


 

Governo do Estado de São Paulo 

Secretaria de Estado da Saúde 

Coordenadoria de Controle de Doenças 

Instituto Adolfo Lutz 

 

 

 

 

 

 

REVISTA  
DO  

INSTITUTO ADOLFO LUTZ 
 

 

 

 

   
 

 Publicação quadrimestral/Quadri-annual publication 
Solicita-se permuta/Exchange desired 

 

 

 

 

 

 

 
Volume 66 número 1, 2007                             ISSN 0073-9855 

 
 

 

Janeiro – Abril - 2007 





A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ (RIAL) tem por finalidade a
divulgação de trabalhos relacionados com as atividades laboratoriais em Saúde Pública.

1. Missão: esta revista tem como missão divulgar resultados de investigações científicas
tanto básicas como aplicadas inclusive tecnológicas, abrangendo as diversas áreas de
interesse em saúde pública, na forma de artigos originais, artigos de revisão, comunicações
breves, notas científicas, relatos de caso, resumos de teses e dissertações.
2. Normas para Publicação: o trabalho submetido à publicação deve ser inédito,
não sendo permitida a sua apresentação simultânea em outro periódico, conforme
declaração a ser assinada pelos autores. Todas as opiniões e declarações contidas no
trabalho são de responsabilidade exclusiva dos autores, não sendo necessariamente
as mesmas do Corpo Editorial. Os trabalhos redigidos em língua portuguesa ou inglesa
deverão ser enviados para o Setor de Publicações do Instituto Adolfo Lutz, em três
cópias impressas, sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos autores
e respectivas instituições, tanto na página de rosto como nos resumos em português
e inglês. Após aprovação do trabalho, será solicitado aos autores o envio do artigo
completo em cópia eletrônica acompanhado de uma cópia impressa.
3. Processo de Julgamento dos Manuscritos: os trabalhos serão aceitos para
publicação após avaliação por dois pareceristas de unidades distintas daquela da origem
dos autores do mesmo indicados pelo Corpo Editorial. Caso haja divergência entre
seus pareceres, o artigo será encaminhado a um terceiro parecerista para decisão. A
publicação de artigos está condicionada à aprovação do Corpo Editorial da Revista do
Instituto Adolfo Lutz, que poderá sugerir ao autor alterações no original. Os manuscritos
revisados com as cópias dos pareceres serão devolvidos aos autores para as devidas
correções. Há sigilo no decorrer deste processo. O novo texto deverá retornar aos Editores
que notificarão a aceitação ou a recusa do artigo. A lista de pareceristas que colaboraram
em cada volume é publicada no último fascículo do ano.
4. Ética: os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos deverão atender
à  Resolução n°196/96 do CNS/MS e aqueles envolvendo ensaios com animais
deverão atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais e a Lei Federal
6638/76. No item Material e Métodos deverá constar o número do processo e
o nome do Comitê que o aprovou. Os autores deverão ter em seu poder todos
os documentos referentes a este procedimento, que poderão ser solicitados em
qualquer momento pelos editores.
5. Conflito de Interesses: os autores ao submeterem um artigo científico a RIAL
serão responsáveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial,
associativo relacionados ao material do trabalho ou outros que possam influenciá-lo,
apresentando uma declaração sobre a existência ou não de tais conflitos. O autor deverá
explicitar todo o apoio financeiro direto ou indiretamente recebido. Os agradecimentos
às pessoas, por seu auxílio no trabalho, devem ter o seu consentimento documentado.
Os pareceristas, também devem revelar aos editores qualquer conflito que possa influir
ou impedir sua avaliação.
6. Ensaios Clínicos: este periódico apóia as políticas para registros de ensaios clínicos
da Organização Mundial da Saúde (OMS) e do International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE) em acesso aberto. Somente, serão aceitos para publicação os
artigos de pesquisas clínicas que tenham recebido um número de identificação em um
dos Registros de Ensaios Clínicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS  e
ICMJE. O número de identificação deverá ser colocado ao final do resumo.
7. Categorias: os seguintes tipos de trabalhos serão aceitos para publicação na RIAL.
7.1. Artigo original: relato completo de pesquisa original ainda não publicada. Deve
apresentar no máximo vinte páginas impressas, incluindo figuras, tabelas e referências.
7.2. Comunicação breve: é um artigo sucinto, com objetivo limitado ou cujos
resultados sejam provenientes de estudos com metodologia de baixa complexidade ou
rotineira, de relevância para a área de saúde pública. Deve apresentar o mesmo formato
do artigo científico, contendo no máximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e
uma figura, até quinze referências e dez páginas impressas.
7.3. Nota científica: é o relato de resultados parciais de um trabalho experimental dignos
de publicação, embora insuficientes para constituírem um artigo original. Deve ser relevante
e que mereça rápida divulgação. Deve apresentar no máximo duas tabelas ou duas figuras
ou uma tabela e uma figura e até quinze referências e dez páginas impressas. O texto deve
conter todos os tópicos de um artigo científico, porém na forma de texto único.
7.4. Relato de caso: contempla principalmente a área médica, em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgação ou a ocorrência dos
resultados não é planejada. Inclui novas técnicas, terapias, diagnóstico,
patologias, materiais e soluções inovadoras para problemas especiais,
fenômenos anatômicos e fisiológicos. Deve conter os tópicos: título e resumo

