recomendar às autoridades 
competentes o estabelecimento em dispositivo 
legal de valores restritivos de sódio nestes tipos de 
leites, visando garantir e oferecer alimentos mais 
saudáveis à população, com vistas à promoção da 
Saúde Pública.

Tabela 4. teores de sódio em leite de vaca de tabelas de composição de alimentos e valores mínimos e máximos obtidos  
no presente estudo (lab)

Tipo de 
leite

Sódio (mg/100 g)

TACO29 IBGE30 UNIFESP31 INSA32 Souci33 Philippi34 Pacheco35 Bowes36 Lab

Pó 323 – 432 320 – 549 – 345 – 524 – 365 – 470 400 – 657 372 241,9 – 544,7

uHt 51 – – 41 – 43 48 62,5 – 105 38,8 – 69,4 – 21,3 – 82,9

Past. 
integral 64 40 – 44 – – 48 45 40 – 98,2 41 – 44 32,5 – 39,3

Past. 3 % 
gordura – – 43 – 49 43 45 – 43,6 – 53,3 40,2 33,5 – 90,2
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CONCLUSÃO

de forma geral, a avaliação de sódio em 
diferentes tipos de leite consumidos pela população 
brasileira (pasteurizado integral, pasteurizado com 
3 % de gordura, uHt e em pó), demonstrou que: 
o leite uHt apresentou teor de sódio superior aos 
demais; houve variabilidade entre os teores mínimo 
e máximo para todos os tipos de leite; e 37 % das 
amostras apresentaram teores de sódio superiores 
àqueles declarados na rotulagem, exceto para o 
leite pasteurizado integral.

Portanto, os resultados obtidos revelam a 
importância do estabelecimento de política em 
dispositivo legal para valores limites de sódio nos 
processamentos destes tipos de leite, bem como 
a implantação e manutenção de programas de 
monitoramento de alimentos no país, visando 
fundamentar o controle e a fiscalização destes 
produtos, garantindo a oferta de alimentos mais 
saudáveis para o consumo da população brasileira, 
com vistas à promoção da Saúde Pública.
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RESUMO 
No presente estudo foi verificada a eficiência da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex 
para detecção de fraude por adição de leite bovino em queijo de búfala, e para identificar amostras de 
queijo fraudadas no comércio de municípios dos estados do Pará e Amapá. os queijos de búfala 
contendo 10 %, 25 %, 50 %, 75 % e 90 % de leite bovino foram produzidos, bem como os queijos 
exclusivamente de vaca e búfala (controles). Essas amostras foram analisadas por meio de Reação em 
Cadeia da Polimerase. Posteriormente, 44 amostras de queijos bubalinos foram coletadas na região alvo do 
estudo e a PCR multiplex foi novamente utilizada, visando à detecção de fraude. os resultados obtidos 
demonstraram que os iniciadores utilizados neste trabalho foram capazes de detectar o incremento de todas 
as percentagens de leite de vaca nos queijos de búfala experimentalmente fraudados, e que 13,6 % das 
amostras comercialmente disponíveis continham leite bovino. PCR multiplex é uma técnica capaz de 
detectar adição de valores a partir de 10 % de leite bovino não declarado na rotulagem de queijo de búfala, 
e este tipo de fraude foi encontrado nas amostras comercializadas nos municípios do Amapá e Pará, 
Brasil.
Palavras-chave. queijo de búfala, fraude, PCR mutiplex.

ABSTRACT 
This study aimed at verifying the efficiency of the technique of multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR) 
for detecting the fraud by adding bovine milk into cheese samples made from buffalo milk, and to identify 
the fraudulent cheeses samples marketed in the municipalities of Pará and Amapá. The buffalo cheeses 
samples containing 10 %, 25 %, 50 %, 75 % and 90 % of bovine milk were experimentally produced; and 
also the cheeses made from the cow and the buffalo milk were separately prepared as controls. The analysis 
of these samples was performed by multiplex Polymerase Chain Reaction. Subsequently, 44 samples of 
buffalo cheeses were collected from the study target region, and they were analyzed by PCR for detecting 
the fraudulent specimens. The primers used in this study showed actual performance for detecting all of the 
increasing percentages of cow milk experimentally added into buffalo cheeses; also it indicated that 13.6 % 
of these marketed samples contained bovine milk. It was concluded that the multiplex PCR is a suitable 
technique for detecting the fraud from the concentration of 10 % bovine milk added into buffalo cheese. 
Keywords. buffalo cheese, fraud, multiplex PCR.

Artigo original/ original Article

Rev Inst Adolfo Lutz. 2015; 74(1):21-9 21

Rev Inst Adolfo lutz



Silva Cl, Sales GA, Santos Neto JG, Silva JS, lara APSS, lima SCG et al. detecção de fraude em amostras comerciais de queijo bubalino por adição 
de leite bovino por meio da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2015;74(1):21-9.

22

INTRODUÇÃO
 

de acordo com o Regulamento da Inspeção 
Industrial e Sanitária dos Produtos de origem 
Animal – RIISPoA, entende-se por leite, sem 
outra especificação, o produto oriundo da ordenha 
completa, ininterrupta, em condições de higiene, 
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. o 
leite de outros animais deve denominar-se segundo 
a espécie de que procede1. 

o leite de búfala quando comparado ao 
leite de vaca oferece vantagens nutricionais, como 
maiores teores em sólidos totais, gordura, proteína, 
cálcio e fósforo2 e, por isso, este produto tem grande 
importância tanto para o consumo in natura quanto 
para elaboração de seus derivados, principalmente 
o queijo. Porém, por se tratar de um produto 
disponível em pequenas quantidades em vários 
países do mundo, fraudes e adulterações por adição 
de matérias primas com maior disponibilidade e/
ou custo mais baixo são frequentemente descritas3.

dentre as fraudes mais comumente 
relatadas, a mistura de leite bovino ao leite bubalino 
é a mais frequente. Por esta razão, além da avaliação 
da qualidade organoléptica, microbiológica e 
físico-química do leite, se torna necessário que 
métodos eficazes sejam empregados para detecção 
de fraudes4, que podem lesar os consumidores 
em relação aos valores agregados ao produto5 e 
acarretar riscos indiretos a saúde pública, como 
reações alérgicas. 

Vários autores relatam técnicas eficientes 
para a detecção de possíveis fraudes em leite de 
diferentes espécies e seus derivados3,4. os principais 
métodos mencionados na literatura baseiam-se na 
análise das proteínas do leite e, dentre os métodos 
baseados na análise de dNA, a técnica de Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR) é considerada 
uma importante ferramenta a ser estudada. tais 
métodos são capazes de identificar as diferenças 
entre os produtos analisados e quantificar a mistura 
de leite de diferentes espécies3,5. 

No Brasil, autores relatam a utilização de 
Real Time PCR para a identificação e quantificação 
de material bovino em derivados lácteos e 
cárneos bubalinos3. Porém, embora os referidos 
pesquisadores tenham comprovado a eficiência 
da técnica, poucos trabalhos tem demonstrado 

a presença de fraude em produtos bubalinos 
comercializados no Brasil e, em especial, na região 
Norte, que dispõe do maior rebanho de búfalos 
do país, segundo dados do Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística (IBGE)6.

Por esta razão, o presente trabalho tem por 
objetivo verificar a eficiência da técnica de Reação 
em Cadeia da Polimerase multiplex para detecção 
de fraude por adição de leite bovino em queijo de 
búfala e determinar a detecção de fraude acima 
de 10 % de adição pela referida técnica, através da 
produção de queijos experimentalmente fraudados 
contendo diferentes percentagens de leite bovino.

MATERIAL E MÉTODOS

Visando a determinação de fraude por 
incremento de leite bovino através da técnica de 
PCR multiplex, 5 queijos bubalinos fraudados 
experimentalmente (um queijo para cada 
proporção) foram fabricados, em triplicata, no 
laticínio Escola do Instituto federal de Educação 
tecnológica do estado do Pará (IfPA) – Campus 
Castanhal, através da adição de 10 %, 25 %, 50 %,  
75 % e 90 % de leite de vaca e queijos exclusivamente 
a base de leite de vaca e búfala foram produzidos 
para serem usados como controle. Para a fabricação 
dos queijos, primeiramente as misturas de leite 
foram pasteurizadas separadamente a temperatura 
de 72 °C, durante 15 segundos. Posteriormente 
as proporções de leite previamente pasteurizadas 
foram resfriadas até atingirem a temperatura de  
35 °C e transferidas para um tanque apropriado, 
onde foi adicionado cloreto de cálcio na proporção 
40 ml para cada 100 l de leite e 20 ml de coalho, 
seguindo o prescrito pelo fabricante da enzima.  
Após, as massas para fabricação dos queijos 
permaneceram em repouso por 45 minutos.  
Passado este período, com o auxílio de liras, 
iniciou-se o corte vertical e horizontal da coalhada 
e foi realizada a homogeneização da massa 
durante 25 minutos, visando facilitar a eliminação 
do soro. Após este processo, parte do soro 
liberado foi descartado e cloreto de sódio (10 mg/l) 
foi adicionado à massa. A massa salgada foi 
novamente homogeneizada e o soro remanescente 
foi eliminado. Posteriormente a enformagem da 
coalhada foi realizada e os queijos foram prensados 
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na própria forma até que o soro residual fosse 
eliminado. Após a enformagem, os produtos foram 
acondicionados na câmara de refrigeração a 4 °C, 
onde ficaram por 24 horas. 

Para a identificação de fraude em queijos 
comercializados nas regiões norte e nordeste do 
estado do Pará e em Macapá, capital do estado 
do Amapá, foram coletadas 44 amostras de 500 g  
cada de diferentes tipos de queijos de búfala 
disponíveis comercialmente de maneira formal 
ou informal. destas, 9 foram adquiridas no 
município de Belém (PA), 7 no município de 
Castanhal (PA), 1 no município de Moju (PA),  
1 no município de Bujarú, 22 na Ilha do Marajó (PA) 
e 4 em Macapá (AP). tanto os queijos fraudados 
experimentalmente quanto as amostras obtidas 
em diferentes estabelecimentos comerciais foram 
transportadas em caixas isotérmicas e mantidas em 
refrigeração até o encaminhamento ao laboratório 
de Higiene e Qualidade de Alimentos da ufPA, 
onde foram realizadas a extração de dNA e as 
reações de PCR multiplex em triplicata, através da 
colheita de diferentes frações de cada amostra. 

Para a realização da PCR multiplex, dNA das 
amostras foi extraído, segundo protocolo 
sugerido anteriormente por darwish et al7 com 
modificações, sendo as alterações realizadas na 
etapa inicial do protocolo, onde frações de 0,5 g de 
queijo foram umedecidas e maceradas com 1000 µl 
de tampão de lise StES (0,2 M de tris base, 0,5 M 
de cloreto de sódio, 0,1 % de dodecil Sulfato de 
Sódio e 0,01 M de Ácido Etilenodiamino tetra- 
acético). Posteriormente o material foi agitado em 
agitador orbital e incubado em banho-maria a 55 
°C, durante a noite, com 10 µl de proteinase K 
(20 mg/ml). o restante do processamento das 
amostras foi realizado de acordo com o protocolo 
original5, sendo o dNA extraído eluído em 200 µl 
tampão tRIS-EdtA (tE), pH 8,0. As amostras de 
dNA obtidas foram então submetidas à eletroforese 
em gel de agarose a 1 % para avaliação, que foi 
realizada sobre luz ultravioleta e com auxílio do 
Software total lab. tl 100v. 2006, após o gel ter 
sido banhado em cuba contendo brometo de etídeo 
na concentração de 5 µg/ml, durante 40 min. 

Para a execução da referida técnica 
foram utilizados primers que amplificam 
sequencias do RNA ribossomal mitocondrial 

12S específicos para búfala (Primer reverse 5’ 
ttCAtAAtAACtttCGtGttGttGGGtGt 
3’), para vaca (Primer reverse 5’ 
AAAtAGGGttAGAtGCACtGAAtCCAt 3’) 
e primers que amplificam sequencias 
comuns as duas espécies (Primer forward 
5’CtAGAGGAGCCtGttCtAtAAtCGAtA 3’), 
descritos previamente por lopez-Calleja et al8. 
os primers amplificam fragmentos de 220 pares 
de base (pb) para dNA de búfala e fragmentos de 
346pb para dNA de vaca e foram preparados de 
acordo com a instrução do fabricante (ludwing 
Biotec®), sendo diluídos em tE pH 8,0, até a 
concentração de 100 pmol/µl. Solução para PCR 
foi calculada para o volume final de 25 µl para cada 
reação, sendo utilizadas as seguintes concentrações 
dos reagentes: 50 mM de KCl e 10 mM 
tris-HCl (tampão 1X) , 10 mM dNtP mix, 
aproximadamente 50 ng de dNA molde,  1u taq 
dNA Polimerase e 10 pmol de cada primer, sendo o 
volume completado com água Milli-Q esterilizada. 
Posteriormente, a reação de PCR foi realizada em 
termociclador (Biocycler® MJ96G) durante 30 
ciclos, com etapas de desnaturação, anelamento 
e extensão de 93 °C/30 s, 56 ºC/30 s e 72 °C/30 s 
respectivamente, desnaturação inicial de 93 °C por 
3 min e extensão final de 72°C por 10min, sendo 
os amplicons obtidos submetidos à eletroforese 
em gel de agarose a 1,5 %, visualizada sobre luz 
ultravioleta com auxílio do Software total lab. 
tl 100v. 2006, após banho em brometo de etídeo  
(5 µg/ml), durante 40 min. 

os resultados da determinação de fraude nas 
amostras comerciais foram apresentados através de 
estatística descritiva.

RESULTADOS

A figura 1 demonstra os resultados 
obtidos a partir da PCR multiplex realizada em 
amostras de queijo experimentalmente fraudados. 
Já a figura 2 demonstra os controles utilizados 
(queijos exclusivamente fabricados com leite de 
vaca e búfala) e a presença de uma das seis fraudes 
detectadas em amostras de queijo adquiridas 
no comércio da região alvo do estudo, durante a 
execução do trabalho.
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1: marcador molecular 1 kb; 2: queijo contendo 10 % de leite bovino; 3: queijo contendo 25 % de leite bovino; 
4: queijo contendo 50 % de leite bovino; 5: queijo contendo 75 % de leite bovino; 6: queijo contendo 90 %  
de leite bovino

Figura 1. Gel de agarose 1,5 % demonstrando a presença fragmentos de dNA bovino (346 pb)  
e bubalino (220 pb) obtidos através de PCR multiplex realizada a partir de amostras de 
queijos de búfala experimentalmente fraudados com diferentes percentagens de leite 
bovino 

1: marcador de peso molecular molecular 1kb; 2: queijo produzido com 100 % de leite bubalino;  
3: queijo produzido com 100 % de leite bovino; 4: queijo de búfala adquirido comercialmente apresentando 
bandas correspondentes a presença de dNA bovino e bubalino

Figura 2. Gel de agarose 1,5 % demonstrando a presença fragmentos de dNA bovino (346 pb)  
e/ou bubalino (220 pb) obtidos através de PCR multiplex realizada a partir de amostras de  
queijos fabricados exclusivamente com leite bovino e bubalino (controles) e em uma 
amostra adquirida comercialmente

 A tabela 1 demonstra os dados obtidos 
a partir da coleta e análise de queijos bubalinos 
comercializados na área alvo do estudo.

os resultados demonstraram que a PCR 
multiplex proposta foi capaz de detectar leite  
de vaca nos queijos bubalinos fraudados 
experimentalmente e que, das 44 amostras 
comerciais de queijos bubalino analisadas,  
6 (13,63 %) apresentaram incremento de 
leite bovino, sendo 5 (11,36 %) destas 
amostras provenientes da Ilha do Marajó (PA)  

e 1 (2,27 %) proveniente do município de  
Macapá(AP). As amostras fraudadas adquiridas 
na Ilha do Marajó eram provenientes do comércio 
de ambulantes e a amostra de Macapá foi coletada 
em uma feira-livre do município. os dados  
aqui demonstrados não descartam a possibilidade 
de que os queijos considerados não fraudados 
neste trabalho apresentem quantidades inferiores a  
10 % de leite bovino, visto que esta foi a percentagem 
mínima testada como referência no presente 
artigo. 
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Tabela 1. Resultados obtidos a partir da coleta e análise através de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex para a 
detecção de fraude de amostras de queijos de búfala comercializados em municípios dos estados do Pará e Amapá, Brasil 

I DE N T I F IC AÇ ÃO 
DA AMOSTRA LOCAL DE ORIGEM TIPO DE QUEIJO RESULTADO DA PCR

lHQA1 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA2 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA3 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA4 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA5 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA6 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA7 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA8 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA9 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino

LHQA10 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme Detecção de DNA bubalino e bovino
LHQA11 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme Detecção de DNA bubalino e bovino
LHQA12 Ilha do Marajo, PA Marajó tipo creme Detecção de DNA bubalino e bovino
lHQA13 Belém, PA Marajó tipo manteiga detecção de dNA bubalino
lHQA14 Belém, PA Coaho detecção de dNA bubalino
lHQA15 Belém, PA Ricota detecção de dNA bubalino
lHQA16 Belém, PA Muçarela detecção de dNA bubalino
lHQA17 Belém, PA Muçarela detecção de dNA bubalino
lHQA18 Castanhal, PA Ricota detecção de dNA bubalino
lHQA19 Castanhal, PA Ricota detecção de dNA bubalino
lHQA20 Castanhal, PA Coalho detecção de dNA bubalino
lHQA21 Castanhal, PA Coalho detecção de dNA bubalino
lHQA22 Castanhal, PA Muçarela detecção de dNA bubalino
LHQA23 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme Detecção de DNA bubalino e bovino
LHQA24 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme Detecção de DNA bubalino e bovino
lHQA25 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA26 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA27 Ilha do Marajó,PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA28 Belém, PA tipo Minas frescal detecção de dNA bubalino
lHQA29 Belém, PA tipo Minas frescal detecção de dNA bubalino
lHQA30 Belém, PA Muçarela detecção de dNA bubalino
lHQA31 Belém, PA frescal detecção de dNA bubalino
lHQA32 Castanhal, PA Muçarela detecção de dNA bubalino
lHQA33 Castanhal, PA Muçarela detecção de dNA bubalino
lHQA34 Moju, PA frescal detecção de dNA bubalino
lHQA35 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA36 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA37 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA38 Ilha do Marajó,PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA39 Ilha do Marajó, PA Marajó tipo creme detecção de dNA bubalino
lHQA40 Bujaru, PA frescal detecção de dNA bubalino
lHQA41 Macapá, AP frescal detecção de dNA bubalino
lHQA42 Macapá, AP Provolone detecção de dNA bubalino
LHQA43 Macapá, AP Frescal Detecção de DNA bubalino e bovino
lHQA44 Macapá, AP Requeijão detecção de dNA bubalino
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DISCUSSÃO

Considera-se fraude a substituição de um 
tipo de leite por outro, na produção de queijos1. 
desta forma, o incremento de leite de vaca em 
qualquer quantidade, em queijos comercializados 
como bubalinos sem especificação em rótulo 
pode vir a lesar o consumidor, que acredita estar 
adquirindo um produto derivado exclusivamente 
do leite de búfala.

os queijos analisados neste trabalho 
estavam disponíveis comercialmente como 
sendo exclusivamente de búfala. trabalhos sobre 
a produção do queijo Marajoara demonstram 
que, embora existam variações, o incremento 
de leite de vaca não é relatado e estes produtos 
são comercializados como sendo derivados 
exclusivamente de búfala. desta forma, nenhum 
dos queijos analisados neste artigo poderia 
apresentar traços de leite bovino sem que este fato 
fosse informado ao consumidor.

Visando detectar fraudes em queijos por 
adição de leite de outra espécie que não aquela 
descrita no produto, autores vem utilizando diversas 
técnicas. dentre elas, a PCR vem se destacando, por 
se tratar de uma ferramenta que gera resultados 
rápidos e por sua alta especificidade3,7-10. Segundo 
dias et al11, diversas formas de PCR podem ser 
utilizadas para a detecção de fraude em queijos, 
tais como a PCR tradicional, PCR multiplex e a 
Real Time PCR. Nosso trabalho propõe a utilização 
da técnica de PCR para esta finalidade nos queijos 
comercializados na região alvo do estudo, visto 
que a mesma vem sendo utilizada com sucesso 
por diversos autores em vários locais do mundo. 
Ainda, o presente estudo relata o uso de uma PCR 
multiplex para a referida detecção, técnica esta 
ainda pouco relatada por outros autores com o 
propósito de detectar fraude em queijo bubalino 
comercialmente disponível.

Bottero et al12 descrevem o uso da PCR 
multiplex para detecção de fraude em amostras de 
produtos lácteos, porém demonstram a eficiência 
da técnica na detecção de dNA de bovinos, ovinos 
e caprinos. Já Reale et al13 propusarem a detecção 
de fraude em produtos a base de leite ovino, 
caprino, bovino e bubalino, porém estes autores 
não analisaram amostras disponíveis no comércio. 

Além destes autores, felligini et al14 também 
propuserem o uso da PCR multiplex para detecção 
de dNA bovino e bubalino em queijos, utilizando 
primers diferentes daqueles propostos em nosso 
trabalho.

A PCR como método de detecção de fraude 
é possível devido à extração de dNA total do leite 
e seus derivados, como o queijo. o dNA extraído 
é utilizado para amplificar o dNA específico, 
utilizando-se primers que codificam parte do 
gene de interesse. Esses primers são responsáveis 
pela especificidade da técnica e sua capacidade de 
anelamento à fita molde determina o sucesso de 
sua aplicação.

Autores como Mašková e Paulíčková10 
utilizaram primers para identificar o gene que 
codifica o citocromo B, sendo o primer forward 
comum as espécies estudadas e o reverse espécie-
específico. Analisando queijos de cabra e ovelha, 
em 24 amostras analisadas, os referidos autores 
detectaram quatro fraudes por adição de leite de vaca. 
Esse mesmo alvo também foi utilizado em primers 
em pesquisas feitas por zhang et al15e Rea et al16, 
que objetivaram detectar o limite mínimo de fraude 
em queijo de búfala fabricados experimentalmente, 
que foi de 35 pg de dNA bovino15 e 1 % de adição 
de leite bovino16, respectivamente. Ainda, primers 
visando detectar um componente próprio do leite 
também podem ser utilizados, como exemplo 
aqueles que amplificam o gene da β-caseína17. No 
presente estudo, os primers utilizados amplificam 
sequencias do RNA ribossomal mitocondrial 12S de 
bovinos e bubalinos. os resultados aqui relatados 
demonstram que os iniciadores utilizados foram 
eficientes na detecção de fraude, tanto para uso em 
PCR convencional5,6 quanto em PCR multiplex.

Ainda, neste trabalho, a detecção em 
amostras reais foi estabelecida pela fabricação 
de queijos experimentalmente fraudados com 
incremento de diferentes percentagens de leite 
bovino. Através desta avaliação observou-se que 
a PCR multiplex proposta foi capaz de detectar 
incorporação de leite bovino em percentagens que 
variaram de 10 a 100 %, semelhante ao relatado por 
darwish et al7, que utilizaram os mesmos primers e 
propuseram o uso de uma PCR tradicional.