em português e inglês, introdução, relato do caso, discussão, conclusões,
referências e apresentar no máximo três páginas incluindo figuras e tabelas e até dez
referências.
7.5. Artigo de revisão: elaborado por especialista convidado pelo Corpo Editorial.
Deve constituir uma avaliação da literatura sobre assunto cuja divulgação possa
contribuir para melhorar o conhecimento da área. O Corpo Editorial aceitará sugestões
que sejam relevantes à revista, sendo que neste caso deverá ser enviada uma sinopse
para apreciação. A revisão deverá ser subdividida em tópicos, conter resumos em inglês
e português e apresentar no máximo 15 páginas.
7.6. Resumos de teses e dissertações: serão aceitos para publicação os resumos de
teses e dissertações até um ano após a defesa. Deverão conter o nome do autor e seu
endereço eletrônico, o nome do orientador, título da obra (em português e em inglês),
nome da instituição em que foi apresentada e ano da defesa. O resumo poderá ser
publicado em língua portuguesa ou inglesa, sendo de total responsabilidade do autor o
seu conteúdo e também a revisão ortográfica e gramatical.
8. Preparação do manuscrito ou artigo
Geral: os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 6.0
ou compatível, no formato A4, espaço duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12.
Se usar versão superior, enviar o arquivo em Rich Text Format (.rtf). Devem ser evitados
arquivos compactados.
Estrutura
Página de rosto: a) título do artigo; b) nome do(s) autor(es): nome seguido do último
sobrenome por extenso e em caixa alta (ex.: Ana Maria C. D. da SILVA); c) local de
trabalho indicado por número sobrescrito. O autor responsável e o seu endereço deverão
estar assinalados com asterisco (*) para encaminhamento da correspondência.
Resumo: deve ser redigido em português, ser claro e conciso num único parágrafo,
contendo objetivo, metodologias, resultados e conclusões. Não deve exceder a 200
palavras.
Palavra-chave: podem ser utilizados até seis descritores que identifiquem o conteúdo
do artigo, se possível baseados no DECS (Descritores em Ciências da Saúde), disponível
no www.bireme.br terminologia em saúde e consulta ao DECS ou no Medical Subject
Headings (MeSH), do Index Medicus, disponível no www.nlm.nih.gov/
meshhome.html.
Introdução: deve iniciar em página nova e deve conter os objetivos da pesquisa,
justificativa de sua importância, apresentação das principais variáveis, definições
necessárias e discussão do problema de acordo com a literatura pertinente.
Material e Métodos: o método deve estar claramente descrito e validado, de modo a
possibilitar a sua reprodução. Qualquer modificação, em métodos já publicados, deve
ser devidamente explicitada.
Resultados: devem ser claros e concisos e podem apresentar tabelas e figuras quando
necessárias, que devem ser auto explicativas. As figuras devem ser enviadas em arquivos
separados, legendas no texto original, suficientemente claras para permitir sua reprodução
(mínimo 300 dpi), fotos em arquivos (.tif).
Discussão: deve fornecer a interpretação dos resultados em função das informações
apresentadas. Este item pode ser incluído em resultados, não havendo necessidade de
repeti-lo em item à parte.
Conclusão: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos, ser incluída no item
discussão não havendo a necessidade de repeti-la em item à parte.
Agradecimentos: é opcional e deve vir após a discussão/conclusão.
Title, Abstract e Key words: devem ser redigidos em inglês e seguir as reco-mendações
apresentadas para a página de rosto, do resumo e das palavras-chave.
Referências: as referências devem ser citadas seguindo os “Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” produzidos pelo International Committee
of Medical Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Os autores
devem seguir as diretrizes da quinta edição (Annals of Internal Medicine 1997; 126:
36-47 ou na página (website) http://acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm.