Embora a PCR seja eficiente, algumas de 
suas etapas são cruciais para o sucesso da técnica. 
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dentre estas etapas pode-se citar a extração de 
dNA. Esta etapa se torna ainda mais relevante para 
a realização da técnica diretamente em amostras 
alimentares, visto que os alimentos apresentam 
vários inibidores, que podem vir a inviabilizar sua 
realização. Vários autores citam técnicas de extração 
de dNA eficientes10,15,18. A técnica relatada neste 
trabalho foi a preconizada por darwish et al7, sendo 
conhecida como técnica do fenol/clorofórmio. 
Este protocolo foi modificado neste trabalho e 
foi efetivo em todas as amostras. o sucesso deste 
método de extração pode estar relacionado ao 
uso da Proteinase K, que segundo os fabricantes 
degrada muitas proteínas no estado nativo, mesmo 
na presença de detergentes, sendo desta forma 
utilizada em vários protocolos de extração por sua 
ampla ação em diferentes amostras.

Vários autores relatam protocolos para 
extração de dNA a partir de amostras de queijo. 
lopez-Calleja et al8 realizaram em seu estudo a 
extração de dNA do queijo de búfala, utilizando 
além do tampão de lise, Cloridato de Guanidina 
5 M e Proteinase K. No estudo de teixeira et al18 
foram testados três protocolos de extração de 
dNA em amostras de queijo (fenol/clorofórmio, 
uso de tiocinato de Guanidina e Kit QIAMP dNA 
stool)  e estes autores demostraram que a utilização 
da técnica sugerida por Boom et al19, que utiliza 
o tiocinato de Guanidina bem como a utilização 
do Kit QIAMP dNA stool para extração de dNA 
foram superiores, pois o leite e principalmente 
o queijo possuem baixa quantidade de dNA 
proveniente da descamação do úbere e este produto 
contêm vários inibidores da PCR, como alto teor 
de proteínas, gorduras e degradação do dNA 
pelo processo de fabricação. os mesmos autores 
relatam que a técnica com tiocinato de Guanidina 
não permite que proteínas e outros contaminantes 
estejam presente no final do processo de extração. 
Já Maskova e Paulickova10, ao extraírem dNA de 
queijo de cabra e ovelha utilizando o Kit Invisorb 
Spin food (Invitek, Co., Berlin, Germany) e 
zhang et al15 foram bem sucedidos realizando a 
extração de dNA pelo método de Brometo de 
Cetiltrimetilamônio.

As amostras comerciais analisadas neste 
trabalho apresentavam características distintas 
de comercialização, uma vez que eram oriundas 

de diferentes tipos de pontos de venda. dentre 
as amostras analisadas, aquelas comercializadas 
na Ilha do Marajó e em feiras livres foram as que 
se apresentaram fraudadas. os derivados do leite 
de búfala no estado do Pará, principalmente na 
Ilha do Marajó, tornaram-se bastante populares, 
sendo procurados frequentemente por diversos 
turistas e sendo consumidos nos diversos pratos 
típicos comercializados em restaurantes e hotéis 
dos municípios que compõe a referida ilha, sendo 
considerado um queijo amplamente consumido na 
região Norte do país.

Vários autores definem as características 
do queijo marajoara, porém, por se tratar de um 
alimento produzido na maioria das vezes de forma 
artesanal, grandes variações são relatadas. As duas 
variações mais conhecidas do queijo marajoara 
são o tipo creme, que possui maior quantidade de 
umidade e menor de lipídeo e tipo manteiga, que 
possui em sua composição manteiga propriamente 
dita, contendo menor teor de umidade e maior 
teor de lipídeo20. 

Visando padronizar e legalizar a produção 
do queijo do Marajó, a Agência de defesa 
Agropecuária do Estado do Pará (AdEPARA), criou 
a lei n° 7.565 de 25 de outubro de 2011, que legaliza 
o licenciamento, o registro e a comercialização de 
produtos artesanais no estado do Pará, e entre 
os produtos descritos estão: Camarão salgado, 
produtos lácteos, derivados de carne, derivados da 
mandioca, frutas, legumes, Hortaliças  e o queijo 
do Marajó21. Embora esta legislação demonstre um 
avanço, a mesma não fornece concretamente os 
padrões necessários para uma fiscalização eficiente, 
deixando a desejar na fiscalização do produto final 
por parte dos órgãos competentes.

Embora a técnica de PCR venha sendo 
aplicada com sucesso na detecção de fraudes em 
nível experimental, poucos autores descrevem 
resultados referentes à investigação em amostras 
comercialmente disponíveis. das 44 amostras 
analisadas nesse trabalho, seis (13,63 %) 
apresentaram fraude por adição de leite de vaca. 
Resultados semelhantes foram alcançados por 
lopez-Calleja et al8, que relataram o uso da PCR como 
alternativa simples e rápida para detecção de dNA 
específico de vaca em amostras de leite e queijo 
tipo muçarela de búfala adquiridas na Espanha.  
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o primer ou iniciador utilizado por esses autores foi 
o mesmo utilizado neste trabalho.

darwish et al7 analisaram 21 amostras de 
leite fluido de búfala disponíveis no mercado e 
detectaram fraude em 8 das amostras coletadas. 
Já Mašková e Paulíčková10, investigando fraude 
em 17 amostras de queijo de cabra, detectaram 
incorporação de leite de vaca em 3 amostras, 
e investigando 7 amostras de queijo de ovelha, 
detectaram a  incorporação de leite de vaca em  
1 amostra.

teixeira et al18, ao adquirirem 30 amostras 
de queijos, que possuíam registro no Ministério  
da Agricultura Pecuária e Abastecimento no 
município de Belo Horizonte no estado de Minas 
Gerais, dentre as quais sete eram consideradas 
somente de leite de búfala e 23 provenientes de 
leite, sem especificação  da espécie, observaram 
percentagens de 93,3 % de PCR positivas utilizando  
o protocolo de extração com tiocinato de  
Guanidina. Ao utilizar a técnica com fenol/
clorofórmio, que também foi testado em 
nosso trabalho nas mesmas amostras, o 
resultado diminuiu para 60 %. Este fato 
deve ser considerado, visto que o número de fraudes 
aqui demonstrado pode ser ainda maior, caso 
outro protocolo de extração de dNA seja testado.

lopez-Calleja et al8, detectaram fraude em 
todas amostras de  queijo e leite de búfala 
experimentalmente preparados com as seguintes 
proporções de leite de vaca: 100 %, 10 %, 5 %, 1 %, 
0,5 % e 0,1 %, esse fato pode estar relacionado 
com o protocolo de extração desses autores, que 
utilizaram no início do processo de extração kit 
de purificação de dNA (Kit Wizard dNA cleanup, 
Promega, Madison, WI). Resultado semelhante  
foi obtido em nosso trabalho, demonstrando que o 
protocolo de extração aqui adotado pode ser uma 
alternativa viável para a detecção de fraudes em 
produtos lácteos através da técnica alvo do estudo.

Reale et al13, além de detectarem as 
mesmas proporções que os autores citados a cima, 
detectaram fraude em proporções de 99 %, 90 %, 
75 % e 50 % de leite de vaca utilizando o protocolo 
de Sambrook et al22 para a extração de dNA.  
os mesmos resultados foram obtidos por Mašková 
e Paulíčková10, que também conseguiram detectar 
a fraude por adição de leite de vaca em queijos de 

cabra com porcentagem mínima de 1 %.
o leite de búfala possui composição 

química diferenciada e, por tanto, salientamos 
que este fato pode dificultar ainda mais a quebra 
de estruturas que possibilitam a liberação do 
dNA nas amostras. Por esta razão, estudos futuros 
devem ser desenvolvidos, visando determinar a 
influência que diferentes tipos de queijo bubalino 
podem ter na análise proposta, uma vez que 
estes podem apresentar características químicas 
distintas que poderão inclusive inibir as reações 
de PCR. Além disso, embora os resultados aqui 
demonstrados sejam relevantes e apontem para a 
presença de fraude na região estudada, pesquisas 
posteriores devem ser realizadas visando a 
detecção de percentagens menores de leite bovino 
e/ou a quantificação desta matéria prima por meio 
da Real Time PCR.

CONCLUSÃO

 Concluiu-se que a técnica de PCR multiplex 
proposta foi capaz de detectar de forma eficiente 
a presença de fraude em amostras de queijos 
bubalinos pela incorporação de 10 %, 25 % , 50 %, 
75 % 90 % de leite bovino, podendo ser uma 
alternativa a ser utilizada na rotina de fiscalização 
destes produtos para esse percentual de fraude. Além 
disso, o referido trabalho demonstrou a existência 
de fraude em aproximadamente 13 % das amostras 
de queijo de búfala comercializadas na região alvo 
do estudo, o que reforça a necessidade de maior 
fiscalização por parte dos órgãos competentes para 
o consumidor não siga sendo lesado.
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nas características físico-químicas, nos carotenoides e no valor 
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RESUMO 
Avaliaram-se os efeitos da pasteurização (75 °C, 30 minutos), branqueamento (70 °C, 2 minutos) 
e congelamento (-5 °C ou -18 °C) nas características físico-químicas (acidez titulável, pH e sólidos 
solúveis) e nos carotenoides de polpa de araticum durante 180 dias de armazenamento. os carotenoides  
(all-trans-α-caroteno e all-trans-β-caroteno) foram analisados por cromatografia líquida de alta eficiência. 
A polpa in natura apresentou elevado teor de sólidos solúveis (21,27 °Brix), all-trans-α-caroteno  
(1,98 mg/100 g), all-trans-β-caroteno (1,58 mg/100 g) e do valor de vitamina A (131,46 RAE/100 g) 
quando comparados a outros frutos do Cerrado. A pasteurização, o branqueamento e o armazenamento 
não modificaram as características físico-químicas da polpa. os tratamentos térmicos diminuíram 
igualmente (p > 0,05) os teores de all-trans-α-caroteno, all-trans-β-caroteno e valor de vitamina A  
(média: 18, -41 e -41 %, respectivamente). os carotenoides e o valor de vitamina A nas polpas branqueadas, 
pasteurizadas e congeladas a -5 °C ou -18 °C variaram similarmente até 90 dias de armazenamento.  
Aos 180 dias de armazenamento, os teores de all-trans-α-caroteno e all-trans-β-caroteno e o valor de 
vitamina A aumentaram nas polpas pasteurizadas (média: +6,5 %, +33,0 % e +33,5 %, respectivamente) 
e reduziram nas polpas branqueadas (-23,5 %, -19,5 % e -19,5 %, respectivamente). o binômio 
branqueamento/congelamento mostrou-se eficaz para armazenamento da polpa por até 90 dias;  
após esse período, recomenda-se o uso da pasteurização/congelamento.
Palavras-chave. degradação térmica, estocagem sob congelamento, estabilidade de carotenoides, fruto do 
Cerrado, polpa de fruta.

ABSTRACT 
Effects of bleaching (70 °C, 2 minutes), pasteurization (75 °C, 30 minutes), and freezing (-5 or -18 °C) 
on the physicochemical characteristics (pH, titratable acidity and soluble solids), and on carotenoids 
of “araticum” pulp were evaluated during the 180-day storage. Carotenoids were analyzed by 
high performance liquid chromatography. The fresh pulp showed high contents of soluble solids  
(21.27  °Brix), all-trans-α-carotene (1.98  mg/100 g), all-trans-β-carotene (1.58  mg/100 g) and vitamin A  
value  (131.46  RAE/100 g) when compared to other fruits from Cerrado. The physicochemical characteristics  
of pulp remained unchanged after pasteurization and bleaching, and during the storage (p > 0.05).  
Thermal treatments equally decreased the all-trans-α-carotene, all-trans-β-carotene contents, and vitamin 
A value (average: -18, -41 and -41 % respectively). Both freezing temperatures influenced on the pulps in  
similar manner (p > 0.05). Carotenoids and vitamin A value of the bleached or pasteurized and frozen  
(-5 or -18 °C) pulps varied similarly up to 90 days of storage. At 180 days, all-trans-α-carotene and  
all-trans-β-carotene contents and vitamin A value increased in pasteurized pulps (in average +6.5 %, 
+33.0 % and +33.5 %, respectively), and they decreased in bleached pulps (-23.5 %, -19.5 % and -19.5 
%, respectively). Bleaching/freezing binomial was effective for pulp storage up to 90 days; and, after this 
period it is recommended the use of pasteurization/freezing approach.
Keywords. thermal degradation, storage under freezing, carotenoids stability, Cerrado fruits, fruit pulp.

Artigo original/ original Article

Rev Inst Adolfo Lutz. 2015; 74(1):30-830

Rev Inst Adolfo lutz



Silva ll, Cardoso lM, Pinheiro-Sant’Ana HM. Influência do branqueamento, pasteurização e congelamento nas características físico-químicas, nos carotenoides 
e no valor de vitamina A de polpa de araticum (Annona crassiflora Mart.). Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2015;74(1):30-8.

31

INTRODUÇÃO

 o araticum (Annona crassiflora Mart.) é 
um fruto nativo do Cerrado Brasileiro que possui 
elevado valor energético, teor de nutrientes e 
compostos bioativos1. A polpa do fruto possui 
minerais (Ca, zn, Cu, fe, P e Mg) e vitaminas 
(vitamina C, vitamina E e folatos)1,2 e destaca-
se como excelente fonte de fibras alimentares e 
carotenoides pró-vitamínicos A1.

o araticum possui elevada massa e 
rendimento de polpa1, a qual apresenta alto 
aproveitamento culinário, sendo consumida 
in natura ou processada na forma de sucos, 
licores, doces, geleias, tortas e iogurtes3,4. Este 
fruto constitui uma alternativa para a indústria, 
uma vez que os produtos derivados de sua polpa 
possuem boa aceitação e intenção de compra pelo 
consumidor4,5.
 o uso do araticum pela população e 
indústria de alimentos é restrito devido à curta 
safra e alta perecibilidade do fruto resultante 
das suas caracteristicas químicas, tais como o 
elevado pH que favorece o desenvolvimento de 
microoganismos1,6. Neste contexto, a produção de 
polpa de araticum constitui importante alternativa 
para permitir a sua estocagem na entressafra dos 
frutos. 
 A polpa de fruta é definida como produto 
não fermentado, não concentrado ou diluído, obtido 
pelo esmagamento de frutos carnosos. A legislação 
brasileira estabelece padrões microbiológicos, 
de identidade e características físico-químicas 
mínimas para alguns tipos de polpa7-9.
 diversos métodos podem ser utilizados 
para a conservação de polpa de frutas, entre os 
quais se destacam as técnicas com emprego ou 
remoção de calor (branquamento, pasteurização 
e congelamento). Esses métodos inibem o 
crescimento de microrganismos e a atividade 
enzimática e, dessa forma, aumentam a vida 
de prateleira e a segurança microbiológica 
dos produtos10,11. No entanto, podem alterar o 
teor de alguns nutrientes como as vitaminas e 
carotenoides.
 os carotenoides são compostos 
insaturados altamente susceptíveis à ação da luz, 
temperatura, entre outros12. Alguns carotenoides, 

como o α-caroteno, β-caroteno e β-criptoxantina, 
são convertidos no organismo em vitamina A13, 
essencial para a diferenciação celular, a visão, o 
crescimento ósseo, a reprodução e a integração 
do sistema imunológico14,15. Além disso, os 
carotenoides contribuem para a prevenção e 
o tratamento de doenças cardiovasculares e a 
modulação do câncer15-18. 
 uma vez que os consumidores têm se 
tornado cada vez mais exigentes e optado por 
produtos com maior vida de prateleira e que 
mantenham suas características sensoriais e 
nutricionais durante o armazenamento19, o 
objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da 
pasteurização, branqueamento e congelamento 
(-5 oC e -18 oC) nas características físico-químicas 
e no teor de carotenoides de polpa de araticum 
(Annona crassiflora Mart.).

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta, amostragem e seleção dos frutos
 frutos do araticum (Annona crassiflora Mart.) 
nativos do Cerrado Brasileiro (Município de 
Curvelo, Minas Gerais) foram coletados em época 
de safra (fevereiro a março de 2011), após sua queda 
natural da árvore. A amostragem foi realizada em 
triplicata, sendo cada uma delas composta por  
2,5 kg de frutos (± 5 unidades) coletados em áreas 
e árvores distintas.
 Após a coleta, os frutos foram 
acondicionados em caixas de isopor e 
transportados para o laboratório, em até 36 horas. 
No laboratório, os frutos morfologicamente 
perfeitos e com sólidos solúveis superiores a  
19 ºBrix (maturação fisiológica completa) foram 
selecionados para análise.

Obtenção e processamento da polpa
 A casca, a polpa e as sementes do araticum 
foram separadas com auxílio de uma faca em inox. 
A polpa foi homogeneizada em processador de 
alimentos (faet Multipratic, MC5), acondicionada 
em embalagens de polietileno (30 g), submetida 
ao tratamento térmico (pasteurização ou 
branqueamento) e congelada por 180 dias  
(-5 °C e -18 °C) (figura 1).
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Análises químicas
 Para as análises físico-químicas, extração 
e obtenção de padrões de carotenoides, foram 
utilizados reagentes grau analítico. Nas análises 
de carotenoides foram utilizados os seguintes 
reagentes grau ClAE (cromatografia líquida de 
alta eficiência): acetona, acetato de etila, metanol 
e acetonitrila (tedia, Brasil). As análises físico-
químicas e de carotenoides foram realizadas antes 
e após o tratamento térmico (t0) e durante o 
congelamento (15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias).

Análises físico-químicas
A acidez titulável, pH e sólidos solúveis da 

polpa de araticum foram avaliados de acordo com 
o Instituto Adolfo lutz20. A acidez titulável (At) 
foi determinada por volumetria de neutralização 
utilizando solução padrão de hidróxido de sódio 
0,1 mol/l. o pH foi determinado diretamente 
na polpa utilizando pHmetro digital de bancada 
(digimed, dM-22), e os sólidos solúveis (SS) 
foram determinados por refratometria utilizando 
refratômetro óptico (Analytik Jena).

Análise de carotenoides
 foram investigados a presença e teor de 
all-trans-α-caroteno, all-trans-β-caroteno, all-trans-
licopeno e all-trans-β-criptoxantina na polpa de 

araticum utilizando os métodos de extração e 
análise propostos por Kimura e Rodriguez-Amaya21 

e Pinheiro-Sant’Ana, Stringheta22, respectivamente. 
Cerca de 5 g de polpa foram adicionados de 20 ml 
de acetona resfriada (5 oC ± 2 oC), homogeneizados 
em microtriturador (Marconi, MA 102) e filtrados 
a vácuo em funil de Buchnner, utilizando-se papel 
de filtro no JP41 J. (Prolab, Brasil). o procedimento 
de extração foi repetido por mais duas vezes no 
resíduo até a descoloração completa da polpa. 
 Posteriormente, o filtrado foi transferido em 
três frações para um funil de separação contendo 
50,0 ml de éter de petróleo. Após a transferência 
de cada fração, água destilada foi adicionada para 
a separação de fases (superior: carotenoides em 
éter de petróleo; inferior: acetona-água) sendo a 
fase inferior descartada. Acrescentou-se sulfato 
de sódio anidro ao extrato etéreo para retirar o 
resíduo de água. Posteriormente, o extrato foi 
concentrado em evaporador rotativo (tecnal, 
tE-211) a 35 ± 1 °C e o volume completado para  
25,0 ml com éter de petróleo. o extrato 
foi armazenado em frasco de vidro âmbar 
hermeticamente vedado e acondicionado a  
-18 ± 1 ºC, até o momento da análise.

Antes da análise, 8,0 ml do extrato foram 
evaporados sob fluxo nitrogênio gasoso e o resíduo 
seco foi redissolvido em 2 ml de acetona grau ClAE. 

SS = sólidos solúveis, At = acidez titulável, n = número de parcelas (embalagens de polietileno) submetidas ao tratamento.

Figura 1. fluxograma de processamento e análise da polpa de araticum
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Para análise, 50 μl de extrato previamente filtrado 
em unidade filtrante (Millipore, Brasil) com 
porosidade de 0,45 μm foram injetados na coluna 
cromatográfica. As análises foram realizadas 
utilizando um sistema de cromatografia líquida de 
alta eficiência – ClAE (Shimadzu, SCl 10at VP) 
composto por bomba de alta pressão (Shimadzu, 
lC-10at VP), amostrador automático com loop 
de 50 μl (Shimadzu, SIl-10Af) e detector de 
arranjo de diodos (dAd) (Shimadzu, SPd-
M10A). utilizou-se coluna cromatográfica RP18 
(Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 μm), 
munida de coluna de guarda (Phenomenex odS, 
4 mm x 3 mm); fase móvel composta de metanol: 
acetato de etila:acetonitrila (80:10:10, v/v/v), fluxo 
da fase móvel de 2,0 ml min-1 e tempo de corrida 
de 13 minutos22.

durante a extração e análise, as amostras 
e os extratos foram protegidos da luz (solar 
e artificial) utilizando vidrarias âmbar, papel 
alumínio e cortinas do tipo blackout, e protegidos 
do oxigênio utilizando tampas e ambiente com 
nitrogênio gás nas vidrarias.

A identificação e quantificação de 
compostos foram realizadas utilizando α-caroteno 
e β-caroteno isolados de cenoura e β-criptoxantina 
e licopeno isolados de mamão e tomate, 
respectivamente, por meio de cromatografia em 
coluna aberta21. A pureza dos padrões, obtida em 
espectrofotômetro (Thermo Scientific, Evolution 
60S), foi 94,3 % (α-caroteno), 91,4 % (β-caroteno), 
92,1 % (β-criptoxantina) e 93,7 % (licopeno).

os compostos foram identificados 
comparando os tempos de retenção e espectros 
de absorção obtidos para os padrões e para as 
amostras analisados sob as mesmas condições. 
Para a quantificação dos carotenoides encontrados 
nas amostras foram utilizadas curvas analíticas e 
equações de regressão construídas por meio da 
injeção, em duplicata, de seis soluções dos padrões  
em diferentes concentrações (all-trans-α-caroteno: 
0,033 a 2,060 μg; y = 1730130,16x - 8057,58; R² = 
0,999; all-trans-β-caroteno: 0,004 a 1,433 μg; y = 
1389460,94x + 24320,87; R² = 0,996). 

o valor de vitamina A foi estimado 
utilizando os fatores de conversão do u.S. Institute 
of Medicine23 em que 1 Equivalente de Atividade 
de Retinol (RAE) corresponde a 1 μg de retinol;  

12 μg de β-caroteno e 24 μg de outros carotenoides 
pró-vitamínicos.

Delineamento experimental e análise dos dados
 foi utilizado o delineamento inteiramente 
casualizado, em parcelas subdivididas, com 3 
repetições. os tratamentos térmicos (pasteurização 
e branqueamento) constituíram as parcelas e as 
temperaturas de armazenamento (-5 oC e -18 oC) 
representaram as sub-parcelas.
 os dados foram submetidos ao teste de 
normalidade (Shapiro-Wilk) e a diferença entre 
os tratamentos avaliada pela análise de variância 
(ANoVA). As diferenças entre as médias 
dos tratamentos térmicos (branqueamento e 
pasteurização) dentro de um mesmo tempo de 
armazenamento foram avaliadas pelo teste de 
tukey (p < 0,05). A variação dos dados dentro 
de um mesmo tratamento térmico ao longo 
do armazenamento foi avaliada por análise de 
regressão. A diferença entre os tempos 0 (t0) e 
180 (t180) foi analisada pelo teste t de Student  
(p < 0,05). As análises estatísticas foram realizadas 
utilizando-se o software SAS (Statistical Analisys 
System), versão 9.2 (2008), licenciado para a 
ufV.