As referências devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que foram
mencionadas a primeira vez no texto. Identifique as referências no texto, tabelas e
legendas de ilustrações por numerais arábicos sobrescritos. As referências citadas em
tabelas ou em legendas devem ser numeradas de acordo com a seqüência estabelecida
pela sua primeira identificação no texto.
Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilização de resumos bem como as
“observações inéditas” e as “comunicações pessoais” como referências, mas as
comunicações escritas (não verbais) podem ser inseridas entre parênteses no texto. Os
artigos aceitos para publicação, porém, ainda não publicados, podem ser incluídos na
relação das referências, bastando indicar a revista e citar entre parêntesis “no prelo”.
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Informações extraídas de manuscritos submetidos, porém ainda não aceitos,
devem ser citados no texto como “observações inéditas” (entre parêntesis).
Os títulos das revistas devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus
seja pela List of Journals Indexed in Index Medicus ou no “website” http://
www.nlm.nih.gov ou pelo Chemical Abstracts , ISI Science Citation Index,
World List of Periodicals (publicado por Butterworks, Londres). Exemplos:
Artigos em revistas
Periódicos. Liste os primeiros seis autores seguidos por et al.
Telles MAS, Mosca A. Avaliação da técnica de microdiluição em placa para
determinação de concentração inibitória mínima de isoniazida em cepas de
Mycobacterium tuberculosis. Rev Inst Adolfo Lutz. 2000; 59 (1/2): 15-9.
Número com suplemento
Payne DK, Sullivan MD, Massie MJ. Women’s psychological reactions to
breast cancer. Semin Oncol. 1996; 23 (1 Suppl 2): 89-97.
Volume com suplemento
Maio FD. Determinação de chumbo sangüíneo: a importância de programas
interlaboratoriais na avaliação da qualidade analítica laboratorial. Rev Inst
Adolfo Lutz. 2002; 61 (Suppl 1): 3.
Instituição como autor
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress
testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust  1996; 164: 282-4.
No prelo (forthcoming)
Leshner AI. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med. No
prelo 1996.
Livros e outras monografias
Indivíduo como autor
Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2nd ed.
Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.
Editor(es), compilador(es) como autor(es)
Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New
York: Churchill Livingstone; 1996.
Instituição como autor e editor
Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program.
Washington (DC): The Institute; 1992.
Capítulo num livro
Franco DBGM, Landgraf M. Microorganismos patogênicos de importância
em alimentos. In: Franco DBGM, Landgraf, M, editores. Microbiologia dos
Alimentos 2nd ed. São Paulo: Ed Atheneu; 1996. p. 55-60.
Resumo/Trabalho de congresso publicado
DuPont B.  Bone marrow transplantat ion in severe combined
immunodeficiency with an unrelated MLC compatible donor. In: White HJ,
Smith R, editors. Proceedings of the 3rd Annual Meeting of the International
Society for Experimental Hematology. Houston: International Society for
Experimental Hematology, 1974: 44-6.
Dissertação/Tese
Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxigen [Tese de doutorado].
Berkeley, California: University of California, 1965. 156pp.
Material legal
Quanto à legislação, a forma proposta por Vancouver não se aplica à realidade
brasileira, para tanto recomenda-se adotar as normas a seguir:
Os elementos essenciais são: competência (país, estado ou cidade ou nome
da entidade ou órgão no caso de se tratar de normas), título (especificação da
legislação, número e data), ementa e título da publicação oficial, local da
publicação oficial (cidade),  data  (dia,  mês abreviado e ano), seção e 
paginação. Exemplos: Brasil.  Portaria  n° 695 de 1998 da Secretaria de 
Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde.  Diário Oficial  [da]  República 

n° 60-E, p. 5-6. 
de dez.1984 do Conselho Federal de Educação.

Dispõe sobre reajustamento de taxas, e altera a redação do artigo 5 da
Resolução n.1 de 14/1/83. Diário Oficial [da] República Federativa do Brasil,
Brasília, DF, 13 dez. 1984. Seção 1, p. 190-1.
Associação Brasileira de Normas Técnicas [ABNT]. NBR 7024, de 1989: veículos
rodoviários automotores leves: medição do consumo de combustível. Rio de
Janeiro; 1990. p.29.
Conselho Nacional do Meio Ambiente [CONAMA]. Resolução n.315, de 29 out
2002: dispõe sobre as novas etapas do Programa de controle da poluição do ar

por veículos automotores (Proconve). Brasília (DF); Diário Oficial da União; 15
mar 2002.
Material Eletrônico
Artigo de revista em formato eletrônico:
Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis
[serial online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Available
from: URL: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.
Monografia em formato eletrônico:
CDI, Clinical Dermatology Illustrated [monograph on CD-ROM], Reeves JRT,
Maibach H. CME Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version 2.0. San Diego:
CME; 1995.
Arquivo de computador:
Hemodynamics III: the ups and downs of hemodynamics [computer program].
Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educacional Systems; 1993.
Patente
Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation, assignee.
Methods for procedures related to the electrophysiology of the heart. US
patent 5,529,067. 1995 Jun 25.
Abreviaturas: devem ser evitadas ou usadas apenas as oficiais.
Unidades de medida e seus símbolos:  utilizar as legais do Sistema
Internacional de Metrologia.
Tabelas: as tabelas devem ser encaminhadas em folhas separadas e designadas
no texto como “Tabelas”. A sua localização aproximada deve ser indicada no
texto. Serão numeradas consecutivamente, com números arábicos e
encabeçadas pelos respectivos títulos, que devem ser breves e indicar
claramente o conteúdo. Os dados apresentados em tabela não devem ser
repetidos em gráficos.
Ilustrações  ( fotografias,  gráficos etc.) :  as  i lustrações devem ser
encaminhadas em arquivos formato (jpg–CMYK e ou tif) (mínimo de 300
dpi) folhas separadas e designadas no texto como “Figuras”: terão numeração
única e seqüencial, em algarismos arábicos e devem apresentar na sua parte
inferior e fora da área de reprodução, informações breves e claras que
esclareçam o conteúdo da mesma. As suas localizações aproximadas devem
ser indicadas no texto. Todas as ilustrações devem ser tão claras que permitam
sua reprodução com redução de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de
nitidez ou legibilidade. Os custos das ilustrações coloridas ficarão a cargo
dos autores e estarão sujeitas à confirmação. Mencionar a fonte e a permissão
para reprodução das ilustrações.
Da Publicação
1. Os trabalhos destinados à publicação na RIAL deverão ser encaminhados
à Biblio-teca do Instituto Adolfo Lutz, Setor de Publicações, Av. Dr. Arnaldo,
355, Cerqueira César, São Paulo/SP, 01246-902, ou rial@saude.sp.gov.br a/
c: Rocely Bueno.
2. Todo trabalho entregue para publicação deverá ser assinado pelo autor e
trazer endereço para correspondência ou endereço eletrônico. No caso de
mais de um autor, deverá ser expressamente indicado o responsável pela
publicação. Deverão ser enviados os nomes de todos os autores e afiliação
completa.
3. Os trabalhos serão publicados em ordem cronológica de aprovação, salvo
o caso especial de comunicação breve, nota científica e relato de caso que
terão prioridade.
4.  A data de recebimento e a  de aprovação do art igo constarão
obrigatoriamente no mesmo.
5. As provas gráficas dos trabalhos serão enviadas aos autores para correção
pelo correio eletrônico em formato.pdf (portable document format). O Corpo
Editorial se reserva o direito de introduzir alterações nos originais, visando
à manutenção da homogeneidade e a qualidade da publicação, respeitando,
porém, o estilo e as opiniões dos autores.
6. 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, em
conformidade com a legislação sobre direitos autorais.
Da Distribuição
A RIAL é distribuída gratuitamente a entidades governamentais, culturais,
ou em permuta de periódicos nacionais ou estrangeiros.
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RESUMO
Os compostos fenólicos são estruturas químicas que apresentam hidroxilas e anéis aromáticos, nas
formas simples ou de polímeros, que os confere o poder antioxidante. Esses compostos podem ser
naturais ou sintéticos. Quando presentes em vegetais podem estar em formas livres ou complexadas a
açúcares e proteínas. Dentre eles, destacam-se os flavonóides, os ácidos fenólicos, os taninos e os
tocoferóis como os antioxidantes fenólicos mais comuns de fonte natural. Considerando-se a importância
dos compostos fenólicos, o presente trabalho apresenta uma revisão sobre os fenólicos mais comuns em
plantas e as principais metodologias usadas em análises de alimentos, na identificação e quantificação
desses compostos. Há ainda a necessidade de estabelecer uma investigação sistemática para preparação
de amostra e na determinação de fenólicos em alimentos, uma vez que as metodologias correntemente
utilizadas para a análise de fenólicos não são totalmente padronizadas, tampouco divulgadas por órgãos
oficiais.
Palavras-chave. compostos fenólicos, flavonóides, ácidos fenólicos, análises de fenólicos.

ABSTRACT
Phenolic compounds are chemical structures that are composed of hydroxyls and aromatic rings, in a
simple or polymery forms, which confer antioxidant characteristic. These products can be natural or
synthetic. Phenolic compounds may be found in vegetables, and in free form or bound to sugars and
proteins. Among them, flavonoids, phenolic acids, tannins, and tocopherols are pointed out as the most
common natural source of anti-oxidant phenolics. Taking into account of the importance of phenolic
antioxidants, this study presents a review on the most common phenols in plants as well as the main
methodologies to be employed for identifying and quantifying those compounds in foods. Furthermore,
it is still under the necessity of a systematic investigation for performing phenolic sample preparation
and for determining phenolic compounds in foods, since the methodologies currently used for analyzing
phenolic component have not been totally standardized, and have not been made public by official
organizations.
Key words. phenolic compounds, flavonoids, phenolic acids, phenolic analyses.
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INTRODUÇÃO

Várias fontes de antioxidantes naturais são conhecidas
e algumas são amplamente encontradas no reino vegetal.
Diversos extratos de ervas como alecrim1, coentro2, sálvia3,
tomilho e manjericão4 têm sido estudados devido o poder
antioxidante, que pode ser atribuído ao seu conteúdo de
compostos fenólicos5.

Os compostos fenólicos são originados do metabolismo
secundário das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento
e reprodução, além disso se formam em condições de estresse
como, infecções, ferimentos, radiações UV, dentre outros6.

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes:
a dos com atividade enzimática e a dos sem essa atividade. Na
primeira, estão os compostos capazes de bloquear a iniciação
da oxidação, ou seja, as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigênio. Na segunda classe, estão moléculas que
interagem com as espécies radicalares e são consumidas durante
a reação. Nesta classificação, incluem-se os antioxidantes
naturais e sintéticos como os compostos fenólicos7.