RESULTADOS

Efeito do tratamento térmico nas características 
físico-químicas e carotenoides  
 A polpa de araticum in natura apresentou  
alto teor de sólidos solúveis e pH, além de  
baixa acidez titulável. Além disso, a polpa de araticum 
apresentou elevado teor de all-trans-α-caroteno,  
all-trans-β-caroteno e de vitamina A, quando 
comparada a outros frutos do Cerrado como 
cagaita, mangaba e araçá24-26. 
  os efeitos do branqueamento e pasteurização 
nas características físico-químicas e carotenoides 
da polpa foram estatisticamente semelhantes. 
tais tratamentos térmicos não alteraram as 
características físico-químicas da polpa, mas 
reduziram o teor de all-trans-α-caroteno (em 
média, -18 %), all-trans-β-caroteno (em média, -41 %)  
e, conseqüentemente, os carotenoides totais 
e o valor de vitamina A (em média, -27 e -41 %, 
respectivamente) (tabela 1).



Tabela 1. Influência do tratamento térmico nas características físico-químicas, teor de carotenoides e valor de 
vitamina A da polpa de araticum1-4

Variáveis In natura Branqueamento Pasteurização
Acidez titulável (g ácido cítrico/100g) 0,60 ± 0,11 ª 0,52 ± 0,10 ª 0,49 ± 0,07 ª

pH 4,71 ± 0,03 ª 4,72 ± 0,06 ª 4,77 ± 0,01 ª
Sólidos solúveis (°Brix) 21,27 ± 1,67 ª 21,67 ± 0,61 ª 21,00 ± 2,36 ª

all-trans-α-caroteno (mg/100g) 1,98 ± 0,07 ª 1,71 ± 0,09 b 1,55 ± 0,10 b

all-trans-β-caroteno (mg/100g) 1,58 ± 0,14 ª 1,01 ± 0,09 b 0,86 ± 0,06 b

Carotenoides totais (mg/100g) 3,55 ± 0,20 ª 2,76 ± 0,26 b 2,41 ± 0,15 b

Vitamina A (RAE/100g) 131,46 ± 11,68 ª 84,57 ± 7,82 b 71,45 ± 4,74 b

1 Valores expressos em matéria fresca; 2 média de 3 repetições; 3 dados apresentados em média ± desvio padrão; 4 Médias seguidas de uma mesma letra na linha 
não diferem entre si pelo teste de tukey ao nível de 5% de significância
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Estabilidade das características físico-químicas e carotenoides durante o armazenamento
 As características físico-químicas e os carotenoides nas polpas de araticum variaram em função do 
tipo de tratamento térmico (p < 0,05), mas não foram influenciadas pela temperatura de congelamento e 
pela interação destas variáveis (p > 0,05) (tabela 2, figura 2). 

Tabela 2. Sólidos solúveis, pH e acidez titulável em polpa de araticum pasteurizadas ou branqueadas, e congeladas 
(-5 °C  ou -18 ºC), por 180 dias 1,2,3

Sólidos Solúveis (ºBrix)
tempo Branqueada (-5 oC) Branqueada (-18 oC) Pasteurizada (-5 oC) Pasteurizada (-18 oC)
0 21,67 ± 0,61 Aa 21,67 ± 0,61 Aa 21,00 ± 2,36 Aa 21,00 ± 2,36 Aa

15 20,27 ± 0,63 Aa 20,80 ± 0,60 Aa 21,50 ± 1,31 Aa 21,40 ± 1,11 Aa

30 21,63 ± 0,76 Aa 20,70 ± 0,78 Aa 21,20 ± 1,31 Aa 21,07 ± 1,10 Aa

60 21,63 ± 0,47 Aa 21,43 ± 0,42 Aa 21,33 ± 0,96 Aa 22,03 ± 1,85 Aa

90 20,73 ± 0,85 Aa 20,83 ± 0,35 Aa 22,00 ± 0,30 Aa 21,77 ± 0,75 Aa

120 21,43 ± 0,35 Aa 21,90 ± 0,36 Aa 21,87 ± 1,21 Aa 21,47 ± 1,86 Aa

150 21,43 ± 0,35 Aa 21,73 ± 0,40 Aa 22,87 ± 1,21 Aa 21,63 ± 1,11 Aa

180 20,63 ± 0,61 Aa 20,27 ± 1,01 Aa 22,65 ± 1,75 Aa 22,05 ± 1,25 Aa

Acidez titulável (g ácido cítrico/100g) 
tempo Branqueada (-5 oC) Branqueada (-18 oC) Pasteurizada (-5 oC) Pasteurizada (-18 oC)
0 0,52 ± 0,10 Aa 0,52 ± 0,10 Aa 0,49 ± 0,07 Aa 0,49 ± 0,07 Aa

15 0,49 ± 0,07 Aa 0,48 ± 0,07 Aa 0,49 ± 0,03 Aa 0,51 ± 0,03 Aa

30 0,52 ± 0,07 Aa 0,53 ± 0,06 Aa 0,52 ± 0,05 Aa 0,52 ± 0,04 Aa

60 0,52 ± 0,03 Aa 0,52 ± 0,03 Aa 0,51 ± 0,03 Aa 0,53 ± 0,04 Aa

90 0,51 ± 0,06 Aa 0,50 ± 0,06 Aa 0,49 ± 0,02 Aa 0,52 ± 0,02 Aa

120 0,50 ± 0,04 Aa 0,50 ± 0,03 Aa 0,49 ± 0,03 Aa 0,49 ± 0,01 Aa

150 0,52 ± 0, 08 Aa 0,51 ± 0, 08 Aa 0,50 ± 0, 03 Aa 0,53 ± 0, 04 Aa

180 0,49 ± 0,07 Aa 0,51 ± 0,08 Aa 0,50 ± 0,07 Aa 0,51 ± 0,04 Aa

pH 
tempo Branqueada (-5 oC) Branqueada (-18 oC) Pasteurizada (-5 oC) Pasteurizada (-18 oC)
0 4,72 ± 0,06 Aa 4,72 ± 0,06 Aa 4,77 ± 0,01 Aa 4,77 ± 0,01 Aa

15 4,76 ± 0,05 Aa 4,75 ± 0,03 Aa 4,73 ± 0,06 Aa 4,76 ± 0,03 Aa

30 4,74 ± 0,04 Ab 4,74 ± 0,04 Ab 4,76 ± 0,02 Aa 4,78 ± 0,01 Aa

60 4,71 ± 0,01Ab 4,71 ± 0,05 Aa 4,77 ± 0,04 Aab 4,75 ± 0,02 Aab

90 4,74 ± 0,10 Aab 4,78 ± 0,04 Aa 4,78 ± 0,02 Ab 4,75 ± 0,03Aa

120 4,74 ± 0,01 Aa 4,72 ± 0,03 Aa 4,73 ± 0,01 Aa 4,71 ± 0,07Aa

150 4,73 ± 0,03 Aa 4,71 ± 0,02 Aa 4,73 ± 0,03 Aa 4,72 ± 0,06 Aa

180 4,72 ± 0,05 Aa 4,72 ± 0,09 Aa 4,70 ± 0,04 Aa 4,73 ± 0,07 Aa 

1Análises realizadas em 3 repetições; 2dados apresentados em média ± desvio padrão; 3Médias seguidas por uma mesma  letra minúscula na linha e maiúscula 
na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Características físico-químicas
 o pH e a acidez titulável das polpas 
branqueadas e pasteurizadas submetidas 
ao congelamento não variaram durante o 
armazenamento (tabela 2). Além disso, os sólidos 
solúveis nas polpas pasteurizadas e branqueadas 
também se mantiveram constantes durante o 
armazenamento.

Carotenoides e teor de vitamina A
 os teores de α-caroteno, β-caroteno, total 
de carotenoides e de vitamina A das polpas 
não foram influenciados pela temperatura de 
armazenamento e diferiram entre os tratamentos 
térmicos a partir de 90 dias de armazenamento 
(figura 2). o teor de all-trans-α-caroteno, 
all-trans-β-caroteno nos quatro tipos de 
polpas congeladas reduziu até o 30° dia de 

armazenamento, seguido de aumento após esse 
período. No entanto, este aumento nas polpas 
branqueadas ocorreu até o t90, enquanto que nas 
polpas pasteurizadas ele se prolongou até o t120. 
Após o t90 nas polpas branqueadas e t120 nas 
polpas pasteurizadas observou-se um segundo 
ciclo de redução no teor de carotenoides. 
 Aos 180 dias de armazenamento, o teor de 
carotenoides e o valor de vitamina A em todos 
os tratamentos variaram significativamente em 
relação ao t0 (polpa não congelada) (figura 3). 
o teor de carotenoides e o valor de vitamina A 
nas polpas pasteurizadas em t180 foi 
significativamente maior que no t0 (em média, 
6,5 %, 33,0 %, 10,0 % e 33,5 %, respectivamente). 
Em contrapartida, nas polpas branqueadas esses 
parâmetros reduziram em média 23,5 %, 19,5 %, 
22,0 % e 19,5 %, respectivamente. 

B-5: polpa branqueada congelada a -5 °C; B-18: Polpa branqueada congelada a -18 °C; P-5: polpa pasteurizada congelada a -5 °C;  
P-18: Polpa pasteurizada congelada a -18 °C

Figura 2. Comportamento e equação de regressão ajustada para all-trans-α-caroteno (A), all-trans-β-caroteno (B),  
total de carotenoides (C) e valor de vitamina A (d) em polpas de araticum submetidas a tratamento térmico 
(pasteurização ou branqueamento) e congelamento (-5 °c ou -18 °C) por 180 dias 

A B

DC
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DISCUSSÃO

Características físico-químicas e carotenoides da 
polpa de araticum in natura
 Até o momento, não existe uma Instrução 
Normativa Brasileira que estabeleça os padrões de 
identidade e qualidade para polpa de araticum. os 
valores de sólidos solúveis, pH e acidez titulável 
observados na polpa de araticum in natura foram 
superiores aos observados em polpa de araticum 
coletado no Norte de Minas Gerais2. Essas 
diferenças podem ser decorrentes do fato de os 
frutos analisados nestes estudos terem sido obtidos 
a partir de árvores nativas em estado selvagem, o 
que contribui para a variação nas características 
químicas dos frutos. 

o perfil de carotenoides observado na polpa 
analisada no presente estudo diferiu do observado 
por outros autores1,2, os quais identificaram all-trans-
licopeno na polpa de araticum. A variação no perfil 
de carotenoides em alimentos é pouco comum, no 
entanto, pode ser observada em algumas variedades 
de frutas e hortaliças tais como abóbora, pimenta, 
ameixa27.
 Apesar dos elevados teores de all-trans-
α-caroteno, all-trans-β-caroteno, totais de 
carotenoides e o valor de vitamina A 
observados na polpa de araticum, esses valores 
foram de 20 a 55 % menores aos previamente 
obtidos em nosso laboratório em frutos coletados na 
mesma região (all-trans-α-caroteno: 2,98 mg/100 g; 
all-trans-β-caroteno: 1,97 mg/100 g; totais de 
carotenoides: 4,98 mg/100 g e valor de 

vitamina A: 288,79 RAE/100 g)1. Essas diferenças 
sugerem que o teor de carotenoides no araticum 
também pode ser influenciado por fatores 
relacionados ao ano da safra, condições climáticas 
e condições fisiológicas da árvore.

Efeito do tratamento térmico nas características 
físico-químicas e carotenoides
 Apesar da diferença no binômio tempo/
temperatura dos tratamentos térmicos, os efeitos do 
branqueamento e pasteurização nas características 
físico-químicas e carotenoides da polpa foram 
semelhantes. Em ambos os tratamentos observou-
se redução dos all-trans-carotenoides, a qual pode 
ser atribuída à isomerização destes compostos às 
formas cis devido à ação do calor28. Esta alteração 
na estrutura química dos carotenoides diminui a 
sua atividade biológica e o valor nutricional dos 
alimentos27.

Estabilidade das características físico-químicas e 
carotenoides ao longo do armazenamento

Características físico-químicas
 A ausência de variação no pH e a acidez 
titulável das polpas branqueadas e pasteurizadas 
submetidas ao congelamento está de acordo com 
o observado em polpas de acerola29. Além disso, 
os sólidos solúveis nas polpas pasteurizadas e 
branqueadas também se mantiveram constantes 
durante o armazenamento, o que sugere que os 
compostos solúveis presentes na polpa de araticum 
foram estáveis. o comportamento dos sólidos 
solúveis em polpas de frutas é bastante heterogêneo 
e parece ser influenciado pelo perfil de compostos 
solúveis (pectina, açucares redutores, vitaminas, 
entre outros) da matriz alimentar29. Em estudos 
recentes, foi observado decréscimo ou aumento 
no teor destes compostos em polpas tratadas em 
condições similares às do presente estudo29,30.

Carotenoides e teor de vitamina A
 As alterações do teor de carotenoides durante 
o armazenamento decorrem de processos complexos 
os quais são influenciados por diversos fatores e 
afetam a concentração desses compostos de forma 
inconsistente31. No presente estudo, observou-se que 
os carotenóides das polpas congeladas reduziram 

Figura 3. Variação entre o teor inicial (t0) e teor final 
(t180) de carotenoides e de vitamina A em polpas de 
araticum submetidas a tratamento térmico (pasteurização 
ou branqueamento) e congeladas a -5 °C ou -18 °C
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até o 30° dia de armazenamento. Esta redução pode 
ser resultado da isomerização trans-cis, oxidação e 
degradação dos carotenoides28,32. Após 30 dias de 
armazenamento, verificou-se aumento no teor de 
carotenoides, demonstrando a ocorrência de uma 
fase de balanço positivo onde a conversão de outros 
carotenoides a all-trans-α-caroteno e all-trans-β-
caroteno superou as reações de degradação28,32.

o prolongamento do aumento do teor 
de carotenoides nas polpas pasteurizadas até o 
t120 indicou que a pasteurização foi mais eficaz 
que o branqueamento na inibição da velocidade 
das reações de degradação e, consequentemente, 
o retorno à fase de balanço negativo e declínio 
do teor dos carotenoides. A menor eficiência do 
branqueamento pode se justificar pela não inativação 
de todas as enzimas presentes no alimento10,11. dessa 
forma, estas enzimas, mesmo com atividade inibida 
pelo frio, podem apresentar atividade residual e, 
assim, provocar alterações químicas durante o 
armazenamento.

o maior teor de carotenoides nas polpas 
pasteurizadas em t180, em relação ao t0, refletiu 
o prolongamento da fase de balanço positivo entre 
t90 e t120. Este prolongamento retardou o retorno 
à fase de declínio permitindo que essas polpas, 
em t180, não se encontrassem em seu balanço 
negativo máximo, no qual seria possível observar 
teor de carotenoides inferiores a t0. Nas polpas 
branqueadas o balanço negativo máximo ocorreu 
próximo do t165 (figura 3). 

CONCLUSÃO

 o binômio branqueamento/congelamento 
mostrou-se eficaz para armazenamento da polpa 
de araticum até 90 dias, possibilitando o seu uso 
especialmente em nível domiciliar. Após esse 
período, recomenda-se o uso da pasteurização/
congelamento como método de conservação da 
polpa por até 180 dias.
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RESUMO 
Este trabalho avaliou a utilização de resíduo de goiaba (casca e semente) na formulação de barras de cereais 
com qualidade nutricional, fonte de fibras e boa aceitabilidade sensorial. foram formuladas quatro barras 
de cereais contendo proporções crescentes de resíduos de goiaba em substituição à aveia, flocos de arroz 
e gergelim (B15 % - 15 % de resíduos nos ingredientes secos, B30 % - 30 % de resíduos nos ingredientes 
secos, B50 % - 50 % de resíduos nos ingredientes secos e o Padrão – sem resíduos). As formulações foram 
analisadas quanto aos teores de umidade, cinzas, proteínas, lipídeos, carboidratos totais e fibra alimentar. 
foi realizada a Análise Sensorial por meio de testes de aceitação e de ordenação pela preferência. As 
formulações apresentaram em média 10,93 % de umidade, 60,55 % de carboidratos, 9,62 % de lipídeos, 
8,41 % de proteínas e 1,38 % de cinzas. A adição de resíduos às barras de cereais aumentou o teor de 
fibras e apresentou aceitabilidade satisfatória em todos os atributos sensoriais sem influência significativa  
(p ≥ 0,05) da proporção de resíduos, exceto na textura; B50 % demonstrou as menores médias. Não houve 
preferência por formulações específicas. A adição de resíduos proporcionou produto com qualidade 
nutricional, incremento de fibras alimentares e aceitabilidade sensorial, que contribuem para valorização 
de partes do fruto desperdiçadas pelas agroindústrias.
Palavras-chave. resíduo agroindustrial, barra de cereal, composição química, análise sensorial.

ABSTRACT 
This study evaluated the use of guava waste (peel and seed) in the cereal bars formulation and getting 
acceptable nutritional quality, good fiber source and sensory acceptability. four cereal bars were formulated 
with increasing proportions of guava waste instead of oats, rice flakes and sesame, being B15 % - 15 % 
of waste into the dry ingredients, B30 % - 30 % of waste into the dry ingredients, B50 % - 50 % of waste 
into the dry ingredients and the Standard - without “waste”. The formulations were analyzed for moisture, 
ash, protein, lipids, total carbohydrates and dietary fiber contents. Additionally, tests of acceptance 
and preference ordering were performed. The cereal bars had in average 10.93 % moisture, 60.55 % 
carbohydrate, 9.62 % lipid, 8.41 % protein and 1.38 % ash. The addition of waste in cereal bars increased 
the fiber contents and they showed satisfactory acceptability in all of the sensory attributes.  No significant 
influence of the proportions of waste was observed, except on the texture; and B50 % formulation showed 
the lowest mean.  There was no preference for specific formulations. Guava waste addition into cereal bars 
provides products with nutritional quality, increased dietary fiber and sensory acceptability, contributing 
to highly regard to the fruit parts and components wasted by agro-industries.
Keywords. agro-industrial waste, cereal bar, chemical composition, sensory analysis.

Artigo original/ original Article

Rev Inst Adolfo Lutz. 2015; 74(1):39-48 39

Rev Inst Adolfo lutz



Roberto BS, Silva lP, Macagnan ft, Bizzani M, Bender ABB. Qualidade nutricional e aceitabilidade de barras de cereais formuladas com casca e semente de 
goiaba. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2015;74(1):39-48.

40

INTRODUÇÃO

A demanda por alimentos nutritivos, 
seguros e funcionais está crescendo mundialmente, 
e a ingestão de alimentos com alto valor nutricional 
é a maneira correta de evitar ou mesmo corrigir 
problemas de saúde, como obesidade, diabetes, 
desnutrição, cardiopatias, entre outros, que têm 
origem, em grande parte, nos erros alimentares1, 2.

As barras de cereais podem atender a  esta 
tendência já que são elaboradas a partir da extrusão 
da massa de cereais de sabor adocicado e agradável, 
são fonte de fibras, vitaminas, sais minerais, 
proteínas e carboidratos digestíveis2. A expansão 
do mercado de barras de cereais vem se mostrando 
favorável e no contexto de produtos saudáveis tem 
levado a indústria alimentícia à diversificação de 
sabores e atributos dos mesmos3. o crescimento 
da comercialização desse produto é decorrente 
do resgate de hábitos alimentares saudáveis, bem 
como da recomendação do consumo regular de 
fibras por nutricionistas e órgãos oficiais. Este 
incentivo está baseado na constatação de que 
as fibras, embora não forneçam energia, são 
responsáveis por alterações benéficas nas funções 
gastrointestinais, regulando os níveis plasmáticos 
de glicose, colesterol e triacilgliceróis4-7, desta 
forma, controlando e/ou diminuindo o risco de 
certas doenças crônicas e degenerativas7. Em uma 
dieta equilibrada, sua ingestão pode reduzir o 
risco de algumas doenças, como as coronarianas e 
certos tipos de câncer8. 

Admitindo atributos sensoriais e benefícios 
à saúde, é pertinente reportar a necessidade em 
pesquisar novos ingredientes alimentícios, que 
permitam melhorar a qualidade nutricional a 
baixo custo e ampla aplicabilidade industrial. 
Nesse contexto, as indústrias beneficiadoras de 
frutas produzem grandes quantidades de resíduos 
que podem ser aplicados em benefício da saúde 
humana9, por apresentarem elevadas taxas de 
proteínas, fibras, minerais e vitamina C10,11. Além 
disso, o aproveitamento racional de tais resíduos 
contribuirá para reduzir seu descarte inadequado 
e minimizar os efeitos poluentes ao meio 
ambiente12.

A goiaba (Psidium guajava) pode ser 
considerada uma alternativa viável para a 

transformação de seus resíduos agroindustriais em 
produtos comercializáveis, devido ao seu alto valor 
nutritivo em relação aos flocos de arroz, gergelim 
e aveia, constituintes normalmente utilizados 
em barras de cereais, à sua excelente aceitação 
do consumo in natura, às suas características de 
sabor apreciadas para o consumo13 e, sobretudo, 
pela facilidade de manipulação de seus resíduos14. 
Considerando o exposto, este trabalho foi 
conduzido com a proposta de avaliar a utilização 
do resíduo industrial de goiaba, casca e semente 
(não foi encontrado na literatura risco toxicológico 
desta), na formulação de barra de cereais como 
fonte de fibras, que se caracteriza por produto 
sólido com mínimo de 3 % de fibras15, e aceitação 
sensorial satisfatória. 

MATERIAL E MÉTODOS

Matéria-Prima
Para extração de casca e sementes de goiaba, 

foram utilizados frutos do genótipo de polpa 
vermelha Psidium guajava “Paluma”, obtidos de 
cultivo orgânico, produzidos na área experimental 
do Colégio Politécnico da universidade federal de 
Santa Maria (ufSM), Santa Maria/RS. 

os frutos, colhidos no início da maturação, 
foram lavados um a um em água corrente. 
Posteriormente, foram submersos durante 15 
minutos em solução preparada com 10 ml de 
hipoclorito de sódio (2,5 %) em um litro de água 
e foram novamente enxaguados a fim de retirar os 
resíduos de cloro. Em seguida, foram separadas 
manualmente em casca e sementes. As frações casca 
e semente foram secas em estufa de circulação de 
ar (55 oC) por 72 h e 2 h, respectivamente, para 
permitir a moagem em micromoinho (0,5 mm 
a 0,3 mm). o material foi armazenado em sacos 
plásticos, sob congelamento, até o momento da 
confecção das barras de cereais. A composição 
química dos resíduos utilizados está descrita na 
tabela 1.

os ingredientes complementares para a 
elaboração das barras de cereais (xarope, sacarose, 
gordura, lecitina de soja, castanha, flocos de arroz, 
aveia, gergelim, uva passa, essência de baunilha e 
chocolate) foram obtidos no comércio da cidade 
de Santa Maria/RS.
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Elaboração das barras de cereais
foram elaboradas quatro formulações de barra 

de cereais com crescentes proporções de substituição 
das fontes de fibras (flocos de arroz, aveia e gergelim) 
de uma formulação padrão de barra de cereal por 
farinha de casca de goiaba e farinha de semente de 
goiaba, perfazendo 15 %, 30 % e 50 % de substituição 
dos ingredientes secos. As formulações teste foram 
desenvolvidas a fim de obter um produto com maior 
aporte de fibras e com características sensoriais 
aceitáveis. 

Como ingredientes para elaboração das 
barras de cereal, foram utilizados, além dos resíduos 
de goiaba, xarope de milho, gordura vegetal, sacarose, 
lecitina, castanha, flocos de arroz, aveia, gergelim, uva 
passa, essência de baunilha e chocolate (tabela 2). 

Inicialmente a castanha, flocos de arroz,  

aveia e gergelim foram tostados em forno a  
180 °C durante 15 minutos. Após, aqueceu-se o 
xarope, gordura vegetal, sacarose e lecitina em 
fogo brando (180 ºC) até atingir “ponto de fio”.  
Em seguida, incorporaram-se os ingredientes 
tostados, a essência, as farinhas de casca e de semente 
de goiaba, misturando todos os ingredientes durante 
2 minutos. Colocou-se a massa em forma refratária 
coberta com papel vegetal, para prensagem até 
espessura aproximada de 1,5 cm e moldagem da 
barra de cereal, deixando-a firme e lisa. o chocolate 
derretido em banho-maria foi colocado sobre essa 
massa, que, após repouso por cerca de 3 h, foi cortada 
em cubos e embalada em papel alumínio. As barras  
de cereais foram elaboradas com formato quadrangular, 
com boas características sensoriais e semelhantes ao 
produto convencional encontrado no mercado.

Parâmetros Porcentagem na matéria seca
Casca Semente

Proteína 4,4 ± 0,09 9,6 ± 0,21
fibra total 54,49 ± 1,04 64,73 ± 1,33
fibra Insolúvel 39,46 ± 0,88 59,59 ± 0,67
fibra Solúvel 15,03 ± 0,41 5,13 ± 0,37
lipídios 1,27 ± 0,11 11,3 ± 0,15
Cinzas 3,42 ± 0,17 0,82 ± 0,22
umidade 13,93 ± 0,59 5,87 ± 0,45

Resultados expressos em base úmida (média ± desvio padrão)

Tabela 2. formulação utilizada na elaboração das barras de cereal

INGREDIENTES Padrão B15 % B30 % B50 %
XAROPE DE AGLUTINAÇÃO

g %
Xarope 31,00 31,00 31,00 31,00
Gordura 1,20 1,20 1,20 1,20
Sacarose 5,30 5,30 5,30 5,30
lecitina 1,00 1,00 1,00 1,00
Total 38,5 % 38,5 % 38,5 % 38,5 %

INGREDIENTES SECOS
g %

Castanha 1,00 1,00 1,00 1,00
flocos 24,00 19,96 15,50 10,00
Aveia 24,00 19,20 15,50 9,80
Gergelim 4,00 3,20 2,40 1,20
uva passa 1,10 1,10 1,10 1,10
Casca pó 0,00 4,82 9,30 15,49
Semente pó 0,00 4,82 9,30 15,50
Essência 0,20 0,20 0,20 0,20
Chocolate 7,20 7,20 7,20 7,20
Total 61,5 % 61,5 % 61,5 % 61,5 %

Tabela 1. Composição química da farinha da casca e da semente de goiaba
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Caracterização química das formulações de 
barras de cereais

A determinação da composição química das 
barras de cereais foi realizada de acordo com métodos 
analíticos propostos pela AoAC16, em triplicata, sendo 
a matéria seca (MS) realizada em estufa a 105 ºC 
durante 12 h (método nº 925.09 da AoAC); cinzas  
(Cz) por incineração em mufla a 550 °C por 5 h  
(método nº 923.03); o teor de proteína bruta 
determinado pelo método de Kjeldahl (N x 6,25), 
nº 920.87 e o teor de fibra alimentar determinado 
conforme o método enzimático-gravimétrico 991.43, 
obtendo-se as frações de fibra alimentar total (ft), 
solúvel (fS) e insolúvel (fI) das amostras de barras 
de cereais, sendo que o conteúdo de fibra solúvel foi 
determinado observando-se a diferença entre fibra 
total e insolúvel. 

o teor de lipídeos das barras de cereais foi 
determinado pelo método de Bligh e dyer17, os 
carboidratos destas, foram estimados por diferença, 
subtraindo-se de cem os valores obtidos para 
umidade, proteínas, lipídios, fibra alimentar e cinzas. 
Para determinar o valor energético das barras de 
cereais, foram considerados os fatores de conversão 
de Atwater segundo Wilson, Santos e Vieira18 de  
4 kcal/g de proteína, 4 kcal/g de carboidrato e 9 kcal/g 
de lipídeo.

Análise Sensorial
Para a avaliação sensorial, o projeto foi 

submetido à aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
da ufSM, sob número do processo: 23081.015/2011-00, 
sendo aprovado (CAAE: 0171.0.243.000-11) em 
seus aspectos éticos e metodológicos de acordo com 
as diretrizes estabelecidas na Resolução 196/96 e 
complementares do Conselho Nacional de Saúde. 

As formulações teste foram submetidas aos 
testes: afetivo de aceitação e de ordenação quanto 
à preferência. os testes foram realizados em sala 
com cabines individuais, no laboratório de Análise 
Sensorial do departamento de tecnologia e Ciência 
dos Alimentos da ufSM, conduzido em grupo de 50 
adultos não treinados, de ambos os sexos. No teste 
afetivo de aceitação as amostras foram apresentadas 
de forma monádica separadamente e codificadas 
com número de três dígitos aleatórios. o grupo 
de provadores avaliou cada amostra quanto aos 
atributos cor, aroma, sabor, textura (sensação na 

boca), utilizando uma escala hedônica de 7 pontos  
(1 = desgostei muitíssimo, 4 = indiferente e 7 = gostei 
muitíssimo), além de avaliar a aceitação global do 
produto, atribuindo uma nota desta escala hedônia 
de 7 pontos citada anteriormente19.

o teste de ordenação quanto à preferência foi 
realizado em dia distinto da primeira análise. Nesse 
teste, as três amostras codificadas aleatoriamente 
com algarismos de três dígitos e, foram apresentadas 
ao provador para que ele as ordenasse conforme 
a intensidade de sua preferência (mais preferida, 
intermediária e menos preferida)19.

Análise estatística
os dados das análises químicas e afetivo 

de aceitação das formulações de barras de cereais 
foram expressos por meio de média, desvio-padrão e 
submetidos à análise de variância (ANoVA). A análise 
comparativa dos resultados foi realizada por meio 
do teste de tukey ao nível de significância de 5 %, 
utilizando-se o software SPSS versão 8.0. o teste de 
ordenação por preferência foi avaliado através do teste de 
friedman, utilizando a tabela de Newell e Macfarlane20 
para verificar se existe diferença entre as amostras.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Composição química das formulações de barra  
de cereal

Na tabela 3, é possível visualizar os resultados 
da análise química das barras de cereais formuladas 
com 15 %, 30 % e 50 % de substituição das fontes de 
fibra por casca e semente de goiaba, assim como a 
composição da formulação padrão (sem acréscimo 
dos resíduos).

A umidade das formulações testadas variou 
entre 9,14 % a 13,71 %, apresentando valores 
estatisticamente inferiores aos da formulação 
padrão (14,5 %), mas todas em concordância com 
o valor de 15 % regulamentado pela legislação, 
Resolução CNNPA nº12 de 1978, referente aos 
produtos à base de cereais21. Através dos resultados 
obtidos por Gutkoski et al1, observa-se que a 
umidade de barras de cereais aumenta com as 
reduções de sacarose e da concentração de fibra 
alimentar, ratificando a menor umidade para 
amostras contendo casca e sementes de goiaba, 
que incrementaram a porção fibrosa das barras.
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Em relação aos nutrientes analisados, as 
formulações teste apresentaram comportamento 
favorável na maioria dos parâmetros avaliados, 
principalmente observando o crescimento no 
valor de fibra alimentar. As formulações teste 
apresentaram valores de cinzas, que correspondem 
aos teores de minerais, superiores ao valor da 
formulação padrão diferindo estatisticamente entre 
si (p < 0,05), assemelhando-se aos encontrados na 
literatura para barras de cereais, cujos valores em 
g.100 g-1 foram 1,1322; 1,40 a 1,6123; 1,18 a 1,2124. o 
fator desencadeante do melhor aporte de minerais 
foi a casca utilizada nas substituições, com 3,42 % 
de minerais, aliado ao baixo teor de minerais 
presente no arroz e na aveia, uma vez que o conteúdo 
de cinzas totais em cereais pode variar de 0,3 a  
3,3 g/100 g-1 25. Considerando a disposição de 
proteínas nas formulações, casca e semente 
proporcionaram aumento de 1,63 % a 9,43 % no 
aporte proteico, comparado à formulação padrão. 
Esse efeito se deve ao maior teor de proteínas 
da semente, substituta dos flocos de arroz que 
apresentam menor teor proteico. os resultados são 
maiores quanto à formulação de barras de cereais 
apresentadas por Guimarães e Silva26 e Silva et al27 e 
menores que as formulações com polpa de Baru28.

Ao avaliar o teor de lipídios, fração mais 
calórica dos consti tuintes presentes nos alimentos 
e em especial, há maior rigor quando se trata de ali-
mentos funcionais ou de reduzido valor calórico1. 
A formulação padrão apresentou valor lipídico 
superior aos valores das formulações teste que não 
diferiram entre si. o alto valor encontrado pode 
ser explicado pela maior concentração de aveia na 

formulação padrão visto que este cereal contribui 
com conteúdo de óleo entre 4,00 e 11,00 %29 e pelo 
alto teor de lipídios do gergelim representando em 
torno de 50 % de sua composição30. 

As barras de cereais apresentaram elevação 
no teor de fibras à medida que se aumentou o 
percentual de resíduos, favorecendo as formulações 
B30 % e B50 % não apresentado diferença 
significativa (p ≥ 0,05) entre si, a formulação B15 % 
não diferiu estatisticamente (p ≥ 0,05) do padrão. 
Ressalta-se a importância desses resultados sabendo 
da carência do consumo de fibras pela população e de 
que várias doenças, como câncer de cólon e do reto, 
câncer de mama, diabetes, aterosclerose, apendicite, 
doença de Crohn, síndrome do intestino irritável, 
hemorroidas e diverticulite têm sido relacionadas 
com uma baixa ingestão de fibras alimentares1. 
os elevados teores de fibras alimentares permitem 
afirmar que as barras de cereais estudadas podem 
ser denominadas de alimento funcional de acordo 
com a legislação brasileira15, uma vez que se obteve 
formulações classificadas como ricas em fibras 
alimentares, que exige mínimo de 6 g de fibras/100 g 
(para alimentos sólidos) para tal classificação. As 
formulações testadas apresentaram teor de fibras 
alimentares de 2 a 3,8 vezes superior aos teores de 
fibras reportados por Guimarães e Silva26 em suas 
barras de cereais com murici-passa. Ao comparar 
as barras de cereais já existentes no mercado, como 
as de frutas vermelhas com chocolate, que possuem 
4,9 g de fibras em porção de 25 g (tamanho 
convencional de uma barra de cereal), as propostas 
de B30 % e B50 % fornecem 5,0 g e 6,1 g fibras por 
unidade de 25 gramas, respectivamente, atendendo 

Tabela 3. Composição química das formulações de barras de cereais

Parâmetro B15 % B30 % B50 % Padrão
umidade 9,14 ± 0,16d 13,71 ± 0,09b 9,94 ± 0,16c 14,50 ± 0,07a

Cinzas 1,28 ± 0,00c 1,41 ± 0,01b 1,45 ± 0,01a 1,13 ± 0,01d

Proteína 8,08 ± 0,26ab 8,70 ± 0,05a 8,46 ± 0,08ab 7,95 ± 0,14c

lipídios 9,50 ± 0,17b 10,13 ± 0,86b 9,22 ± 0,46b 12,75 ± 0,22a

fibra total 15,41 ± 3,51ab 19,94 ± 3,22a 24,71± 2,95a 7,6 ± 0,37b

fibra Insolúvel 8,23 ± 1,51bc 14,45 ± 1,27ab 19,22 ± 3,82a 4,46 ± 0,09c

fibra Solúvel 7,18 ± 1,99ns 5,48 ± 1,93ns 5,49 ± 0,87ns 3,1 ± 0,28ns

Carboidratos 65,72 ± 3,94ab 59,80 ± 4,02ab 56,14 ± 2,58b 70,55 ± 0,44a

Valor Calórico 380,73 ± 13,19b 365,21 ± 8,51b 341,43 ± 14,15b 428,72 ± 0,39a

ns: não significativo (p ≤ 0,05); Médias com letras iguais na mesma linha não diferem entre si (p ≤ 0,05) pelo teste de tukey; Resultados expressos em 
porcentagem de base úmida (média ± desvio padrão); teor de carboidratos calculado por diferença excluindo as fibras; Valor calórico expresso em 
kcal/100 g da barra de cereal
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às expectativas do consumidor. Adicionalmente, 
a ingestão de uma unidade de 25 g de qualquer 
produto testado perfaz, no mínimo, 12 % da 
ingestão diária necessária de fibras, admitindo a 
formulação B15 % e a ingestão diária recomendada 
de 30 g (RdA: 25 g a 30 g)31. deve-se salientar o 
ponto crucial deste aumento da fibra alimentar que 
ocorreu devido ao incremento notório das fibras 
insolúveis nas formulações teste. o teor variou 
de 8,23 % a 19,22 % entre os produtos testados, 
potencializado com o maior incremento de casca e 
semente em vista de serem materiais ricos na porção 
insolúvel das fibras. Essa porção das fibras age 
sobre a motilidade e sobre o tônus da musculatura 
do cólon, regulando o tempo de permanência do 
seu conteúdo e aumentando o volume fecal32. de 
fato, o aumento de volume de fezes reduz o tempo 
de trânsito, corrige a constipação e inibe alterações 
patológicas no intestino e no cólon, diminuindo o 
risco do aparecimento de hemorroidas ou de câncer 
ligado à presença de substâncias carcinogênicas 
estacionadas nessa fração do intestino por tempo 
mais ou menos longo, tais como NH3 e ácidos 
biliares degradados33. A porção solúvel, responsável 
por retardar o esvaziamento gástrico, a absorção 
da glicose e por reduzir o colesterol no soro 
sanguíneo34,35, não teve resposta significativa na 
substituição das fontes de fibras por ingredientes 
secos de casca e semente de goiaba, embora a 
formulação B15 % tenha apresentado valores 
numericamente maiores. Resultados semelhantes 
podem ser explicados pela alta representatividade 

da fibra solúvel, como β-glicanas na aveia36. Por 
outro lado, a formulação B30 % teve a melhor 
relação fibras solúveis/insolúveis, que, conforme 
figuerola et al37, a relação recomendada para uma 
boa dieta é de 1:2. Com base apenas nessa relação, 
a aplicabilidade dietética dessa formulação seria 
melhor indicada.

Como observado na tabela 3, houve 
decréscimo do valor calórico à medida que se 
adicionou resíduos da industrialização da goiaba 
às formulações, perfazendo redução energética de 
11,2 % a 20,4 %, o que foi decorrente do incremento 
de fibras nas formulações, no entanto as amostras 
enriquecidas não diferiram entre si (p ≥ 0,05) 
mas diferiram da amostras padrão (p < 0,05). Em 
estudo de Silva et al27, avaliando barra de cereal com 
resíduo de maracujá, o comportamento calórico 
foi condizente com o presente estudo, encontrando 
valores de 363,9 e 344,2 kcal.100 g-1, sendo a barra 
com adição de fibras advindas do resíduo capaz de 
reduzir o valor calórico do produto  em 5,4 %.

Análise sensorial
Análise sensorial é uma metodologia 

destinada a avaliar a aceitação de produtos no 
mercado, pesquisando os gostos e as preferências de 
consumidores. Com base nos resultados, é possível 
medir, avaliar e interpretar a percepção sensorial 
em relação ao produto analisado. o teste realizado 
pelo grupo de 50 adultos não treinados demonstrou 
boa aceitabilidade das formulações testadas para 
todas as características avaliadas (tabela 4).

Tabela 4. Valores médios da escala hedônica de 1 a 7 referentes a cor, aroma, sabor, textura e aceitação global  
em formulações de barras de cereais

Médias B15 % B30 % B50 % p

Cor 5,78 ± 0,79ns 5,64 ± 0,80ns 5,58 ± 0,95ns 0,469

Aroma 5,80 ± 0,76ns 5,78 ± 0,81ns 5,80 ± 1,07ns 0,602

Sabor 5,58 ± 1,27ns 5,60 ± 1,03ns 5,42 ± 1,07ns 0,322

textura 5,70 ± 0,99a 5,96 ± 0,86a 5,06 ± 1,08b 0,296

Aceitação Global 5,68 ± 0,91ns 5,72 ± 0,72ns 5,52 ± 0,78ns 0,438
ns: médias não diferem significativamente pelo teste de tukey a 5 % de significância; Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si  
(p ≤ 0,05) pelo teste de tukey



a adição de fibra na formulação normalmente 
aumenta a dureza das barras de cereais, afetando 
diretamente sua textura e, possivelmente, com 
a adstringência proporcionada pelos taninos, 
como já observada.

Analisando a aceitação global, as médias 
ficaram acima da intersecção que classifica as 
formulações como aceitáveis, embora não tenham 
apresentado diferença significativa (p ≥ 0,05). 
observa-se que a formulação B30 % apresenta 
numericamente a maior aceitação global, 5,72. 
Para a amostra B50 %, há a tendência de menor 
média, 5,52. Visivelmente as formulações são 
favoráveis em relação à formulação proposta 
por Silva et al27 com resíduo de maracujá o 
qual sofreu alteração negativa significativa na 
avaliação global com a maior adição (40 %) de 
resíduo.  

os resultados obtidos no presente 
trabalho demonstraram que as formulações 
propostas apresentam viabilidade tecnológica, 
de forma a garantir qualidade sensorial, além 
de serem condizentes com as exigências dos 
consumidores atuais que desejam produtos com 
qualidade sensorial, nutricional, e que agreguem 
benefícios à saúde, com baixo custo.

Na avaliação sensorial pelo teste de 
ordenação, comparando-se os módulos da 
diferença com a dMS (diferença mínima 
significativa) de 24, conforme a tabela de Newell 
e Macfarlane20, não houve diferença estatística 
significativa entre as amostras ao nível de 5 % 
de significância. Para melhor visualização dos 
resultados, o número de vezes escolhido em cada 
ordem foi transformado em escala percentual na 
construção do gráfico de perfil de preferência 
(figura 1). Assim, verificou-se que a amostra 
B15 % ficou em primeiro lugar o maior número 
de vezes, porém a formulação com maior 
incidência nas mais preferidas foi observada na 
amostra B30 %, a qual, embora tenha sido mais 
frequentemente escolhida como preferência 
secundária, poucas vezes foi escolhida como a pior 
amostra, ratificando os resultados encontrados 
na aceitação global dos produtos. 
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Não houve diferença significativa  
(p ≥ 0,05) nos atributos testados, exceto na 
textura, entre as formulações de barras de cereais, 
mostrando grande similaridade das amostras 
testadas. Esse fato demonstra que a casca e a 
semente adicionadas na barra de cereal acentuam 
a textura das barras, porém não são suficientes 
para alterar substancialmente os outros atributos 
sensoriais, resultando em produtos com boa 
qualidade sensorial e com a vantagem de serem 
alimentos funcionais (maior aporte de fibra). 

Nota-se que o possível escurecimento 
enzimático e caramelização da sacarose não 
afetaram a aceitabilidade quanto à cor das barras. 
o aroma condizente com a casca da goiaba foi 
visivelmente aceito pelos provadores oscilando 
entre médias de 5,78 a 5,80. 

o sabor é uma das características 
principais para a boa aceitação. Preconiza-se, 
neste parâmetro, conservar as características 
particulares do produto tradicional, no caso 
barra de cereal. As formulações desenvolvidas 
obtiveram as menores médias em relação ao 
sabor, comportamento também analisado em 
barras de cereais com resíduo de maracujá27.  
As médias variaram entre 5,42 e 5,60 não 
apresentando diferença significativa (p ≥ 0,05), 
indicando que o maior aporte de fibras e o 
aumento da adstringência das barras, atribuído 
à presença de taninos38, ao incorporar o resíduo 
nas formulações, interferiram de forma similar 
na aceitabilidade do sabor das formulações. 

A textura pode ser designada como atributo 
físico, perceptível pelos receptores mecânicos, 
táteis e eventualmente pelos receptores visuais e 
auditivos. Segundo Bourne39, esse parâmetro é o 
principal fator de rejeição em um produto e, neste 
estudo, foi o único parâmetro que apresentou 
diferença significativa (p < 0,05), admitindo que 
a maior quantidade adicionada de resíduos, B50 
%, altera a textura da formulação, ainda que esta 
concentração testada não desclassifique o produto, 
com média de 5,06. os valores discrepantes 
quanto à textura relacionam-se com o maior 
percentual de fibras, que segundo Izzo e Niness2, 
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CONCLUSÃO
 
os resultados obtidos neste trabalho 

permitem concluir que os percentuais de resíduo 
da industrialização da goiaba (casca e semente) 
utilizados aliam viabilidade tecnológica e 
nutricional às formulações de barra de cereal, 
apresentando incremento no teor de fibra 
alimentar, baixo valor lipídico e calórico, 
características sensoriais satisfatórias de modo 
que garantiram boa aceitação pelos provadores. 
Permite-se concluir também que o maior teor de 
casca e sementes nas barras de cereais não afetam 
a preferência dos consumidores.

Portanto, essas constatações tornam-se 
satisfatórias à medida que destacam novas fontes 
de fibras, desenvolvimento de novos produtos 
funcionais com baixo custo e potencial solução para 
o descarte de resíduos agroindustriais de goiaba.
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RESUMO 
o objetivo deste trabalho foi desenvolver bebidas elaboradas com extratos de arroz (quirera, integral 
parboilizado e integral) com sabores de mamão e maracujá, e estudar as características físico-químicas, 
sensoriais e microbiológicas. foram avaliados custo das formulações, aceitabilidade, contagem de 
bolores e leveduras, contagem de coliformes a 35 °C e a 45 °C, a presença de Salmonella sp e as demais 
características: composição centesimal, açúcares redutores, fibra alimentar, acidez titulável total, sólidos 
solúveis e potencial antioxidante. todas as bebidas podem ser consideradas alimentos funcionais, em 
função de seus teores de fibra alimentar total. No entanto, na bebida elaborada com o extrato de arroz 
integral parboilizado foram detectados os maiores teores de fibra alimentar total (2,37 g.100 g-1) e 
solúvel (1,20 g.100 g-1). A adição de extratos de arroz integral e integral parboilizado tornou a bebida de 
maracujá e mamão nutricionalmente mais rico em proteínas e lipídios. todas as bebidas foram aceitas pela 
população entrevistada com atributo intenção de compra de acima de 90 %, e apresentaram conformidade 
nos padrões microbiológicos exigidos pela legislação brasileira.  A quirera, o arroz integral e o integral 
parboilizado podem ser utilizados como ingredientes na formulação de bebidas à base de polpa de mamão 
e maracujá.
Palavras-chave. Oryza sativa l., desenvolvimento de produtos, bebidas, intolerância à lactose.