Esses compostos encontram-se largamente em plantas
e são um grupo muito diversificado de fitoquímicos derivados
de fenilalanina e tirosina. Os fenólicos, em plantas, são
essenciais no crescimento e reprodução dos vegetais, além de
atuarem como agente antipatogênico e contribuírem na
pigmentação8. Em alimentos, são responsáveis pela cor,
adstringência, aroma9 e estabilidade oxidativa6.

As principais fontes de compostos fenólicos são frutas
cítricas, como limão, laranja e tangerina, além de outras frutas
à exemplo da cereja, uva, ameixa, pêra, maçã e mamão, sendo
encontrados em maiores quantidades na polpa que no suco da
fruta. Pimenta verde, brócolis, repolho roxo, cebola, alho e
tomate também são excelentes fontes destes compostos10.

Quimicamente, os fenólicos são definidos como
substâncias que possuem anel aromático com um ou mais
substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais4.
Possuem estrutura variável e com isso, são multifuncionais.
Existem cerca de cinco mil fenóis, dentre eles, destacam-se os
flavonóides, ácidos fenólicos, fenóis simples, cumarinas,
taninos, ligninas e tocoferóis8.

Os fenólicos englobam desde moléculas simples até
moléculas com alto grau de polimerização. Estão presentes nos
vegetais na forma livre ou ligados a açúcares (glicosídios) e
proteínas11.

Ribéreau-Gayon12 classificou estes compostos em três
categorias: pouco distribuídos na natureza, polímeros e
largamente distribuídos na natureza.

Na família dos compostos fenólicos pouco distribuídos
na natureza, encontra-se um número bem reduzido, embora com
certa freqüência. Neste grupo estão os fenóis simples, o
pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. Pertencem ainda a
esta família os aldeídos derivados dos ácidos benzóicos, que
são constituintes dos óleos essenciais, como a vanilina13.

Os polímeros são alguns fenólicos que não se apresentam
na forma livre nos tecidos vegetais, esta família engloba os
taninos e as ligninas.

Na família dos compostos largamente distribuídos na
natureza estão os fenólicos encontrados geralmente em todo
reino vegetal, mas às vezes podem estar localizados em uma
só planta. Este grupo, pode-se dividir em flavonóides
(antocianinas, flavonóis e seus derivados) e ácidos fenólicos
(ácidos benzóico, cinâmico e seus derivados) e cumarinas14.

De acordo com seu modo de ação, os antioxidantes,
podem ser classificados em primários e secundários. Os
primários atuam interrompendo a cadeia da reação através da
doação de elétrons ou hidrogênio aos radicais livres,
convertendo-os em produtos termodinamicamente estáveis e/
ou reagindo com os radicais livres, formando o complexo
lipídio-antioxidante que pode reagir com outro radiacal livre.
Os antioxidantes secundários atuam retardando a etapa de
iniciação da autoxidação, por diferentes mecanismos que
incluem complexação de metais, seqüestro de oxigênio,
decomposição de hidroperóxidos para formar espécie não
radical, absorção da radiação ultravioleta ou desativação de
oxigênio singlete15.

Os compostos fenólicos são incluídos na categoria de
interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na
prevenção da autoxidação16.

Os antioxidantes fenólicos interagem,
preferencialmente, com o radical peroxil por ser este mais
prevalente na etapa da autoxidação e por possuir menor energia
do que outros radicais, fato que favorece a abstração do seu
hidrogênio17. O radical fenoxil resultante, embora relativamente
estável, pode interferir na reação de propagação ao reagir com
um radical peroxil, via interação entre radicais. O composto
formado, por ação da luz ultravioleta e temperaturas elevadas,
poderá originar novos radicais, comprometendo a eficiência
do antioxidante, que é determinada pelos grupos funcionais
presentes e pela posição que ocupam no anel aromático, bem
como, pelo tamanho da cadeia desses grupos16,18.

Este mecanismo de ação dos antioxidantes, presentes
em extratos de plantas, possui um papel importante na redução
da oxidação lipídica em tecidos, vegetal e animal, pois quando
incorporado na alimentação humana não conserva apenas a
qualidade do alimento, mas também reduz o risco de
desenvolvimento de patologias, como arteriosclerose e
câncer19,20.

A atividade anticarcinogênica dos fenólicos tem sido
relacionada à inibição dos cânceres de cólon, esôfago, pulmão,
fígado, mama e pele. Os compostos fenólicos que possuem este
potencial são resveratrol, quercetina, ácido caféico e flavonóis10.

Considerando a abundância na natureza e a importância
dos compostos fenólicos devido a sua influência na qualidade
dos alimentos, este trabalho apresenta uma revisão sobre
compostos fenólicos e as principais metodologias usadas em
análises de alimentos.
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Tipos de compostos fenólicos
A diversidade estrutural dos compostos fenólicos deve-

se à grande variedade de combinações que acontece na natureza
e os compostos resultantes são chamados de polifenóis. Estas
combinações fenólicas podem ser categorizadas em várias
classes como mostradas na Tabela 121,22. Dentre os fenólicos,
destacam-se os flavonóides, os ácidos fenólicos, os taninos e
os tocoferóis como os mais comuns antioxidantes fenólicos de
fonte natural14.