ABSTRACT 
This study aimed at developing drinks prepared with extracts of rice, sugar and flavored with papaya 
and passion fruit pulp, and to evaluate the physical-chemical, chemical, sensory and microbiological 
characteristics.  Cost of formulations, acceptability, yeast and mold counts and coliforms counting at  
35 °C and 45 °C  and Salmonella sp detection were investigated, and the additional features as chemical 
composition, sugars, dietary fiber, total titratable acidity, soluble solids and antioxidant potential. All of 
the drinks may be considered as functional foods  owing to their total dietary fiber contents. However, 
the extract prepared with parboiled brown rice showed the highest contents of total dietary fiber  
(2.37g.100 g-1) and of soluble one (1.20 g.100 g-1). The passion fruit and papaya pulps drink turned out 
to be nutritionally richer in proteins and lipids, by adding the brown rice and brown parboiled rice.  All 
of the drinks were accepted by the interviewed persons, being the purchase intention > 90 %, and their 
microbiological standards were in compliance with the Brazilian legislation. Broken rice, brown rice and 
brown parboiled rice may be used as ingredients in the papaya and passion fruit pulps-based beverages 
formulations. 
Keywords. Oryza sativa l., product development, beverage technology, lactose intolerance.
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INTRODUÇÃO

o Brasil é o maior produtor de arroz 
da América latina e o décimo maior produtor 
mundial, com produção anual (safra 2011/2012) 
de, aproximadamente, 11,66 milhões de 
toneladas1. 

o arroz é consumido, principalmente, na 
forma de grãos inteiros, como produto de mesa 
e seu aproveitamento como matéria-prima para 
a indústria de transformação é praticamente 
inexistente, especialmente, quando comparado 
com a utilização diversificada do produto em 
vários outros países. Para o consumo de mesa, 
são conhecidos três tipos de arroz em função da 
forma de processamento pós-colheita: integral, 
branco polido e parboilizado. Apesar de ser 
mais rico em nutrientes que o arroz polido 
(forma mais apreciada), o arroz integral é pouco 
consumido, restringindo-se a uma pequena 
parcela da população com hábitos de consumo 
mais sofisticados e de maior poder aquisitivo. 
Já o arroz parboilizado, que sofre tratamento 
hidrotérmico antes do descascamento, pode ser 
consumido na forma de parboilizado polido ou 
parboilizado integral.

As principais etapas do beneficiamento 
do arroz compreendem o descascamento (20 % 
da casca e 80 % de arroz integral), a brunição 
e o polimento (em que são retirados, parcial 
ou totalmente, o embrião e a maior parte da 
película que recobre o arroz integral)2. dessa 
etapa, resulta o farelo (ao redor de 8 % do 
volume do produto em casca). logo após, ocorre 
a separação das frações de grãos quebrados 
(aproximadamente 14 %) e inteiros (ao redor 
de 58 %), bem como a classificação dos grãos 
quebrados em grandes, médios e quirera2. Para 
a indústria de beneficiamento do arroz, a quebra 
de grãos é de extrema importância econômica, 
especialmente quando se atenta para a diferença 
de 80 % na valorização do produto inteiro em 
relação ao quebrado3.  o valor nutricional da 
quirera é comparável ao do arroz polido, pois 
somente a forma de apresentação é diferente 
(quebrado). o parboilizado e o parboilizado 
integral podem ser mais nutritivos que o polido e 
o integral, respectivamente, devido ao fato de que 

parte do conteúdo de vitaminas e sais minerais 
(solúveis em água), durante a parboilização, 
difunde-se no endosperma, caso o processo seja 
adequadamente controlado. uma alternativa 
para ampliar a utilização alimentar da quirera, 
do arroz integral e do integral parboilizado 
poderia ser a elaboração de bebidas compostas 
por extratos destes produtos e polpas de frutas. 

o mercado brasileiro de bebidas não 
alcoólicas está em plena expansão já há alguns 
anos, particularmente o de sucos e néctares de 
frutas e de bebidas à base de soja. Entretanto, 
estas últimas vêm sendo associadas a uma 
característica negativa, quanto à sua composição, 
pois possuem ao redor de 15 proteínas que 
podem causar alergias: a P34 e as globulinas 
2S, 7S, e 11S, o que é motivo de preocupação 
para os especialistas. A alergia alimentar é uma 
reação anormal em relação a algum componente 
presente no alimento, principalmente proteínas, 
provocando reações desagradáveis. Já a proteína 
do arroz apresenta boa digestibilidade (88 %) 
e hipoalergenicidade4. Assim, uma alternativa 
para substituir produtos elaborados com extrato 
de soja, na alimentação de pessoas alérgicas a 
esta, e/ou intolerantes à lactose, poderia ser o 
uso de bebidas elaboradas com extratos de arroz, 
a qual estimularia o consumo de quirera, arroz 
integral e arroz integral parboilizado. o processo 
de saborização com frutas já bem conhecidas 
e difundidas no mercado como o maracujá e 
o mamão, facilitaria também a inserção deste 
novo produto desenvolvido, além de, com a 
incorporação destes às formulações, há-se um 
ganho em relação ao aporte de substâncias 
essenciais na dieta humana, dentre as quais 
poderíamos citar a vitamina C e carotenóides5,6.

 logo, o objetivo deste trabalho foi 
desenvolver e avaliar as características físicas, 
químicas, sensoriais e microbiológicas de bebidas 
elaboradas com extratos de arroz (quirera, 
arroz integral e arroz integral parboilizado), 
saborizadas com mamão e maracujá.

MATERIAL E MÉTODOS

A quirera, o arroz integral, o arroz 
integral parboilizado, o mamão, o maracujá e o 
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açúcar foram obtidos em supermercado local. No 
momento da aquisição, as frutas apresentavam 
boa qualidade, frescas, compactas, firmes e 
isentas de doenças. 

os processos para obtenção dos extratos 
de quirera, arroz integral e arroz integral 
parboilizado foram análogos (3 tratamentos). 
Inicialmente, realizou-se lavagem de cada 
arroz em água potável corrente, a fim de se 
reduzir ou eliminar sujidades físicas. logo após, 
realizou-se o cozimento a 85 ºC por 20 minutos 
(quirera), 85 ºC por 30 minutos (arroz integral 
e arroz parbolizado). Para tal, foram utilizados 
fogão industrial de quatro bocas e panelas de 
alumínio com capacidade de 20 l, limpas e 
sanitizadas com solução de hipoclorito de sódio 
a concentração de 200 ppm. Nesses recipientes, 
foram adicionados, separadamente, os grãos 
de arroz e a quantidade de água estabelecida, 
conforme o andamento do processo de 
cozimento, sendo que a água utilizada não foi 
completamente evaporada. depois, realizou-se 
a desintegração em liquidificador doméstico 
dos grãos cozidos, utilizando a proporção de 
uma parte de produto cozido para duas partes 
de água, batendo-se por 5 min até obtenção de 
misturas homogêneas. os homogenatos foram 
filtrados em panos de algodão de malha fina 
(previamente esterilizados em autoclave), para 
retirada de qualquer material em suspensão na 
mistura. o permeado obtido, líquido opaco e 
esbranquiçado, foi denominado de extrato. A 
fim de completar o processamento das bebidas, 
realizou-se a saborização das mesmas, por meio 
da adição de polpas de mamão e de maracujá. 
Para tal, em cada bebida, utilizou-se 28 % de 
extrato (quirera de arroz, arroz integral ou arroz 
parbolizado), 29 % de polpa de maracujá, 29 % 
de polpa de mamão e 14 % de açúcar cristal. 
liquidificaram-se cada extrato com as polpas 
de frutas e o açúcar, por cinco minutos, até 
a total homogeneização dos ingredientes. As 
bebidas foram pasteurizadas a 65 °C, durante 
30 minutos, embaladas em recipientes plásticos 
de polietileno de alta densidade (PEAd) com 
tampas rosqueáveis, previamente sanificados 
(200 ppm de cloro ativo), e mantidos sob 
temperatura de refrigeração (5 ± 2 ºC), até 

avaliação microbiológica e sensorial (6 horas 
após). Amostras foram congeladas a -18 ± 2 ºC 
para posterior realização das análises físico-
químicas.

As análises físico-químicas realizadas 
foram: umidade, cinzas, pH e proteínas; 
lipídios; açúcares redutores; carboidratos, foram 
realizadas conforme AoAC International7; valor 
energético foi estimado conforme os valores de 
conversão de Atwater descritos em Wilson et al8; 
sólidos solúveis e o conteúdo de fibra alimentar 
total, solúvel e insolúvel foram determinados 
segundo AoAC International7; a capacidade 
antioxidante, in vitro, foi avaliada pelo teste do 
dPPH, descrito por Borguini e torres9. todas as 
análises foram realizadas em triplicata.

Realizou-se teste de aceitabilidade em 
supermercado, com 100 consumidores assíduos 
de bebidas não alcoólicos, não treinados, de 
ambos os sexos aleatoriamente e diferentes 
faixas etárias. As amostras foram apresentadas 
em copos plásticos de 25 ml a uma temperatura 
de 8 ºC ± 2 ºC. utilizou-se delineamento em 
blocos casualisados, designando-se de bloco 
cada provador e escala hedônica estruturada 
de 9 pontos, sendo 1 (desgostei muitíssimo) e 9 
(gostei muitíssimo), para avaliação da aparência, 
da cor, do aroma e do sabor, além da intenção 
de compra que foi obtida por meio de resposta 
afirmativa ou negativa para a aquisição do 
produto, conforme della Modesta10 (Comitê de 
ética número AAE25753913.6.0000.5083).

Para a avaliação microbiológica das 
bebidas desenvolvidas foram realizadas as 
análises do número mais provável por grama 
de amostra (NMP.g-1) de coliformes totais e 
coliformes a 45 °C, a presença ou ausência 
de Salmonella sp, e o número de unidades 
formadoras de colônias (ufC) de bolores e 
leveduras, segundo as metodologias propostas 
pelo ICMSf11. os resultados obtidos foram 
avaliados por meio de análise de variância e 
as médias foram comparadas pelo teste tukey  
(p > 0,05), utilizando o pacote estatístico 
SISVAR12, para análise dos dados. o custo das 
matérias-primas utilizadas nas formulações foi 
calculado, utilizando-se os preços do mercado 
varejista em maio de 2013.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

A composição centesimal e o valor 
energético das bebidas elaboradas com quirera de 
arroz (BQA), arroz integral (BAI) e arroz integral 
parboilizado (BAIP) saborizadas com mamão 
e maracujá estão apresentados na tabela 1. os 
teores de umidade, proteínas, fibra alimentar 
insolúvel e açúcares redutores, não diferiram  
(p > 0,05) entre os tratamentos. o teor de cinzas 
foi maior (p < 0,05) na bebida com arroz integral 
(BAI) e diferindo apenas da (BQA). o teor de 
lipídios foi menor (p < 0,05) na bebida com 
quirera de arroz e não diferiu entre as demais. os 
teores de fibra alimentar total e solúvel diferiram  
(p < 0,05) entre todos os tratamentos, assim como 
o valor energético. o teor de carboidratos totais foi 
menor na bebida com arroz parboilizado integral, 
não diferindo entre os demais tratamentos.

As bebidas apresentaram umidade 
elevada, devendo, obrigatoriamente, passar por 
processo térmico (pasteurização ou uHt) e 
ser mantida em temperatura de refrigeração. o 
arroz, o maracujá e o mamão são boas fontes de 
minerais, apresentando teores de cinzas de 0,30; 
0,50 e 0,88 g.100 g-1 para arroz polido, integral e 
integral parboilizado cozidos, respectivamente; 
e de 0,4 g.100 g-1 tanto para mamão como para 
maracujá, conforme dados da tabela Brasileira 
de Composição de Alimentos da universidade de 
São Paulo – tBC13.  

Com relação ao teor de proteína, frutas, em 
geral, não são boas fontes protéicas. Maeda et al14, 

ao estudarem néctar de camu-camu (Myrciaria 
dúbia McVaugh), encontraram baixo teor deste 
macro nutriente (0,049 g.100 g-1), porém, muito 
menor que o das bebidas a base de extratos de arroz, 
devido, possivelmente, a incorporação da proteína 
deste cereal, que apresenta, em média, 7 g.100 g-1 

no arroz polido e  8-9 g.100 g-1 no integral15.
o teor de lipídios foi menor na bebida 

elaborada com extrato de quirera de arroz, pois 
segundo Vieira e Carvalho 16, o maior percentual de 
lipídios do grão de arroz se encontra no gérmen e em 
suas camadas mais periféricas, que são removidas 
no arroz polido e, conseqüentemente, na quirera 
de arroz. Assim, a utilização dos extratos de arroz 
integral e arroz parboilizado integral em bebidas a 
base de néctar de frutas é uma forma de aumentar 
seu valor nutricional, pois o arroz integral apresenta 
índices mais elevados de proteínas, lipídios, fibras, 
sais minerais como fósforo, ferro e potássio e 
vitaminas como a tiamina, riboflavina e niacina17.

A presença de fibras alimentares nos 
alimentos é de grande interesse na área da saúde, 
já que têm sido relatados numerosos estudos que 
relacionam essas com a prevenção de enfermidades. 
Por outro lado, é importante, também, conhecer o 
tipo de fibra presente em cada alimento, pelo menos 
quanto a sua solubilidade em água, tendo em vista 
que, embora existam efeitos fisiológicos relacionados 
com a fração fibra total, existem outros, como a 
redução da colesterolemia e da glicemia, que têm 
sido mais relacionadas com a fração solúvel da fibra 
atuando na redução dos níveis de triglicerídeos 
sanguíneos e são parcialmente metabolizadas por 

Tabela 1. Composição centesimal, fibra alimentar e açúcares redutores das bebidas elaboradas com quirera de arroz 
(BQA), arroz integral (BAI) e arroz integral parboilizado (BAIP) saborizadas mamão e maracujá

Nutriente (g.100 g-1) Tratamentos1

BQA BAI BAIP
umidade 74,8 ± 1,95A 76,58 ± 1,69A 81,27 ± 2,35A

Cinzas 1,16 ± 0,04B 1,55 ± 0,08A 1,42 ± 0,09A

Proteínas 0,45 ± 0,02A 0,48 ± 0,01A 0,47 ± 0,03A

lipídeos 0,05 ± 0,01B 0,50 ± 0,01A 0,50 ± 0,01A

fibra alimentar total 1,70 ± 0,10C 2,00 ± 0,10B 2,37 ± 0,15A

fibra alimentar insolúvel 1,00 ± 0,10A 1,00 ± 0,11A 1,17 ± 0,07A 
fibra alimentar solúvel 0,70 ± 0,00C 1,00 ± 0,00B 1,20 ± 0,10A

Açúcares redutores 11,99 ± 1,14A 11,06 ± 1,37A 11,98 ± 0,10A

Carboidratos 20,07 ± 0,31A 24,06  ± 0,23A 18,93 ± 0,12B

Valor energético* 79,85 ± 2,36C 102,66 ± 18,52A 84,78 ± 1,92B

1letras iguais na mesma linha não diferem entre si a 5 % de probabilidade de erro pelo teste tukey; *dado em kcal.100 g-1
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bactérias presentes na flora intestinal18.  Matsuura et 
al19, quantificando os componentes da fibra alimentar 
do maracujá (Passiflora edulis), encontrou 30,7 % de 
celulose; 27,8 % de pectina; 1,6 % de hemicelulose e 
1,1 % de lignina (todos em base seca). os teores de 
fibra total e solúvel encontrados na bebida elaborada 
com extrato de arroz parboilizado integral foram 
maiores (p < 0,05) que nas demais. Assim, devido a 
esse elevado teor de fibra alimentar total, as bebidas 
elaboradas com extratos de arroz, maracujá e mamão 
podem ser consideradas como alimentos funcionais, 
já que, alimentos líquidos com teor de fibras acima de 
1,5 g.100 g-1. Entretanto, as mesmas não podem ser 
consideradas como fonte de fibras uma vez que para 
essa caracterização, devem ser observados valores 
acima de 3 g/100 g20. Segundo Marlet et al21, em 2002, o 
consumo de fibras alimentares é de aproximadamente 
20 a 35 g por dia, ou 10 a 13 g de fibras/1000 kcal. Na 
prática, essa quantidade não é alcançada pela maioria 
dos brasileiros podendo as bebidas servir como uma 
alternativa para que a população brasileira alcance os 
níveis de consumo recomendados na dieta diária.

As bebidas a base de extratos de arroz 
forneceram baixos teores de carboidratos e valor 
calórico, quando comparados a alguns alimentos que 
são referidos na tACo22. Iha et al23, em estudo sobre 
néctares de maçã, encontraram valores de açúcares 
redutores entre 4,6 e 11,5 g.100 g-1 e Silva et al24  
em néctares de manga entre 6,23 e 10,0 g.100 g-1, 
além de valor calórico de 113 e 96 kcal.100 g-1 nas 
respectivas bebidas. 

outras características físico-químicas das 
bebidas elaboradas com quirera de arroz, arroz 
integral e arroz integral parabolizado saborizadas com 

mamão e maracujá estão apresentados na tabela 2. 
o pH é de suma importância para  

a formulação de bebidas, uma vez que não deve 
ser superior a 4,5, visto que acima deste valor pode 
favorecer o crescimento do Clostridium botulinum, 
caso o produto seja armazenado em vácuo ANVISA20. 
Neste estudo, verificou-se que as bebidas elaboradas 
com extratos de arroz apresentaram valores médios 
de pH abaixo de 4,5, sendo maior nas BAI e BAIP, 
que não diferiram entre si (p > 0,05). Estes valores 
são maiores que os encontrados em néctar de  
camu-camu (2,89)14 e próximos aos valores 
encontrados em néctar de maçã (3,0-3,5) por Iha 
et al23, néctar de manga (3,27-3,53) por Silva et 
al24  e néctar misto de mamão, maracujá e acerola  
(3,22-3,49) por Matsuura et al25. 

Chitarra e Chitarra26 indicam o teor de 
sólidos solúveis como parâmetro físico-químico que 
representa uma das melhores formas de avaliação do 
grau de doçura de um produto. Segundo a normativa 
n°12, de 4 de setembro de 2001, néctar de mamão e 
de maracujá devem possuir teor de sólidos solúveis 
mínimo de 10 e de 11 °Brix, respectivamente27.  
os teores de sólidos solúveis das bebidas elaboradas 
com extratos de arroz permaneceram entre 17,4 e 
22,8 °Brix, mostrando que, com a adição dos extratos 
de arroz ao néctar misto de maracujá e mamão, 
ocorreu aumento significativo de sólidos solúveis 
nos produtos finais. A BQA e BAI apresentaram 
os maiores teores de sólidos solúveis, diferindo da 
BAIP. No processo de parboilização ocorrem reações 
químicas entre os componentes do grão, devido ao 
efeito catalisador da temperatura, diminuindo a 
quantidade de substâncias solúveis por lixiviação.

Tabela 2. Características físico-químicas das bebidas elaboradas com quirera de arroz (BQA), arroz integral (BAI) e 
arroz integral parboilizado (BAIP) saborizadas mamão e maracujá

Características Tratamentos1

BQA BAI BAIP
pH 3,00 ± 0,04B 3,21 ± 0,03A 3,20 ± 0,05A

Sólidos solúveis* 22,8 ± 0,74A 21, 6± 0,67A 17,4 ± 0,68B

PA ext. etéreo** 3,05 ± 0,17B 3,88 ± 0,30A 3,55 ± 0,19A

PA ext. aquoso** 6,17 ± 0,30A 4,85 ± 0,23B 6,47 ± 0,41A

PA ext. alcoólico** 3,85 ± 0,21B 2,59 ± 0,23C 4,85 ± 0,38A

PA total** 13,07 ± 0,68B 11,32 ± 0,76C 14,87 ± 0,97A

1letras iguais na mesma linha não diferem entre si a 5 % de probabilidade de erro pelo teste tukey; *dado em (ºBrix); **dado em % de descoloração do radical 
dPPH; *** potencial antioxidante (PA) 
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A atividade antioxidante é a medida da 
capacidade das substâncias extraídas da matriz 
do alimento de seqüestrarem radicais livres ou 
de retardarem o processo de oxidação lipídica 
em um sistema controlado. A presença de 
diferentes componentes antioxidantes em tecidos 
vegetais, especialmente, frutas e hortaliças, faz 
com que seja relativamente difícil mensurar 
a atividade antioxidante de cada componente 
separadamente. desse modo, diversos métodos 
têm sido desenvolvidos para calcular a atividade 
antioxidante total das amostras. os pesquisadores 
têm testado diferentes solventes e métodos de 
extração para certificar a máxima solubilização dos 
antioxidantes9. Quanto à atividade antioxidante 
nas bebidas desenvolvidas neste experimento, 
BAIP apresentou resultados superiores em relação 
àqueles apresentados pelas outras formulações.  
tal resultado pode ser devido aos diferentes tipos 
de arroz utilizado nas bebidas desenvolvidas, uma 
vez que o arroz parbolizado apresenta um teor mais 
elevado de compostos bioativos atuantes na captura 
de radicais livres. Pesquisas têm demonstrado o 
efeito benéfico de compostos fenólicos de diferentes 
fontes, inclusive do arroz, na saúde humana. Este 
efeito decorre de sua ação antioxidante, auxiliando 
na prevenção de danos celulares e de doenças 
crônicas, incluindo doenças cardiovasculares, 
envelhecimento, diabetes e câncer. No arroz, maior 
atividade antioxidante é observada nos grãos 
integrais e naqueles com pericarpo vermelho e 
preto, devido à maior concentração de polifenóis28. 
A utilização de três solventes de diferentes 
polaridades (éter etílico, etanol e água) possibilitou 
a solubilização de compostos mais polares (extrato 
aquoso), de polaridade intermediária (extrato 

alcoólico) e apolar (extrato etéreo) da amostra em 
estudo. Nota-se que a maior atividade antioxidante 
das bebidas foi encontrada no extrato aquoso, 
mostrando que, mesmo após o processamento 
térmico, as bebidas mantiveram a capacidade de 
seqüestrar radicais livres.

os escores médios obtidos no teste de 
aceitabilidade, a intenção de compra e o custo das 
bebidas elaboradas com quirera de arroz (BQA), 
arroz integral (BAI) e arroz integral parboilizado 
(BAIP) saborizadas com mamão e maracujá estão 
apresentados na tabela 3. 

todos os atributos avaliados no teste de 
aceitabilidade obtiveram escores médios entre oito 
(gostei muito) e nove (gostei extremamente), e não 
diferiram (p < 0,05) entre si, constatando a boa 
aceitabilidade de qualquer uma das formulações 
desenvolvidas com extratos de arroz. Resultados 
inferiores foram detectados por Silva et al29, ao 
desenvolver barras alimentícias incorporadas com 
farinhas de frutos do cerrado.

 A adição de quirera na formulação pode 
resultar em redução do valor do produto final, 
entretanto, sabe-se que não só as melhorias no 
desenvolvimento de novas formulações mais 
nutritivas e baratas determinam o preço final do 
produto, uma vez que impostos, mão de obra, 
atravessadores dentre outras variáveis podem 
encarecer o produto final. Não obstante, ressalta-se 
que o desenvolvimento da bebida pode ser uma 
forma viável de aproveitamento de resíduos 
oriundos do beneficiamento do arroz. Como não 
há a adição de conservantes, nas formulações, é 
importante salientar que novos estudos devem 
ser feitos, relacionando-os a vida útil do produto 
desenvolvido neste trabalho.

Tabela 3. Escores médios dos atributos obtidos no teste de aceitabilidade, intensão de compra e custo das bebidas elaboradas 
com quirera de arroz (BQA), arroz integral (BAI) e arroz integral parboilizado (BAIP), saborizadas mamão e maracujá

Escore Tratamentos1

BQA BAI BAIP
Aparência 8,57 ± 1,01A 8,56 ± 1,09A 8,59 ± 1,24A

Cor 8,62 ± 1,02A 8,59 ± 1,05A 8,51 ± 1,03A

Sabor 8,27 ± 1,25A 8,10 ± 1,43A 8,27 ± 1,65A

odor 8,35 ± 1,34A 8,20 ± 1,46A 8,37 ± 1,73A

Intensão de compra (%) 93 90 95
Custo (R$.l-1) 2,90 3,08 3,21

1 letras iguais na mesma linha não diferem entre si a 5 % de probabilidade de erro pelo teste tukey
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os resultados médios das análises 
microbiológicas das bebidas elaboradas com 
quirera de arroz (BQA), arroz integral (BAI) e 
arroz integral parboilizado (BAIP), saborizadas 
com mamão e maracujá apresentaram ausência 
de bolores e leveduras, Salmonella sp, coliformes 
totais e coliformes termo-tolerantes; estando dentro 
dos limites estabelecidos pela RdC n°12, de 02 de 
janeiro de 2001, que preconiza padrões máximos 
de 104 ufC.g-1 para bolores e leveduras, 102 NMP.g-1 
para coliformes a 45 °C e ausência de Salmonella sp. 
em 25 g de amostra, para néctares de frutas27.

CONCLUSÃO 

os extratos de arroz podem ser utilizados 
como ingredientes na formulação de bebidas 
funcionais, sendo ótima alternativa para 
consumidores com intolerância à lactose e/ou 
alérgicos a produtos derivados de soja; além de 
incrementar o consumo de quirera, arroz integral e 
integral parboilizado.

A adição de extratos de arroz na formulação 
de bebidas com mamão e maracujá melhora o 
valor nutricional do produto, sendo considerado 
alimento rico em fibras, além de ter significativo 
potencial antioxidante. os produtos apresentam 
alta aceitabilidade entre os consumidores, estando 
dentro dos padrões microbiológicos estabelecidos 
pela legislação brasileira vigente.
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RESUMO 
o presente estudo pesquisou o melhor algoritmo de testes laboratoriais para efetuar o diagnóstico de 
infecção por vírus linfotrópicos de células t humanas dos tipos 1 (HtlV-1) e 2 (HtlV-2) em pacientes 
HIV-1 positivos. Amostras de sangue de 1.608 pacientes do CRt dSt/Aids-SP foram analisadas quanto 
à presença de anticorpos específicos usando-se dois ensaios de triagem (EIA Murex HtlV-I+II e Gold 
ElISA HtlV-I/II), dois confirmatórios [HtlV Blot 2.4 (Western Blot – WB) e INNo-lIA HtlV I/II 
(line ImmunoAssay - lIA)] e um molecular (PCR em tempo real pol). Na triagem foram detectados 
51(Murex) e 49 (Gold ElISA) soros reagentes. Pelo WB, 23 soros confirmaram infecção por HtlV-1, 
12 HtlV-2, seis HtlV e nove apresentaram perfis indeterminados. o lIA detectou 24 soros HtlV-1 
positivos, 20 HtlV-2 e seis HtlV. A PCR evidenciou segmento pol de HtlV-1 em 18 e HtlV-2 em 12 
amostras de sangue. Pelos testes confirmatórios, em 50 pacientes foi confirmada a infecção por HtlV: 
25 HtlV-1 (1,55 %), 21 HtlV-2 (1,31 %) e quatro HtlV (0,25 %). As sensibilidades do lIA, WB e 
PCR foram de 96 %, 76 % e 60 %, respectivamente. Considerando-se apenas o custo, o melhor algoritmo 
diagnóstico para população infectada pelo HIV-1 foi o uso da PCR seguida do lIA. 
Palavras-chave. HtlV-1/2, diagnóstico, sorologia, PCR, coinfecção HIV-1/HtlV, algoritmo de testes 
laboratoriais.

ABSTRACT 
The present study aimed at investigating the best algorithm definition to be employed for diagnosing the 
human t lymphotropic virus type 1 (HtlV-1) and type 2 (HtlV-2) in HIV-1 infected/Aids patients. 
Blood samples of 1,608 HIV-1 infected patients from the AIdS Reference Center (CRt dSt/AIdS-SP) 
were tested for the presence of HtlV-1/2 antibodies using two screening assays (EIA Murex HtlV-I+II, 
and Gold ElISA HtlV-I/II), and confirmed by two Blots [HtlV Blot 2.4 (Western Blot –WB) and INNo-
lIA HtlV I/II (line ImmunoAssay - lIA)], and one molecular assay (pol real-time PCR). The screening 
tests detected 51(Murex) and 49 (Gold ElISA) reagents sera. WB , confirmed 23 HtlV-1, 12 HtlV-2, 
six HtlV, and nine showed HtlV indeterminate profiles. lIA confirmed 24 HtlV-1, 20 HtlV-2, and 
six HtlV. PCR detected 18 HtlV-1- and 12 HtlV-2-infected blood samples. By using any confirmatory 
assay, 50 patients confirmed HtlV infection: 25 HtlV-1 (1.55 %), 21 HtlV-2 (1.31 %) and four HtlV 
(0.25 %). The sensitivity of lIA, WB and PCR assays were 96 %, 76 % and 60 %, respectively. By considering 
the assays cost as the sole variable, the best testing algorithm for diagnosing HIV-1/HtlV-coinfection in 
HIV-1 infected patient was the use of PCR followed by lIA technique. 
Keywords. HtlV-1/2, diagnosis, serology, PCR, HIV-1/HtlV-coinfection, algorithm tests.
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INTRODUÇÃO

os vírus linfotrópicos de células t humanas 
dos tipos 1 e 2 (HtlV-1 e HtlV-2) foram os 
primeiros retrovírus humanos a serem descritos, 
seguido do vírus da imunodeficiência humana 
(HIV-1)1-3. Por compartilharem das mesmas vias 
de transmissão, não é raro que ocorra a coinfecção 
HIV-1/HtlV. Estudos revelam que a coinfecção     
HIV-1/HtlV pode interferir no desenvolvimento 
e instalação da Síndrome da Imunodeficiência 
Adquirida (Aids), variando de acordo com o tipo 
viral. Na infecção conjunta HIV-1/HtlV-1; por 
ambos os vírus terem tropismo por linfócitos t 
Cd4+ pode haver progressão rápida para Aids pelo 
fato do HtlV-1 imortalizar a célula e aumentar o 
número de células t Cd4+ e, consequentemente 
aumentar a replicação viral de reservatórios 
latentes4-6. Ao mesmo tempo, valores de Cd4+ 
elevados interferem no início do tratamento 
antirretroviral, pois pode levar à falsa idéia de 
controle da replicação viral e de doenças4. Em 
casos de coinfecção HIV-1/HtlV-2; pode ocorrer 
redução da replicação do HIV-1 e progressão lenta 
para a síndrome, tornando-se um fator protetor. 
Esta proteção tem sido relacionada à resposta 
imune inata e a produção de quimiocinas que 
se ligam ao CCR5 (co-receptor para o HIV-1), 
impedindo sua penetração na célula hospedeira. 
Este tipo de coinfecção costuma ser frequente 
entre usuários de drogas injetáveis (udIs)7,8. desta 
forma, faz-se necessário não só o diagnóstico 
da coinfecção HIV-1/HtlV, mas também o 
diagnóstico laboratorial final; com a diferenciação 
do tipo viral presente na dupla infecção.

desde 1998, o Instituto Adolfo lutz de São 
Paulo realiza a sorologia para HtlV-1/2  
em amostras de sangue provenientes de 
Ambulatórios de Especialidades do SuS e de 
Centros de  Referência em Aids e, desde então,  
relata dificuldades no diagnóstico, principalmente 
de infecção por HtlV-29-16. Mesmo com as 
adaptações dos kits e a melhora na especificidade 
dos ensaios sorológicos para estas infecções virais, 
não existe até hoje um teste que seja 100 % sensível  
e específico para detectar todos os casos de infecção 
por HtlV-1 e principalmente por HtlV-2 no 
Brasil10,11,13,17-21. desta forma, alguns problemas 

como baixa sensibilidade e especificidade dos 
testes de triagem sorológica9-12,14,15,18 e a necessidade 
de se reavaliar o valor do cut off da reação13 foram 
encontrados. Ainda, devido ao grande número 
de soros com padrão indeterminado no teste 
confirmatório de Western Blot (WB), ao redor 
de 35 %, foi sugerida a implantação de ensaios 
moleculares para confirmação diagnóstica12,15,22. 
de fato foi proposta a utilização da PCR em vez 
de WB como ensaio de confirmação da infecção 
HtlV-1/2, mas um estudo piloto realizado com 
casuística de São Paulo detectou baixa sensibilidade 
da PCR quando aplicada em amostras de sangue 
provenientes de pacientes com HIV-1/Aids23. 
desta forma, o presente estudo objetivou ampliar 
e confirmar os resultados anteriormente obtidos; 
comparando o desempenho dos testes sorológicos 
de triagem e confirmatórios disponíveis no 
mercado, assim como da PCR em tempo real (pol) 
para definir o melhor algoritmo de diagnóstico 
de infecção por HtlV-1 e HtlV-2 aplicado à 
população infectada pelo HIV-1/Aids.

MATERIAL E MÉTODOS

Casuística
No período entre agosto de 2013 a maio de 

2014, pacientes atendidos no Centro de Referência 
e treinamento em doenças Sexualmente 
transmissíveis e Aids de São Paulo (CRt dSt/
Aids-SP) foram convidados a participar do estudo 
de forma aleatória de acordo com a sua ida ao 
laboratório para coletar amostras para os exames 
de rotina de contagem de linfócitos t Cd4+, 
linfócitos t Cd8+ e quantificação da Carga Viral de 
HIV-1. Após assinarem termo de Consentimento 
livre e Esclarecido (tClE) e responderem 
questionário tiveram seu sangue coletado em tubo 
contendo EdtA para a separação de plasma e 
células para as análises laboratoriais. o grupo de 
estudo compreendeu 1.608 pacientes atendidos 
neste Centro. No questionário houve coleta de 
dados sócio-demográficos, epidemiológicos, 
clínicos, laboratoriais e, quando necessário, 
foram obtidos dados complementares através do 
prontuário do paciente. As amostras de sangue 
foram encaminhadas ao Instituto Adolfo lutz para 
análise.



Campos KR, Gonçalves MG, fukasawa lo, Costa NA, Barreto-damião CH, Magri MC et al. Comparação de testes laboratoriais para o diagnóstico de infecção 
por vírus linfotrópicos de células t humanas do tipo 1 (HtlV-1) e tipo 2 (HtlV-2) em pacientes infectados por HIV-1. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 
2015;74(1):57-65.

59

foram incluídos pacientes com infecção 
por HIV-1 confirmada segundo critérios do 
Ministério da Saúde, maiores de 18 anos e, que 
realizavam acompanhamento regular no CRt 
dSt/Aids-SP.

Aspectos Éticos
o projeto foi aprovado pelo Comitê 

Científico e diretoria Geral do IAl (CtC 
# 106d/2013) e pelos Comitês de Ética das 
Instituições envolvidas, CEPIAl parecer 187.709, 
e CEP CRt, parecer 201.697, e foi cadastrado 
na Plataforma Brasil sob número CAAE 
11302512.0.0000.0059.

Preparo das amostras
Amostras de sangue total coletadas em tubo 

contendo EdtA e separadas após sedimentação 
espontânea em plasma e em leucócitos do sangue 
periférico (PBl) depois de choque hipotônico 
foram armazenadas em freezer a -20 °C.

Sorologia
A triagem dos 1.608 plasmas para 

detecção de anticorpos anti-HtlV-1/2 foi 
realizada usando dois kits comerciais: Murex 
HtlV-I+II, diasorin, uK e o Gold ElISA 
HtlV-I+II, REM, SP, Br (ambos de 3ª geração, 
contendo peptídeos sintéticos e/ou proteínas 
recombinates como antígenos e conjugado). 
Como testes confirmatórios de Western Blot 
(WB) e imunoensaio de linha (Line ImmunoAssay 
- lIA ) foram utilizados os kits HtlV Blot 2.4, 
MP Biomedicals, uSA e o INNo-lIA HtlV I/
II, Innogenetics, Belgium. todas as reações 
seguiram as instruções dos fabricantes.

PCR em tempo real
A extração de dNA com os PBl foi 

realizada usando sistema robotizado da Roche 
(Extrator MagNA Pure lC 2.0) e o Kit MagNA 
Pure lC dNA isolation Kit I, Roche diagnostics 
GmbH Roche Applied Science-Mannheim, 
Germany, conforme orientação do fabricante.

Para a PCR em tempo real qualitativa  
foi utilizado o sistema Taq Man® (Applied 
Biosystems, uSA) de três sequências alvo: o gene 
da albumina humana como controle endógeno e 

os genes pol de HtlV-1 e de HtlV-2. os primers 
e sondas, assim como os protocolos de reação 
foram os descritos por Costa et al12,23.

Análise dos dados
Após a coleta das informações, foi 

constituído um banco de dados utilizando o 
programa Epi Info versão 3.5.4 para Windows, 
e usado o teste do Qui-Quadrado (múltiplos 
grupos) ou exato de fisher (dois grupos) para a 
análise das variáveis categóricas.

Para as variáveis contínuas (densidade 
óptica nos ensaios imunoenzimáticos) foram 
usados os testes não paramétricos de Kruskal-
Wallis (múltiplos grupos) ou Mann-Whitney 
(dois grupos), usando o programa estatístico 
GraphPad Prism 3.0. foram consideradas 
associações estatisticamente significantes quando 
p ≤ 0,05.

Para avaliação de custo/efetividade dos 
testes confirmatórios (WB, lIA e PCR em tempo 
real) foram considerados os valores de R$ 210,00 
para cada teste WB, R$ 230,00 para cada teste 
lIA e R$ 82,95 para a PCR em tempo real pol, 
tomando como base cotação de preços de julho 
de 2014 e avaliados diferentes algoritmos.

RESULTADOS

As características demográficas, clínicas 
e laboratoriais da população coinfectada 
HIV-1/HtlV são apresentadas na tabela 1. A 
média de idade desta população foi de 50 anos. 
Houve alta prevalência de hepatite B e C, s 
endo 44 % e 70 % dos pacientes infectados por estes 
vírus respectivamente. As médias de contagens 
de linfócitos t Cd4+ e t Cd8+ em cel/mm3 não 
mostraram diferença significante nos grupos 
HIV-1/HtlV-1, HIV-1/HtlV-2 e HIV-1/HtlV. 

 Noventa e quatro por cento dos casos de 
coinfecção HIV-1/HtlV se encontravam em uso 
de terapia antirretroviral.  Setenta por cento dos 
pacientes (15 HtlV-1, 17 HtlV-2 e três HtlV) 
apresentaram carga viral de HIV-1 abaixo do limite 
de detecção do teste utilizado. No entanto, quando 
havia vírus circulante as médias de carga viral 
foram baixas, sendo maior nos casos de coinfecção 
HtlV-1 em relação ao HtlV-2 e HtlV (tabela 1).
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das 1.608 amostras analisadas, os testes de 
triagem detectaram 51 (Murex) e 49 (Gold ElISA) 
plasmas reagentes.

Pelo teste de WB houve confirmação 
de positividade para HtlV-1 em 23 amostras, 
12 HtlV-2, seis HtlV, nove mostraram perfil 
indeterminado e uma resultou negativa. Pelo teste 

lIA, confirmou-se 24 HtlV-1, 20 HtlV-2, seis 
HtlV e uma negativa. Já a PCR em tempo real 
detectou 18 amostras positivas para HtlV-1 e 12 
para HtlV-2, uma das quais o Gold ElISA havia 
resultado inconclusivo (do/Co = 0,9) e duas com 
perfil HtlV não tipado no WB e lIA (figura 1). 
Assim, o kit Murex mostrou-se mais sensível.

Tabela 1. Características demográficas, clínicas e laboratoriais de pacientes coinfectados HIV-1/HtlV do CRt dSt/
AIdS-SP, São Paulo, Brasil

Características demográficas, 
clinicas e laboratoriais

HTLV-1 HTLV-2 HTLV

(n=25)a (n=21)a (n=4)a

Idade em anosb 49,3 (28-66) 50,6 (45-68) 50,5(48-53)

Gênero    

Masculino 15 (60 %) 9 (52,9 %) 2 (50 %)

feminino 10 (40 %) 12 (47,1 %) 2 (50 %)

Coinfecção HCV 17 (68 %) 15 (71,4 %) 3 (75 %)

Coinfecção HBV 12 (48 %) 9 (42,8 %) 1 (25 %)

Use de TARV 23 (92 %) 21 (100 %) 3 (75 %)

Mediana de CD4 cel/mm3 433,66 (9-1150) 520,95(65-1089) 464,5(65-944)

Mediana de CD8 cel/mm3 850,4(230-2277) 809,3(330-1737) 1210(653-2386)

Mediana de Carga Viral HIV 
cópias 53912,8 (<lim-221348) 1627,66 (<lim-2705) 225 (<lim-900)

WB 23 (92 %) 12 (57,1 %) 3 (75 %)

LIA 24 (96 %) 20 (95,2 %) 4 (100 %)

PCR 18 (72 %) 12 (57,1 %) 2 (1 HtlV-1 e 1 HtlV-2)

Legenda: atotal de casos positivos para este tipo viral considerando os resultados dos três ensaios confirmatórios. bmédia de idade (mínima e máxima); 
n= número de pacientes; HCV= vírus da hepatite C; HBV= vírus da hepatite B; tARV= terapia antirretroviral; WB= Western Blot 2.4; lIA= Line 
ImmunoAssay; PCR= reação em cadeia da polimerase em tempo real (pol)
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uma análise mais cuidadosa dos valores 
da relação entre a densidade óptica sobre o valor 
de corte “cut off” (do/Co) mostrou que o kit 
Gold ElISA apresentou média mais baixa nos 
casos de infecção por HtlV-2 quando comparada 
ao kit Murex. As médias obtidas pelos dois 
kits considerando os resultados do WB/PCR e 
do lIA/PCR mostraram diferença significante 
para os casos de HtlV-1, HtlV-2 e HtlV (p 
= 0,0006 e p = 0,025), no entanto quando os 
kits Murex e Gold ElISA foram analisados de 
forma pareada, não houve diferença significante 
(figura 2). A sensibilidade e especificidade 
do kit Murex com esta casuística foi de  
100 % e 99 %, e a do Gold ElISA de 98 % e 100 %, 
respectivamente.

A coinfecção por HtlV foi confirmada, 
considerando o resultado positivo em qualquer 
um dos três ensaios confirmatórios (WB, lIA ou 
PCR), assim, foi possível detectar a coinfecção  
HIV-1/HtlV em 50 pacientes: 25 HIV-1/HtlV-1 
(1,55 %), 21 HIV-1/HtlV-2 (1,31 %) e quatro 
HIV-1/HtlV (0,25 %). As sensibilidades dos testes 
lIA, WB e PCR em tempo real foram de 96 %, 
76 % e 60 %, respectivamente.

Em relação ao custo-benefício os possíveis 
algoritmos de testes confirmatórios de infecção 
por HtlV-1/2 estão representados na tabela 2, 
onde o algoritmo C (que usa a PCR como primeiro  
teste confirmatório) apresentou menor custo, 
embora a melhor eficiência tenha sido do lIA 
(algoritmo B).

 Figura 1. Algoritmo realizado para triagem e confirmatório da infecção pelos vírus HtlV-1/2 em pacientes HIV-1

 legenda: INd (perfil indeterminado)
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Figura 2. Resultados de do/Co obtidos com os kits Murex e Gold ElISA dos casos de coinfecção HIV-1/HtlV em 
relação aos resultados de WB e PCR em tempo real pol para HtlV-1 e HtlV-2 [A e B] e em relação aos resultados de 
lIA e PCR em tempo real pol para HtlV-1 e HtlV-2 [C e d] usando GraphPad Prism e os programas estatísticos de 
Kruskal-Wallis ANoVA [A e C] (p = 0,0006 e p = 0,025 respectivamente) e Mann-Whitney u-test [B e d]

Tabela 2. Relação custo-benefício de algoritmos de testes confirmatórios de infecção por HtlV-1 e HtlV-2 utilizados 
em pacientes infectados por HIV-1

Custo-Benefícios dos Algoritmos Aplicados a Pacientes HIV-1/Aids

Algoritmo A Algoritmo B Algoritmo C

Teste Custo Teste Custo Teste Custo
Western Blot

R$ 10.710,00
Line ImmunoAssay

R$ 11.730,00 
PCR em tempo real

R$ 4.230,45 
(n=51) (n=51) (n=51)
PCR em tempo real

R$ 1.327,20 
PCR em tempo real

R$ 497,70 
Line ImmunoAssay

R$ 4.830,00 
(n=16) (n=6) (n=21)

Custo total R$ 22.313,78  R$ 12.227,70  R$ 9.060,45 
Legenda. Algoritmo A: sequência de ensaios confirmatórios utilizados atualmente no diagnostico da infecção por HtlV1/2 no Instituto Adolfo lutz; Algoritmo 
B: melhor algoritmo confirmatório indicado para o diagnóstico de HtlV1/2 em população HIV/Aids; Algoritmo C: sugestão de algoritmo a ser aplicado visando 
apenas menor custo em laboratórios com estrutura para realizar ensaios de biologia molecular; Western Blot (HtlV Blot 2.4); line ImmunoAssay (INNo-lIA 
HtlV I/II); PCR em tempo real pol (Costa et al, 2011)
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DISCUSSÃO

diante das diversas modificações no 
formato e composição dos kits de triagem para 
diagnóstico da infecção por HtlV-1/2; em que 
os de segunda geração eram mais específicos 
enquanto os de terceira eram demasiadamente 
sensíveis, e por apenas um ensaio não ser 100 % 
sensível para detectar todas as amostras realmente 
infectadas14-16, o algoritmo adotado no Instituto 
Adolfo lutz consistia na triagem por dois ensaios 
imunoenzimáticos (um de segunda e outro de 
terceira geração). No entanto, atualmente só são 
comercializados kits de terceira geração (formato 
sanduíche e com antígenos recombinantes). 
desta forma, o presente estudo avaliou dois kits 
disponíveis no mercado, um de procedência 
nacional (Gold ElISA) e outro importado 
(Murex) com o intuito de verificar se os dois kits 
teriam um bom desempenho e consequentemente 
qualquer um dos dois poderia ser utilizado para 
rotina diagnóstica. Como apresentado na figura 
2, não houve diferença significante entre as do/
Co obtidas em ambos os testes p > 0,05, apesar 
de o Gold ElISA resultar inconclusivo em um 
caso positivo para HtlV-2. Entretanto, quando 
este kit for aplicado à rotina diagnóstica, deve-
se considerar a zona cinza. Este fato reforça as 
dificuldades já descritas em estudos anteriores 
encontradas para o diagnóstico de HtlV-2 em 
pacientes coinfectados por HIV-113. 

Não há um consenso em relação ao 
ensaio confirmatório a ser utilizado, conferindo 
assim, ausência de um padrão ouro para o 
diagnóstico desta infecção. desta forma, o WB 
ainda é o teste confirmatório mais utilizado 
em todo país, devido a sua disponibilidade no 
mercado e por ser uma técnica que não requer 
uma infraestrutura muito elaborada para sua 
realização. Costumava apresentar um alto número 
de padrões indeterminados principalmente 
em amostras também infectadas por HIV-115. 
Neste estudo observou-se que o percentual de 
indeterminados diminuiu para 18 % (9) sendo 
89 % dos casos HtlV-2, mostrando que mesmo 
com as modificações ocorridas durante o 
passar dos anos na composição das tiras (como 
incorporação de glicoproteínas recombinantes 

do envelope de HtlV-1 e de HtlV-2, juntamente 
com a proteína recombinante transmembrana 
Gd21 compartilhada por ambos)17, elas ainda 
têm baixa sensibilidade para os isolados de 
HtlV-2 brasileiros.