Os ácidos fenólicos caracterizam-se por terem um anel
benzênico, um grupamento carboxílico e um ou mais
grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes para os vegetais13.

Os ácidos fenólicos consistem em dois grupos, derivados
do ácido hidroxibenzóico e derivados do ácido hidroxicinâmico
(Figura 2). Os ácidos hidroxibenzóicos incluem os ácidos
gálico, p-hidroxibenzóico, protocatecuico, vanílico e siríngico,
que têm estrutura comum, C

6
–C

1
26; enquanto os ácidos

hidroxicinâmicos, são compostos aromáticos com três carbonos
que formam uma cadeia lateral (C

6
–C

3
), como os ácidos caféico,

ferúlico, p-cumárico e sináptico, sendo os mais comuns11.

Os flavonóides são compostos largamente distribuídos
no reino vegetal, encontram-se presentes em frutas, folhas,
sementes e em outras partes da planta na forma de glicosídios
ou agliconas. São compostos de baixo peso molecular,
consistindo em 15 átomos de carbono, organizados na
configuração C

6
–C

3
–C

6
22.

A estrutura química dos flavonóides consiste em dois
anéis aromáticos, denominados anel A e B, unidos por três
carbonos que formam um anel heterocíclico, denominado anel
C (Figura 1). O anel aromático A é derivado do ciclo acetato/
malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina23.
Variações em substituição do anel C padrão resultam em
importantes classes de flavonóides, como flavonóis, flavonas,
flavanonas, flavanóis (ou catequinas), isoflavonas e
antocianidinas24. Substituições dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonóides24.
Estas substituições podem incluir oxigenação, alquilação,
glicosilação, acilação e sulfação24.

Figura 1. Estrutura química dos flavonóides.

Tabela 1. Classe de compostos fenólicos em plantas.

Classe Estrutura
Fenólicos simples, benzoquinonas C

6

Ácidos hidroxibenzóicos C
6
–C

1

Acetofenol, ácidos fenilacéticos C
6
–C

2

Ácidos hidroxicinâmicos, fenilpropanóides C
6
–C

3

Nafitoquinonas C
6
–C

4

Xantonas C
6
–C

1
–C

6

Estilbenos, antoquinonas C
6
–C

2
–C

6

Flavonóides, isoflavonóides C
6
–C

3
–C

6

Lignanas, neolignanas (C
6
–C

3
)

2

Biflavonóides (C
6
–C

3
–C

6
)

2

Ligninas (C
6
–C

3
)

n

Taninos condensados (C
6
–C

3
–C

6
)

n

Figura 2. Estrutura química dos ácidos hidroxibenzóicos (a) e
hidroxicinâmicos (b).

Os ácidos sinápticos, ferúlico e p-cumárico são
antioxidantes mais ativos do que os derivados do ácido
benzóico, tais como ácido protocatecuico, siríngico e vanílico26.
Isso se deve à dupla ligação presente na molécula dos derivados
do ácido cinâmcio, que participa da estabilidade do radical por
ressonância de deslocamento do elétron desemparelhado,
enquanto que os derivados do ácido benzóico não apresentam
essa característica27.

Os taninos possuem o peso molecular relativamente alto,
constituem uma classe de polifenóis e, segundo a estrutura
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química, são classificados em taninos hidrolisáveis e taninos
condensáveis28.

Os taninos condensáveis, denominados proantocia-
nidinas, são oligômeros e polímeros de flavan-3-ol (catequina)
e/ou flavan-3,4-diol (leucocianidina), produtos do metabolismo
do fenilpropanol (Figura 3). As proantocianidinas, assim
denominadas, provavelmente pelo fato apresentarem pigmentos
avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e
delfinidina, apresentam uma rica diversidade estrutural,
resultante de padrões de substituições entre unidades flavânicas,
diversidade de posições entre suas ligações e estereoquímica
de seus compostos29.

insaturada16. A nomenclatura desses compostos recebem o
prefixo de α, β, γ, δ dependendo do número e posição do grupo
metila ligado ao anel aromático. O α-tocoferol é o composto
que apresenta maior atividade de vitamina E32.

A atividade antioxidante dos tocoferóis decresce do
composto δ para o α-tocoferol, assim, o δ-tocoferol é o mais
efetivo antioxidante, o β e γ-tocoferol têm atividade
intermediária e o α-tocoferol apresenta a mais baixa atividade
antioxidante 32,33.

Figura 3. Estrutura química de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol.

Os taninos hidrolisáveis são ésteres de ácidos gálico e
elágicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde
os grupos hidroxilas do açúcar são esterificados com os ácidos
fenólicos. Os taninos elágicos são muito mais freqüentes que
os gálicos, e é provável que o sistema bifenílico do ácido
hexaidroxidifenílico seja resultante da ligação oxidativa entre
dois ácidos gálicos14,30,31.