Buscando esclarecer os soros com perfil 
indeterminado, em 2010 Costa e colaboradores12,23 
propuseram a utilização da PCR em tempo real 
como teste confirmatório de primeira escolha, 
seguido do WB, uma vez que o Instituto tinha 
estrutura implantada para um teste molecular, 
embora a sensibilidade da PCR tenha sido mais 
baixa em relação ao WB21. Estes resultados 
foram confirmados no presente estudo. A 
baixa sensibilidade da PCR foi explicada pelo 
uso da terapia antirretroviral, que suprimiu 
a carga viral de HIV-1, e, provavelmente, de 
HtlV, uma vez que a maioria dos pacientes 
(70 %) apresentou carga viral abaixo do limite 
de detecção; no entanto a PCR foi capaz de 
discriminar dois casos de infecção HtlV não 
tipados (um HtlV-1 e um HtlV-2) pelo WB 
e lIA. Não foi detectada nenhuma correlação 
entre os resultados da PCR e o número de células 
Cd4 + e Cd8 +. Curiosamente e corroborando 
os resultados obtidos, houve maior carga viral 
de HIV-1 nos casos de infecção por HtlV-1 
do que por HtlV-2 ou HtlV não tipado e isto 
pode estar relacionado com evolução clínica do 
paciente. de fato, a coinfecção HIV-1/HtlV-2 
parece desempenhar um papel protetor no 
desenvolvimento da Aids.

o lIA se mostrou o ensaio mais eficiente 
na confirmação e discriminação da infecção 
pelo HtlV-1 e HtlV-2 e, uma hipótese é de que 
os antígenos dotados nas tiras de nylon podem 
ser mais sensíveis na detecção de anticorpos 
anti-HtlV-2 dos isolados brasileiros. outro 
ponto relevante para ser o teste confirmatório 
de primeira escolha é pelo fato de não ter como 
requisito infraestrutura de alta complexidade, 
permitindo que mais lACENs realizem o 
diagnóstico para HtlV-1 e HtlV-2, uma vez que 
tenham recebido treinamento, principalmente 
para a leitura e interpretação dos resultados. 
Porém, não se pode excluir a possibilidade do 
lIA ter um critério menos rígido de interpretação 
em relação ao WB.
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Analisando redução de custos e 
melhor desempenho, o lIA deveria ser o 
ensaio confirmatório de primeira escolha, 
pois há diminuição de 45 % dos custos com 
testes confirmatórios trocando o algoritmo A 
(utilizado atualmente), em que consiste na 
realização do WB e as amostras negativas e ou 
com perfil indeterminados seguem para a PCR 
em tempo real, pelo B (onde há troca do WB 
pelo lIA), ambos representados na tabela 2. 
Mesmo apresentando valor um pouco mais 
alto em relação ao WB ocorre a redução, uma 
vez que o imunoensaio de linha mostrou maior 
sensibilidade e eficácia na confirmação da 
infecção por HtlV-1/2 na população estudada; 
evitando que as amostras necessitassem de 
um segundo teste para concluir o diagnóstico. 
Considerando apenas a redução de custos, o 
melhor algoritmo é o C; em que a PCR é o teste 
de primeira escolha (tabela 2) diminuindo 26 % 
dos gastos em relação ao B e 59 % comparado ao 
algoritmo atual (A), contando que o laboratório 
já possua estrutura para ensaios moleculares.

Como conclusão observou-se que, em 
pacientes infectados pelo HIV-1, o algoritmo 
adotado deve considerar a zona cinza na triagem 
sorológica; principalmente quando se utiliza apenas 
um kit EIA. Além disso, o teste confirmatório 
com melhor desempenho aplicado a esta população 
de estudo é o imunoensaio de linha.
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ABSTRACT 
Infectious diseases in renal patients may be associated with the dialysis water quality, which may 
be contaminated with microorganisms. In Brazil, the water quality is evaluated by analyzing total 
coliforms, heterotrophic bacteria, and bacterial endotoxin, but not Pseudomonas sp. and fungi. 
Water samples from haemodialysis units in Curitiba/PR were investigated on their conformity with 
the standard established by the Brazilian Health Ministry. total coliforms, heterotrophic bacteria,  
P. aeruginosa and fungi counts were performed according to APHA, and lAl methodology for 
detecting bacterial endotoxin. All of the samples showed the total coliforms counts ≤1.1 MPN/100 ml, 
and ≥ 95 % of analyzed samples complied with the standards for heterotrophic bacteria counting.  
P. aeruginosa was recovered from 4 % of samples. In 15 % of samples, bacterial endotoxin was 
detected in values above the limit established by legislation. Yeasts were isolated from 26 % samples 
and filamentous fungi from 58 %, being 46 % characterized as melanized fungi. The fungi genera were 
Cladosporium spp., Penicillium spp., Beauveria spp., Exophiala spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., 
Trichoderma spp, Acremonium spp. and Rinocladiella spp.. The study highlights the significance of  
P. aeruginosa and fungi detection in those systems, as these microorganisms are potentially pathogenic 
to immunocompromised patients.
Keywords. Pseudomonas aeruginosa, coliforms, heterotrophic bacteria, endotoxins, fungi.

RESUMO 
doenças infecciosas em pacientes renais podem ser associadas à qualidade da água de diálise, que 
pode apresentar contaminação com microrganismos. Pelos padrões brasileiros, a qualidade da 
água é avaliada analisando-se coliformes totais, bactérias heterotróficas e endotoxinas bacterianas. 
Pseudomonas sp. e fungos não são investigados. Amostras de água de clínicas de hemodiálise em 
Curitiba/PR foram avaliadas quanto à conformidade com os padrões do Ministério da Saúde. 
Contagens de coliformes totais, bactérias heterotróficas, Pseudomonas aeruginosa e fungos foram 
realizadas seguindo-se APHA e detecção de endotoxina pela metodologia lAl. todas as amostras 
tiveram contagens de coliformes totais abaixo de 1,1 MPN/100 ml e ≥ 95 % das amostras apresentaram 
padrões aceitáveis para bactérias heterotróficas. P. aeruginosa foi encontrada em quatro amostras. 
Em 15 % das amostras, endotoxinas bacterianas foram detectadas em valores acima dos permitidos 
pela legislação. leveduras foram isoladas em 26 % das amostras e fungos filamentosos em 58 %, 
sendo 46 % melanizados e 27 % hialinos. os gêneros fúngicos detectados foram Cladosporium spp., 
Penicillium spp., Beauveria spp., Exophiala spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., Trichoderma spp, 
Acremonium spp. e Rinocladiella spp.. foi evidenciada a importância da detecção de P. aeruginosa 
e fungos nestes sistemas, uma vez que estes podem ser potencialmente patogênicos para pacientes 
imunocomprometidos.
Palavras-chave. Pseudomonas aeruginosa, coliformes, bactérias heterotróficas, endotoxinas, fungos.
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INTRODUCTION

The Brazilian Society of Nephrology 
estimates that about 10 million people are affected by 
different levels of Chronic Renal disease in Brazil1. 
About 89.4 % of these patients had been submitted 
to hemodialysis and 10.6 % to peritoneal dialysis. 
The mortality observed was 15.2 % per year mostly 
due to the cardiovascular (37 %) and brainvascular 
(10 %) complications, infectious (26 %) and others 
not identified (27 %)2.

Infectious diseases in renal patients can be 
associated to the dialysis water quality, in which 
several microorganisms, such as bacteria, viruses, 
fungi, protozoa, algae and also bacterial toxins 
can be assessed, mostly due to the inefficacy in 
the water treatment process 3. figel et al4 detected 
the presence of fungi in 66 % of water samples 
assayed from dialysis units in Southern Brazil, 
and observed the high prevalence (46 %) of black 
fungi, that can be associated to several diseases 
related to immunocompromised patients. The 
bacterial cytokine-inducing substances, as 
lipopolysaccharides (endotoxins), exotoxins and 
peptidoglycans, are also a concern, as they can 

be transferred to the patient blood compartment 
during dialysis. The exposure to high levels of 
endotoxins is obviously associated with pyrogenic 
reactions and septicemia5. In Brazil, standards 
had been established for the certification of water 
quality in those systems6. The microbial standards 
for water for dialysis includes absence of coliforms, 
heterotrophic bacteria count limits of 200 Cfu/ml 
and endotoxin limits of is 2 Eu/ml; and for 
dyalisate, heterotrophic bacteria count limit, the 
only parameter predicted for, of 2000 Cfu/ml7. 
Although those parameters are important and 
necessary, others microorganisms and metabolites 
should be investigated in dialysis water systems, 
such as Pseudomonas sp., mycobacteria, fungi and 
mycotoxins8.

We aimed the evaluation of the microbial 
quality of water for dialysis provided by Hemodialysis 
units in Curitiba, Paraná, Brazil, in attempt to verify 
the accomplishment of the standards demanded 
by Brazilian Health Ministry. In addition, counts 
of Pseudomonas aeruginosa and fungi were also 
performed in attempt to highlight its importance 
and propose its inclusion in future revisions of the 
standards for water for dialysis.

Figure 1. Points collected in clinical hemodialysis of samples of tap water, treated water for dialysis and dialysate (figel et al, 2013)
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MATERIAL AND METHODS

Water sampling
Samples of tap water (point 1), treated 

water for dialysis (point 2) and dialysate into the 
dialysis system (point 3) were obtained from six 
Hemodialysis units in Curitiba, PR, Brazil (figure 1). 

The collections were performed monthly 
from october 2009 to November 2010. The 
sampling points were previously disinfected by 
applying 70 % alcohol to faucet and 400 ml of  
water flowed freely after the treatment, to prevent 
sample contamination with the disinfectant utilized.  
The samples were collected to sterile 250 ml glass 
flasks after 30 seconds of free flow. to the flask for 
the point 1 had been added 10 % sodium thiosulfate 
and the flasks for bacterial endotoxin analysis were 
previously depyrogenated.

The microbiological analysis of the samples 
(217) were performed within 12-h after collection, 
at the laboratory of Microbiology and toxicology 
of the Paraná Institute of technology – tECPAR 
and labMicro/ufPR.
 The research was approved by the 
Committee of Ethics in Research of federal 
university of Parana (CEP/Sd: 799.134.09.09 
CAAE: 0059.0.091.091-09).

Methods
 Regarding the standard parameters 
for dialysis water in Brazil6, we performed the 
heterotrophic bacteria count test by pour plate 
method, total coliforms count test by multiple-
tube method in 100 ml9, and detection of bacterial 
endotoxin by the Limulus amebocyte lysate (lAl) 
method10. Although not necessary according to 
Brazilian standards, other parameters were also 
evaluated: P. aeruginosa count test by multiple-
tube method and fungi count by spread plate and 
membrane filter method9.

Heterotrophic bacteria count
 10 ml of the sample was added to a 
diluent to make a 1:10 dilution. 1-ml aliquots of 
the sample and the 1:10 dilution preparation were 
separately added to Petri dishes. The molten PCA 
medium (0.5 % peptone, 0.25 % yeast extract, 0.1 % 
glucose, 1.5 % agar; pH 7.0) was added to each 

plate, which was incubated at 35 oC ± 1 °C for 48 h. 
At the end of the incubation period, the recovered 
colonies from each plate were enumerated and the 
results were expressed in colonies forming units 
(Cfu) per ml9. The experiments were conducted 
in duplicate.

Total coliforms
 The total coliforms counts were assessed by 
the most probable number (MPN) method9. 10-ml 
aliquots of the samples were added to a set of 10 tubes, 
each containing double-strength lauryl Sulphate 
broth added of blue bromocresol (Hymedia) and an 
inverted durham tube. All tubes were incubated at 
35 oC ± 1 °C for 48 h. following incubation, the tubes 
that were media acidification was observed and/
or gas was noticed inside the durham tubes were 
submitted to confirmation test for total coliform. 
Each presumptively positive tube was subcultured 
into a Brilliant  Green Bile 2 % broth (Hymedia) 
and incubated at 35 oC ± 1 °C for 48 h. Positive 
results indicate the presence of total coliforms 
and the count was expressed as MPN/100 ml9.

Endotoxins
 The bacterial endotoxin test was 
performed using the Limulus amebocyte lysate 
(lAl) by gel-clot limit test. Each sample was 
diluted usin water for Bacterial Endotoxins test 
until the maximum valid dilution (MVd), that was 
calculated from equation MVd = endotoxin limit 
for water for dialysis/λ [where λ is the labeled 
sensitivity of lAl reagent in the gel-clot technique]. 
Equal volumes of sample and lAl reagent were 
transferred to test tubes, mixed and incubated at  
37 oC ± 1 °C for 1 h in water bath, in order to verify 
a firm gel formation at the bottom of the tubes. 
Positive control for endotoxin production was CSE 
Standard Endotoxin E. coli 055:B5. The results 
were expressed by endotoxins units (Eu)/ml10.

Pseudomonas aeruginosa
 P. aeruginosa count was performed by 
MPN/100 ml9. A 10-ml aliquot of the sample was 
inoculated into 10 tubes containing double-strength 
asparagin broth (Hymedia). The inoculated tubes 
were incubated at 35 oC ± 1 °C for 48 h. tubes showing 
turbidity and/or pigmentation were submitted to 
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confirmation. 0.1 ml of cultures in positive tubes 
were inoculatedinto acetamide broth (Hymedia) and 
onto the surface of cetrimide agar, all incubated at  
35 oC ± 1 °C for 48 h. The development of a purple color 
at acetamide broth and a presence of a green fluorescent 
pigment at cetrimide agar indicated the presence of  
P. aeruginosa. The results were expressed in MPN/ml. 

Fungi
fungi were counted by spread plate method 

and by membrane filter technique9. 

Spread plate method 
10 ml of the sample was added to a 

diluent to make a 1:10 dilution. 0.1-ml aliquots  
of the sample and the 1:10 dilution preparation  
were separately transferred onto Petri dishes 
containing Potate dextrose Agar (Hymedia) 
added of tartaric acid 10 %, pH 3.5, and the 
samples were spread over the surface of the 
culture medium using a sterile drigalski spatel. 
The plates were incubated at 25 oC ± 1 °C 
for 5 days (faster growth fungi) and 20 days 
(slower growth fungi). The experiment was conducted 
in duplicates.

Membrane filter method 
100 ml of sample were filtered through a 

sterile 47-mm, 0.45-µm-pore-diam membrane filter. 
The membrane was placed on PdA medium, 
pH 3.5 (Hymedia) supplemented with tartaric acid 
10 % in  Petri dish, that wasincubated at 25 ºC ± 1 ºC 
for 15 days. Colonies were enumerate and the results 
were expressed Cfu/100 ml9. Positive cultures 

of filamentous fungi were inoculated on Sabourad 
dextrose agar (Hymedia), incubated at 25 ºC ± 1 ºC, 
and the single-spore colonies were selected for 
identification, carried out using macro and microscopic 
features. The assays were performed in duplicates.

RESULTS AND DISCUSSION

 More than 95 % of the samples were  
considered in accordance with the standards required 
by valid Brazilian legislation in 2009 in regard of 
heterotrophic bacteria counts. All samples resulted 
in absence of total coliforms (< 1.1 MPN/100 ml),  
as predicted by legislation. Abbas et al12 analyzed 
total coliforms in 225 samples from hemodialysis 
units in Greece and observed that 4,9 % of the 
samples assayed showed counts not acceptable for 
the stablished standards.

P. aeruginosa was recovered from 4 % of  
the samples (8/217) and this result confirm de 
filippis et al3 suggestion that P. aeruginosa as an 
additional parameter for assuring the quality of water 
for dialysis. 

15% of the samples showed bacterial 
endotoxin > 2 Eu/ml. However, 32 % of the samples 
showed values < 0.125 Eu/ml, in accordance to the 
parameters established by Brazilian legislation and 
standards from Italy, Sweden, Germany and Norway.

Hyaline yeasts were recovered from 26 % of   
the samples (57/217) and filamentous fungi, from  
58 % of the samples (125/217) - 46 % characterized 
as melanized fungi  and 27 % as hyalines. 
The higher isolation was observed when the 
membrane filter method was employed (table 1).

Table 1.Percentage of yeasts and filamentous fungi verified in water for dialysis using spread plate and membrane 
filter methods 

Collecting points Spread plate Membrane filter
Yeasts

All points 9 % (19/217) 26 % (56/217)
Point 1 (tap water) 1 % (1/72) 12 % (9/72)
Point 2 (dialysis water) 14 % (10/72) 39 % (28/72)
Point 3 (dialyzate) 14 % (8/58) 31 % (18/58)
Point 4 (dialysis water) 0 % (0/15) 7 % (1/15)

Filamentous fungi
All points 21 % (46/217) 52 % (112/217)
Point 1 (tap water) 31 % (22/72) 61 % (44/72)
Point 2 (dialysis water) 18 % (13/72) 60 % (43/72)
Point 3 (dialyzate) 16 % (9/58) 36 % (21/58)
Point 4 (dialysis water) 13 % (2/15) 27 % (4/15)
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despite of the fungi contamination 
observed in the dialysis units, the national and 
the most of the international legislation do not 
include these microorganisms as indicators of 
quality for water for dialysis, except in Sweden, 
where the current standards for fungi are 10 
Cfu/ml13.

the fungal isolates were identified as 
Cladosporium spp., Penicillium spp., Beauveria spp., 
Exophiala spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., 
Trichoderma spp, Acremonium spp. and 
Rinocladiella spp. figel et al4 isolated black  
fungi from the water inlet of the municipal  
supply and in treated water for dialysis and 
dialysate by five dialysis clinics; three Exophiala 
species were characterized, Exophiala pisciphila,  
E. cancerae and E. equina. Schiavano et al14 evaluated 
976 water samples and recovered filamentous 
fungi in 96 samples, yeast isolates in 28, and six 
samples contained both moulds and yeasts. these 
authors described 26 genera of fungi, many of 
which are known as opportunistic pathogens, 
such as Cladosporium spp., Alternaria spp. 
and Tricophyton spp. fungal counts in treated 
water and standard dialysate solution were 
always below the threshold (< 10 Cfu/ml), in 
agreement with the Italian guidelines for dialysis 
fluid quality, however 10.9 % of the samples of 
ultrapure dialysate solution were contaminated 
by one or several fungi types.

these results highlight the importance 
of contaminants detection in dialysis systems, 
as many infections have been described in 
immunocompromised patients. the parameters 
not practiced in Brazil, P. aeruginosa and fungi 
count, and also the detection of melanized fungi, 
indicate the necessity of further analysis in those 
systems, in regard to the patients’ health.
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RESUMO 
Infecções de corrente sanguínea por leveduras do gênero Candida são uma das principais causas 
de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Candida albicans permanece a 
espécie mais isolada nestas infecções e é de fácil e rápida identificação. Contudo, existem outras 
espécies, como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei, que são encontradas com menor 
frequência e que necessitam de maior período de tempo e de metodologias comerciais automatizadas 
ou semi-automatizadas para sua identificação. Neste estudo foram analisadas 146 cepas de leveduras 
quanto à capacidade do Sistema API 20C AuX® (Biomerieux®, frança) em identificar corretamente 
o gênero e a espécie de microrganismos em diferentes períodos de leitura, visando-se a liberação do 
resultado em menor tempo. C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. pelliculosa, C. colliculosa, Rhodotorula 
mucilaginosa, Saccharomyces cerevisae, Trichosporon mucoides e T. asahii foram as leveduras cujos 
resultados finais puderam ser liberados nos períodos de tempo de 96, 120 e 144 h. oitenta por cento 
das C. glabrata e 69 % das C. tropicalis também foram identificadas nos períodos além do tempo 
estabelecido. Com os resultados obtidos é possível antecipar a identificação do gênero e de algumas 
espécies de leveduras. 
Palavras-chave. API 20C AuX, Candida sp, leveduras.

ABSTRACT 
Bloodstream infections due to Candida genus are one of the leading cause of morbidity and mortality 
in immunocompromised patients. Candida albicans remains to be the yeast species which is the 
most commonly isolated in these infections. This species is easily and rapidly identified. However 
there are other species such as Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata and C. krusei, which 
are of lower frequency and they take longer to be detected; and commercially available automated or 
semi-automated methodologies are needed for their identification. Hundred forty-six yeast strains 
were analyzed for evaluating the capability of the API 20C AuX® system (Biomerieux®, france) 
for correctly identifying the microorganism genus and specie in different reading periods of time, 
and to release the final results in less time. C. parapsilosis, C. guilliermondii, Candida pelliculosa, C. 
colliculosa, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisae, Trichosporon mucoides and T. asahii 
were the yeasts released in times of 96, 120 and 144 h. Eighty percent of C. glabrata and 69 % of C. 
tropicalis were also identified in periods beyond the established time. With the achieved results, it is 
feasible to anticipate the identification of the gender and of some yeast species.
Keywords. API 20C AuX, Candida sp, yeasts.
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INTRODUÇÃO

A incidência e prevalência de 
infecções oportunistas e ou fatais por 
leveduras tem aumentado, principalmente nos  
imunocomprometidos1-3. o laboratório de 
microbiologia tem um papel importante 
no diagnóstico dos agentes destas infecções 
promovendo resultados rápidos, com vistas à 
orientação de terapia antifúngica adequada.  

 dentre as espécies patogênicas, Candida 
albicans é a mais prevalente, principalmente em 
casos de candidemia e candidíase munocutânea4. 
Entretanto, percebe-se o aumento na frequência 
de outras espécies como C. tropicalis, C. glabrata, 
C. krusei e Complexo C. parapsilosis, consideradas 
atualmente espécies emergentes que muitas vezes 
são resistentes a antifúngicos5,6. A identificação 
fenotípica de leveduras não C. albicans, por 
métodos clássicos, pode demorar até 20 dias para 
conhecimento da espécie7,8.

 deste modo, a utilização de métodos 
comerciais automatizados ou semi-automatizados, 
como o sistema API 20C AuX® (Biomerieux®, frança), 
são uma alternativa para agilizar o diagnóstico 
laboratorial. Sua leitura é visual e necessita de até 72 
horas para conclusão da identificação. Entretanto 
nos finais de semana e feriados, os serviços de saúde 
funcionam em sistema de plantão. Sendo assim, o 
andamento das identificações fica prejudicado uma 
vez que as leituras são feitas somente nos dias úteis.

Este estudo teve por finalidade avaliar a 
identificação de espécies de leveduras pelo sistema 
API 20 C AuX® em intervalos inferiores e superiores 
aos propostos pelo fabricante: 48, 72, 96, 120 e 144 h. 

MATERIAL E MÉTODOS

foram avaliados 138 isolados clínicos 
de leveduras provenientes de sangue, 
líquido-céfalo-raquidiano (lCR) e urina, da 
rotina do Núcleo de Micologia do Instituto 
Adolfo lutz de agosto de 2011 a março de 2012, 
além de 8 cepas AtCC: C. albicans AtCC 90028; 
C. dubliniensis MYA646; C. tropicalis  750;  
C. famata 62894; C. guiliiermondi 6260;  
C. parapsilosis   22019; C. krusei 6258 e Trichosporon 
inkin 18020.

todas as cepas foram purificadas em Ágar 
cromogênico®. Para a realização do teste, as colônias 
isoladas foram incubadas em meio Sabouraud 
com cloranfenicol por 24 h, identificadas pela 
micromorfologia em metodologia dalmau plate 
com ágar fubá acrescido de tween 80 e analisadas 
bioquimicamente pelo sistema API 20 C AuX® 
(Biomerieux®, frança). Considerou-se como 
resultado positivo e negativo, respectivamente, a 
presença ou a ausência de turbidez nos poços de cada 
açúcar testado. Após estes procedimentos, quando 
solicitados pelo fabricante, foi feita a aplicação de 
testes complementares, como análises morfológicas, 
e os resultados das identificações de rotina foram 
liberados. Para este estudo os Kits foram analisados 
totalizando 96, 120 e 144 h. 

o resultado da identificação de leveduras pelo 
sistema API 20C AuX® foi analisado em cinco  
tempos diferentes para leveduras do gênero  
Candida spp, Trichosporon spp, Rhodotorula 
mucilaginosa e Saccharomyces cerevisae. 

RESULTADOS 

A habilidade de identificar isolados até 
a categoria espécie, em período de tempo além 
do recomendado pelo fabricante, diferiu para  
C. glabrata, C. tropicalis, C. famata, C. albicans,  
C. dubliniensis, C. krusei, C. guiliiermondii,  
C. colliculosa, Candida pelliculosa e C. parapsilosis 
(tabela 1).

todas as cepas de C. guiliiermondii (n = 6), 
C. parapsilosis (n = 60) e C. krusei (n = 3) foram 
identificadas em todos os tempos propostos (48 h 
até 144 h). 

foram analisadas 9 cepas de três espécies 
do gênero Trichosporon (T. asahii, T. inkin e  T. 
mucoides), sendo que sete foram identificadas pelo 
sistema API 20C AuX® nos tempos propostos, 
exceto duas cepas ( T. mucoides e T. asahii) que não 
foram identificadas em 48 horas.

foram testadas 5 cepas de Candida 
albicans identificadas dentro de 72 horas, porém 
a identificação foi perdida nas leituras após esse 
período. A cepa AtCC de C. dubliniensis não foi 
identificada em nenhum dos tempos de leitura. 
Estas espécies foram confirmadas por técnica de 
biologia molecular. 



Hippólito ddC, Roberto tN, Araújo MR , Pukinskas SRBS. diferentes intervalos de tempo de leitura do sistema API 20C AuX® na identificação de leveduras 
de interesse médico. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2015;74(1):71-4.

73

todas as cepas de Candida tropicalis  
(n = 32) foram identificadas nos períodos de 72 a 
120 h, porém nos períodos de 48 e 144 h, apenas 26 
e 22 cepas foram identificadas respectivamente. 

 das 25 cepas de Candida glabrata, 21 foram 
identificadas no tempo de 48 e 72 h, sendo que 
houve dúvida na leitura de uma cepa e em outras 
três houve baixa discriminação. Nos demais tempos 
propostos, 20 cepas foram identificadas, onde uma 
cepa apresentou dúvida na leitura e quatro tiveram 
baixa discriminação.

 leveduras menos usuais como  
R. mucilaginosa (n = 1), S. cerevisae (n = 1),  
C. colliculosa (n = 1), C. famata (n=1) e C. pelliculosa 
(n = 1), apresentaram resultados inconclusivos nas 
48 h, porém foram identificadas nos demais tempos 
de leitura.

DISCUSSÃO 

das trinta e duas cepas de Candida 
tropicalis, seis tiveram assimilação fraca de alguns 
açúcares na leitura de 48 h, ocasionando dúvida na 
interpretação da turvação. No tempo de 144 h, 22 
foram identificadas corretamente. Para Ruiz e Paula9,  
3 isolados de C. tropicalis foram identificados pelo 
mesmo sistema como C. guilliermondii.

C. albicans e C. tropicalis não foram 
identificadas em alguns dos tempos analisados, 
porém são espécies que podem ser identificadas 
presuntivamente em 48 h, com a utilização de meios 

cromogênicos10-12. Esses meios contêm substratos 
que reagem com enzimas secretadas pela levedura 
produzindo colônias com várias pigmentações, 
sendo espécies-específicas, permitindo identificar 
os microrganismos através da cor e características 
da colônia13.

 A dificuldade de identificar fenotipicamente 
Candida lipolytica/Candida norvegensis e  
C. krusei/ Candida inconspícua nos sistemas clássicos 
ou comerciais já foi relatada em um trabalho14, 
no qual foram observados problemas com a 
habilidade do sistema API 20C AuX® em identificar 
corretamente 23 cepas C. krusei sem a necessidade 
de testes suplementares. Silva e Candido15 
também encontraram dificuldades em identificar  
isolados de C. krusei, utilizando o mesmo sistema.  

CONCLUSÃO

  o tempo de leitura ótimo para identificação 
das leveduras analisadas foi de 72 horas, 
correspondendo ao tempo recomendado pelo 
fabricante. 

C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. pelliculosa, 
C. colliculosa, R. mucilaginosa, S. cerevisae, T. mucoides 
e T. asahii, puderam ser identificadas nos tempos 
de 96, 120 e 144 h. oitenta por cento das cepas de 
C. glabrata e 69 % das C. tropicalis também foram 
identificadas nos mesmos intervalos, demonstrando 
a viabilidade da aplicação do kit API 20 C AuX®  nos 
tempos propostos. 

Tabela 1. Resultado da identificação das leveduras encontradas com maior frequência, em diferentes intervalos de tempo

Espécies de leveduras n
Identificação no tempo

Preconizado Proposto
48 h 72 h 96 h 120 h 144 h

C. albicans  5 NR 100 % 0 % 0 % 0 %

C. parapsilosis 60 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

C. tropicalis 32 81 % 100 % 100 % 100 % 100 %

C. guilliermondii 6 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

C. glabrata  25 84 % 84 % 80 % 80 % 80 %

C. krusei 3 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

Trichosporon spp 9 78 % 100 % 100 % 100 % 100 %
NR: Não realizado
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Com os resultados obtidos é possível a 
antecipação da identificação do gênero e de algumas 
espécies de leveduras. A possibilidade de leitura dos 
testes pelo sistema API 20C AuX® no primeiro dia 
útil da semana e posterior a feriados, poderá orientar 
a terapia antifúngica adequada com o conhecimento 
das leveduras isoladas.
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RESUMO 
o objetivo deste estudo foi de avaliar a implementação das Boas Práticas de Manipulação em unidade de 
Acolhimento Institucional de Santa Maria/RS, por meio de um programa de incentivo fiscal e capacitação, 
e o efeito do investimento realizado. No primeiro mês, aplicou-se uma lista de verificação para avaliar 
as Boas Práticas de Manipulação. Posteriormente elaborou-se um plano de ação para ajustar as não 
conformidades, levantar os custos e encaminhar o projeto para aprovação. Após aprovação, realizou-se a 
capacitação e estipulou-se o prazo de oito meses para efetuar adequação dos itens. No último mês aplicou-
se novamente a lista de verificação. Na primeira aplicação, a unidade apresentou 38 % de adequação; e 
após os investimentos a conformidade foi de 93 %. Nesta primeira aplicação, os itens controle integrado de 
pragas, documentação e registro, e responsabilidade não apresentaram adequação. Após os investimentos, 
estes itens e o abastecimento de água, manejo de resíduos, matéria-prima, ingredientes, embalagem, 
armazenamento e transporte do alimento preparado obtiveram 100 % de adequação; e o item com maior 
investimento foi de edificações, instalações, móveis e utensílios. Após a execução de investimento e 
capacitação houve aumento no percentual de adequação, em relação às Boas Práticas de Manipulação.
Palavras-chave. higiene dos alimentos, controle de qualidade, qualidade dos alimentos, manipulação de 
alimentos, Boas Práticas de Manipulação.

ABSTRACT 
This study evaluated the implementation of Good Handling Practices in an Institutional Inclusion unit in 
Santa Maria-RS through a program of tax incentives and training, and to assess the included investment. 
In the first month, a checklist was applied for assessing the adequacy of the Good Handling Practice. An 
action plan was developed to adjust the nonconformities, to survey the costs and to submit the project 
for approval. After being approved, a training was done and an eight-month period was stipulated for 
adjusting the nonconformities. In the last month, the checklist was applied again. In the first checklist 
application, the unit showed 38 % of adequacy; and after performing some investments, it came to be 93 %. 
In this first application, low percentage of adequacy was detected in the following issues Integrated Pest 
Control, documentation and Registration, and Responsibility. After setting some investments, these items 
and other issues as Water Supply, Waste Management, Raw Material, Ingredients, Packaging, Storage and 
transportation of Prepared-food showed 100 % of adequacy, and the item with the highest investment was 
Buildings, facilities, furniture and utensils. At the disposal of the investments and training, an increase in 
the percentage of adequacy concerning the Good Handling Practices was achieved. 
Keywords. food hygiene, quality control, food quality, food handling, Good Handling Practices.
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INTRODUÇÃO

As unidades de Acolhimento Institucional 
são locais destinados a famílias e/ou indivíduos 
com vínculos familiares rompidos ou fragilizados, 
a fim de garantir proteção integral1. dentre as ações 
desenvolvidas nestas instituições, destaca-se a oferta 
de uma alimentação balanceada em quantidade e 
qualidade nutricional e higiênico-sanitária2.  

Para garantir a qualidade higiênico-sanitária 
dos alimentos em locais que manipulam alimentos, 
como as unidades de Acolhimento Institucional, é 
essencial o controle nas etapas de preparação, para 
evitar as doenças transmitidas por Alimentos3. 
Essas doenças vêm aumentando em países onde a 
cultura do povo é deficitária, os investimentos em 
melhorias são mínimos e o poder de fiscalização 
das Vigilâncias Sanitárias é restrito4. Em virtude 
do aumento destas doenças, há necessidade de 
implementação e sensibilização das Boas Práticas 
de Manipulação5.  

Este programa estabelece as condições 
mínimas para a preparação de um alimento seguro 
e são adotadas pela legislação brasileira como uma 
ferramenta padrão6. o programa de Boas Práticas 
de Manipulação, apesar de ser um tema previsto 
em legislação vigente, ainda não esta sendo 
implementado de maneira eficiente em locais que 
preparam alimentos, o que representa risco para a 
saúde os indivíduos4. 

Neste contexto, o presente estudo tem o 
objetivo de avaliar a implementação das Boas 
Práticas de Manipulação em uma unidade 
de Acolhimento Institucional através de um 
programa de incentivo fiscal e capacitação e avaliar 
o investimento realizado para adequação dos 
requisitos.

MATERIAL E MÉTODOS

o presente estudo foi desenvolvido 
em unidade de Acolhimento Institucional do 
município de Santa Maria – RS, através do projeto 
intitulado: “Capacitar Bem para Servir Melhor: 
Implementação das Boas Práticas em unidade de 
Acolhimento Institucional”. Este projeto faz parte 
de um Programa de Incentivo fiscal intitulado: 
Programa de Apoio à Inclusão e Promoção Social – 

lei da Solidariedade. A viabilização deste programa 
é realizada através de uma parceria entre o governo 
estadual, entidades sociais e empresas, no qual 
subsidiam um valor para a realização de projetos 
aplicados nas unidades, com intuito de atender as 
necessidades dos locais.

o estudo foi aplicado nas áreas de 
manipulação, armazenamento e distribuição dos 
alimentos da unidade, de janeiro a dezembro 
de 2012. No mês de janeiro, aplicou-se a lista 
de verificação da Portaria nº 787, para avaliar o 
percentual de adequação geral e dos requisitos da 
lista, relacionados às Boas Práticas de Manipulação. 
No preenchimento da lista os requisitos foram 
avaliados em: Adequado, Inadequado e Não se 
aplica. A lista foi aplicada por um profissional 
capacitado e com experiência na área de alimentos 
e o percentual de adequação geral foi classificado 
como excelente, quando apresentou o percentual 
de adequação entre 91 a 100 %; Bom entre 70 a  
90 %; Regular entre 50 a 69 %; Ruim entre 20 a  
49 % e Péssimos de 0 a 19 %3.

Posteriormente, elaborou-se um plano de 
ação para ajustar as não conformidades encontradas 
e levantar os custos necessários, sendo realizados 
três orçamentos em empresas terceirizadas do 
município de Santa Maria – RS, selecionadas 
por conveniência e critério de acesso8. Baseado 
nestes orçamentos optou-se pela oferta de menor 
preço. depois de estimado os custos, o projeto 
foi submetido, no mês de fevereiro de 2012, ao 
Programa de Apoio à Inclusão e Promoção Social 
– lei da Solidariedade. No mês de abril de 2012 foi 
aprovado, sendo subsidiado pelo Programa o valor 
de R$ 30.000,00 para a implementação do programa 
de Boas Práticas de Manipulação na unidade.

Após aprovação, realizou-se uma 
capacitação com os manipuladores de alimentos. 
os conteúdos programáticos abordados foram: 
higiene pessoal e ambiental; matérias-primas; 
preparação, armazenamento e exposição ao 
consumo do alimento preparado e documentação 
e registro. A capacitação foi ministrada por uma 
empresa terceirizada e especializada na área de 
alimentos, sendo realizada na própria unidade 
de Acolhimento Institucional, com carga horária 
de 16 horas, conforme preconizado pela Portaria 
nº 787. utilizou-se como recurso audiovisual o 
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projetor multimídia e a metodologia aplicada foi 
aula expositiva e dialogada, com a participação 
direta dos manipuladores.

Após a capacitação, estipulou-se o prazo 
de oito meses para a adequação dos requisitos 
não conformes da lista de Verificação, sendo 
todos os investimentos registrados em uma 
planilha do Microsoft Excel versão 2010. Após 
o prazo estipulado, aplicou-se novamente a lista 
de verificação da Portaria nº 787, pelo mesmo 
profissional e seguindo a mesma metodologia da 
primeira avaliação.

  A análise estatística foi realizada através do 
software Statistical Package for the Social Sciences 
(SPSS) versão 19.0. os dados foram descritos por 
meio de estatística descritiva simples (média e 
porcentagem).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na tabela 1, constatou-se que na primeira 
aplicação da lista de verificação, a unidade 
de Acolhimento Institucional apresentou 
um percentual de adequação geral de 39 %, 
classificado como Ruim. Na segunda aplicação, 
após os investimentos realizados e capacitação, 
o percentual de adequação geral aumentou para 
93 %, sendo classificado como Excelente. Estes 
resultados evidenciam a importância das unidades 
de Acolhimento Institucional buscar o apoio 
de programa de incentivo fiscal na adequação 
dos requisitos necessários para a garantia de um 
alimento seguro, assim como a realização de 
capacitações constantes, pois contribuiu não apenas 
para o aperfeiçoamento das técnicas e manipulação 
adequada dos alimentos, mas foi efetiva na 
mudança do comportamento e conscientização 
dos manipuladores para a implementação das Boas 
Práticas de Manipulação.

os indivíduos, quando permanecem sob a 
responsabilidade de uma instituição devem receber 
cuidados adequados, principalmente em relação à 
alimentação. A alimentação é uma das atividades 
mais importantes do ser humano, tanto por razões 
biológicas, quanto por questões sociais e culturais 
que envolvem o ato de comer9. Neste sentido, todos 
os indivíduos têm o direito a uma alimentação em 
quantidade e qualidade suficiente10. Esta qualidade 

está relacionada aos alimentos seguros que não 
causam danos à saúde dos indivíduos e pode ser 
alcançada com a implementação do Programa de 
Boas Práticas de Manipulação4.

Apesar de existirem, no Brasil, legislações 
bastante exigentes quanto aos critérios para a 
implementação das Boas Práticas de Manipulação, 
ainda são pouco os estabelecimentos alimentícios que 
aplicam este programa6 e, tratando-se de unidades 
de Acolhimento Institucional, nenhum estudo 
foi encontrado a respeito da sua aplicação nestes 
locais. As dificuldades na implementação desse 
programa vão desde as financeiras até a ausência 
de profissionais conscientes e comprometidos em 
garantir a qualidade e segurança dos alimentos 
preparados11.

o desconhecimento dos programas de 
incentivo fiscal, também pode ser outro fator 
que limita a implementação das Boas Práticas 
de Manipulação em unidades de Acolhimento 
Institucional. Alguns responsáveis pelas unidades 
desconhecem a existência e viabilização destes 
programas e acabam não recebendo seus subsídios 
que seriam importantes tanto para a implementação 
das Boas Práticas, como para a realização de outros 
projetos aplicados na unidade, que poderiam 
atender a necessidade do local.

Na avaliação dos requisitos da lista de 
Verificação (tabela 1), na primeira aplicação, 
constatou-se que, os itens com menor percentual de 
adequação foram: o controle integrado de pragas, 
documentação e registro e responsabilidade, com 
nenhum requisito adequado. Na segunda aplicação, 
constatou-se que todos os requisitos da lista 
aumentaram o percentual de adequação, após os 
investimentos realizados. os itens que apresentaram 
maior percentual de adequação foram o controle 
integrado de pragas, abastecimento de água, 
manejo de resíduos, matéria-prima, ingredientes 
e embalagem, armazenamento e transporte do 
alimento preparado, documentação e registros e, 
responsabilidade, todos com 100 % de adequação 
quanto aos requisitos exigidos. Estes resultados 
demonstram que o investimento realizado e o 
conhecimento adquirido pelos manipuladores 
e responsáveis da unidade foram essenciais 
e suficientes para a adequação dos requisitos 
necessários.
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Estudo realizado por Rodrigues, Silva e 
Aleixo12, também observaram melhorias após a 
adequação dos requisitos descritos no planejamento 
das Boas Práticas de Manipulação em serviço 
de alimentação, na cidade de Pelotas (RS), onde 
verificaram 100 % de adequação nos requisitos 
relacionados ao controle integrado de pragas, 
abastecimento de água e exposição de alimentos 
preparados. González-Muñoz e Palomino-
Camargo13, em estudo realizado com restaurante na 
cidade de Havana, em Cuba, constaram que após 
diagnóstico desenvolvido, 55 % das deficiências 
encontradas anteriormente foram resolvidas e 

conseguiu-se um avanço no conhecimento sobre 
higiene pessoal e manipulação de alimentos.

os envolvidos nas etapas de preparação 
dos alimentos devem ter conhecimento atualizado 
e específico sobre os procedimentos que devem 
ser implementados para garantir a segurança 
dos alimentos, e pode ser adquirido por meio de 
capacitações. Estudo realizado por Sung-Hee, 
tong-Kyung e Hye-Ja14, revelou aumento no 
conhecimento dos manipuladores de alimentos 
após capacitação, mas não constatou diferença 
significativa nos procedimentos realizados no local 
de trabalho. Portanto, o aumento no conhecimento 

Tabela 1. Avaliação do percentual de adequação geral e dos requisitos da lista de verificação em Boas Práticas de Manipulação, 
primeira e segunda aplicação, em unidade de Acolhimento Institucional, Santa Maria – RS, 2012

Requisitos da Lista de Verificação Primeira aplicação
(% Méd. AD)

Segunda aplicação 
(% Méd. AD)

Edificação, instalações, equipamentos, móveis e utensílios 1. 75 97

Higienização das instalações, equipamentos, móveis e 2. 
utensílios 35 94

Controle integrado de vetores 3. 0 100

Abastecimento de água4. 63 100

Manejo de resíduos5. 67 100

Manipuladores de alimentos6. 7 93

Matérias-primas, ingredientes e embalagens7. 67 100

Preparação dos alimentos8. 27 91

Armazenamento e transporte do alimento preparado9. 50 100

Exposição ao consumo do alimento preparado10. 22 78

documentação e registro11. 0 100

Responsabilidade12. 0 100

Percentual de adequação geral 13. 39 93

%: Percentual; Méd.: média; Ad: adequação
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nem sempre resulta em mudanças comportamentais 
necessárias para as práticas de trabalho.  Neste 
sentido, as capacitações eficientes são aquelas que 
além do conhecimento, proporcionam mudanças 
de comportamento e conscientização dos 
manipuladores de alimentos durante as etapas de 
manipulação.

Na tabela 2, constatou-se que o item 
“edificações, instalações, móveis e utensílios”, 
mesmo apresentando o maior percentual de 
adequação na primeira avaliação, foi o que obteve 
maior investimento. foram adquiridas para 
a adequação deste requisito coifa, luminárias 
protegidas, exaustor, fogões, termômetros, 
liquidificador industrial, lavatório exclusivo para 
a higiene de mãos, com produtos necessários 
(sabonete líquido inodoro antisséptico; toalha de 
papel não reciclado e coletor de papel com pedal) e 
torneira com acionamento automático, instalações 

elétricas e de construção. 
A adequação da estrutura física na área de 

manipulação é essencial para garantir a qualidade e 
segurança dos alimentos, mas alguns responsáveis 
pelas empresas alimentícias não têm ou não 
priorizam recursos financeiros para a realização 
dos investimentos necessários15. A ausência 
das melhorias estruturais pode determinar o 
insucesso na implementação das Boas Práticas de 
Manipulação.  

A adequada implementação das Boas  
Práticas de Manipulação em unidades que 
manipulam alimentos, como as unidades de 
Acolhimento Institucional, é de suma importância, 
pois garante um aumento da qualidade 
higiênico-sanitária, reduz dos riscos de doenças 
transmitidas por Alimentos, proporciona maior 
segurança, otimiza o processo produtivo e garante 
maior eficiência e satisfação dos indivíduos.

Tabela 2. Investimentos para adequação dos requisitos da lista de verificação de Boas Práticas de Manipulação em 
unidade de Acolhimento Institucional, Santa Maria – RS, 2012

Requisitos da lista de verificação Valor (R$)

Edificações, instalações, equipamentos, móveis e utensílios 15.000,00

Higienização das instalações, equipamentos, móveis e utensílios 535,00

Controle integrado de pragas 1.200,00

Abastecimento de água 700,00

Manejo de resíduos 145,00

Manipuladores de alimentos 900,00

Matérias-primas, ingredientes e embalagens 0

Preparação do alimento 600,00

Armazenamento e transporte do alimento preparado 2.390,00

Exposição ao consumo do alimento preparado 1.000,00

documentação e registros 30,00

Responsabilidade 7.500,00

Total 30.000,00
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CONCLUSÃO

Conclui-se que, após o investimento 
disponibilizado pelo Programa de incentivo fiscal 
e capacitação dos manipuladores de alimentos, 
houve um aumento no percentual de adequação da 
unidade de Acolhimento Institucional, em relação 
às Boas Práticas de Manipulação, sendo os itens 
edificações, instalações, móveis e utensílios os que 
apresentaram maior investimento.
 Em suma, pode-se confirmar que o 
programa de incentivo fiscal foi essencial para a 
implementação das Boas Práticas de Manipulação 
na unidade de Acolhimento Institucional, pois as 
adequações da maioria dos requisitos necessitam 
de investimentos, que sem o subsídio do programa 
não seria possível adequá-los e a capacitação 
contribuiu não apenas para o aperfeiçoamento das 
técnicas e manipulação adequada dos alimentos, 
mas foi efetiva na mudança do comportamento e 
conscientização dos manipuladores. 
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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.
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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.

● 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. 
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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.

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.
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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=sabes
p&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. 
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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 rodapédas 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.

Instruções Aos Autores

Documento/declaração Quem assina Quando anexar

Carta de Apresentação todos Submissão

Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsável Aprovação

transferência de direitos Autorais todos Aprovação

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:
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 mais 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).
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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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