Os tocoferóis são compostos monofenólicos, existentes
em vegetais, principalmente em sementes oleaginosas e folhas,
que possuem atividade antioxidante e de vitamina E. Eles estão
agrupados em duas séries de compostos que possuem estrutura
química semelhante e recebem o nome genérico de tocóis e
tocotrienóis (Figura 4). Os compostos da série tocóis possuem
em cadeia saturada ligada ao anel e são denominados tocoferóis,
enquanto que os da série tocotrienóis possuem cadeia

Figura 4. Estrutra química do tocoferol e tocotrienol.

Análise e quantificação de fenólicos
Diversos pesquisadores têm trabalhado na separação,

identificação, quantificação e aplicação dos compostos
fenólicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodológicos, pois, além de englobarem uma gama enorme
de substâncias, são, na maioria das vezes, de grande polaridade,
muito reativos e susceptíveis à ação de enzimas14.

Os métodos realizados em análises de compostos
fenólicos podem ser classificados em determinação de
compostos fenólicos totais, quantificação individual e/ou de
um grupo ou classe de compostos fenólicos34.

A análise de compostos fenólicos é influenciada pela
natureza do composto, o método de extração empregado, o
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tamanho da amostra, o tempo e as condições de estocagem, o
padrão utilizado e a presença de interferentes tais como ceras,
gorduras, terpenos e clorofilas8.

Ainda não se desenvolveu um método satisfatório para
a extração de todos ou de uma classe específica de fenólicos
presentes nos alimentos. A solubilidade dos fenólicos varia de
acordo com a polaridade do solvente utilizado, o grau de
polimerização dos fenólicos e suas interações com outros
constituintes dos alimentos. Os solventes mais utilizados para
a extração destes compostos são metanol, etanol, acetona, água,
acetato de etila, propanol, dimetilformaldeído e suas
combinações6.

Outro aspecto importante no desenvolvimento de
métodos de quantificação de compostos fenólicos é a
dificuldade de se encontrar um padrão específico e conveniente,
devido a complexidade das substâncias fenólicas presentes nos
alimentos e as diferenças de reatividade entre estas substâncias
e os reagentes35.

Métodos espectrofotométricos
Vários métodos espectrofotométricos para quantificação

de compostos fenólicos em alimentos têm sido desenvolvidos.
Esses métodos são baseados em diferentes princípios e são
usados para quantificar fenólicos totais36,37, determinar um
composto fenólico específico37,38 ou uma classe de fenólicos39,40.

O método de Folin-Denis é o mais utilizado para a
determinação de fenólicos totais em vegetais8. Este método
descrito por Swain e Hillls37 baseia-se na redução do ácido
fosfomolíbdico-fosfotúngstico pelas hidroxilas fenólicas,
produzindo um complexo de coloração azul que absorve entre
620 e 740 nm com um comprimento de onda máximo em 725
nm. A reação ocorre em meio alcalino e a solução saturada de
carbonato de sódio é a base mais indicada. O método de Folin-
Denis, no entanto, não é um método específico, pois determina
todos os fenólicos presentes, além de substâncias redutoras
adicionadas aos alimentos ou naturalmente presentes que podem
interferir nos resultados.

Um aspecto importante a ser considerado neste método
é a escolha do padrão. Os mais utilizados têm sido o ácido
tânico e a catequina, entretanto, estes compostos apresentam
reatividades diferentes frente ao reagente de Folin-Denis41.

Muitas vezes o reagente de Folin-Denis é substituído
pelo de Folin-Ciocalteu42. Este último é mais sensível à redução
pelos fenóis e diminui a tendência à precipitação. As principais
diferenças entre estes dois reagentes é o uso de sulfato de lítio,
a presença de ácido hidroclorídrico e o longo tempo de
aquecimento para a preparação do reagente de Folin-
Ciocalteu39,43.

Para ambos os testes, o número de grupos hidroxilas ou
de grupos potencialmente oxidáveis controla a quantidade de
cor formada. O grupo fenólico deve estar na forma de fenolato
para os ânions molibdo e tungstofosfato produzirem a oxidação.
As moléculas reduzidas são azuis e as não reduzidas são
amarelas. Estas últimas se decompõem vagarosamente em pH

alcalino, o qual é necessário para a manutenção do fenol na
forma de fenolato8.

Este método espectrofotométrico, independente do tipo
de reagente utilizado, Folin-Denis ou Folin-Ciocalteu, não é
um método específico, pois detecta todos os grupos fenólicos
presentes no extrato, incluindo aquelas proteínas extraíveis.
Outra desvantagem é a interferência de reduzir substâncias
como ácido ascórbico6.

Price e Butler36 desenvolveram um método funda-
mentado na redução do íon férrico a íon ferroso pelas hidroxilas
fenólicas, seguido pela formação de um complexo de
ferrocianeto ferroso, conhecido como azul da Prússia, que
apresenta um máximo de absorção a 720 nm. A habilidade dos
compostos fenólicos reduzirem o íon férrico depende da
hidroxilação e do grau de polimerização destes compostos.
Além da falta de especificidade, este método apresenta
problemas como a instabilidade de soluções diluídas de cloreto
férrico, aumento da absorbância na presença de solventes
orgânicos e a impregnação da cor azul na vidraria utilizada,
inclusive nas cubetas do espectrofotômetro.

O teste da vanilina, descrito por Swain e Hillls37, é
largamente utilizado para quantificar proantocianinas (taninos
condensados) em vegetais7, particularmente em grão44. Baseia-
se na reação da vanilina a 1% com o fenólico em meio
fortemente ácido, um composto colorido com máximo de
absorção a 500 nm45. Este teste é específico para flavan-3-ols,
di-hidrochalconas e proantocianinas que possuem uma ligação
simples na posição 2-3 e uma hidroxila livre na posição meta
do anel B46.

Price et al.40 estudaram sobre o uso do teste de vanilina
para a determinação de taninos. Os autores recomendaram um
tempo mais curto na extração das amostras, a redução da
concentração da vanilina (0,5%) e do ácido clorídrico (4%), a
fixação da temperatura em 30°C e a utilização do extrato o
mais rápido possível. Além disso, mostraram que a inclinação
da curva na reação entre a catequina e a vanilina é diferente do
que entre o tanino e a vanilina e que ao se utilizar a catequina
como padrão para a dosagem de taninos estes são
superestimados.

Dentre os métodos de dosagem dos taninos que fazem
uso da complexação com proteínas, o de Hagerman e Butler47

tem sido o mais utilizado. Através da adição de uma solução
padrão de proteína ao extrato contendo tanino forma-se um
complexo que após separação por centrifugação é dissolvido
com dodecil sulfato de sódio (SDS) em meio alcalino. Adiciona-
se solução de cloreto férrico que reage com o tanino formando
um composto colorido com um máximo de absorção a 510nm.
A absorbância é uma função linear do teor de tanino ou de
ácido tânico para quantidades que variam de 0,20 a 1,00mg.

Vários estudos foram realizados para desenvolver um
método espectrofotométrico UV simples e satisfatório48. Os
fenólicos simples possuem absorção máxima entre 220 e 280nm49,
porém sua absorção é afetada pela natureza do solvente
empregado e o pH da solução. Além disso, a possibilidade de
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interferência dos raios UV sobre proteínas, ácidos nucléicos e
aminoácidos devem ser considerados. Diante disso, o
desenvolvimento de um UV satisfatório é uma tarefa difícil, além
do material a ser analisado. Ambas as técnicas,
espectrofotométricas UV e espectroscópicas visíveis, são
freqüentemente usados para identificação de combinações
fenólicas isoladas, particularmente flavonóides e também para
identificar a presença de combinações fenólicas predominantes35.

Métodos eletroquímicos
Os métodos eletroquímicos também são muito úteis na

análise de fenólicos em alimentos. Estes métodos podem ser
utilizados para determinar o potencial redutor de compostos
fenólicos, identificar mecanismos de oxidação, identificar
flavonóides através da comparação com um padrão e determinar
o potencial redutor de um fenólico desconhecido. O conhecimento
do potencial redutor é de grande interesse para a indústria de
alimentos, pois fenólicos oxidados podem afetar negativamente a
qualidade de vinhos, cervejas, sucos de uva, etc8,50,51.

Métodos cromatográficos
A cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia líquida

de alta eficiência (CLAE) são técnicas usadas tanto na separação
quanto na quantificação de compostos fenólicos.  A elucidação
de estruturas tem sido realizada através da combinação de GC
e CLAE com a espectrometria de massa, além de outras técnicas
relevantes8.

Diversas técnicas de CG têm sido empregadas na
separação e quantificação de ácidos fenólicos52,53, isoflavonas54,
aldeídos fenólicos55 e monômeros de taninos condensados56.
Inovações na CG como colunas de alta temperatura,
controladores de pressão e detectores eletrônicos melhoraram
significativamente a resolução e também têm aumentado o
alcance de substâncias de alto peso molecular que podem ser
analisadas por GC. A preparação de amostras para CG poder
incluir a remoção de lipídios do extrato, liberação de fenólicos
de éster e glicosídio titulados por álcali52,53, ácidos e hidrólises
enzimáticas54.

Há algumas metodologias descritas para a análise de
compostos fenólicos por cromatografia a gás, baseada nas suas
características de polaridade. Os ácidos fenólicos, muito
presentes em especiarias, são substâncias que possuem alta
polaridade e baixa pressão de vapor. Tais características levaram
alguns autores a descrever processos distintos para
derivatização e condições de análises cromatográficas,
objetivando uma melhor técnica de isolamento e caracterização
destes compostos7.

As técnicas de CLAE são extensamente usadas tanto na
separação quanto na quantificação de combinações fenólicas.
Várias fases móveis estão disponíveis para a análise de
antocianinas, procianidinas, flavononas e flavonóis, flavonas
e ácidos fenólicos57,58. A introdução de colunas de fase reversa
na CLAE tem consideravelmente realçado a separação de
diferentes classes de combinações fenólicas59,60.

Em uvas, vinhos e sucos a análise dos compostos
fenólicos individuais é comumente realizada por CLAE61,62.

A CLAE com detectar eletroquímico tem sido
satisfatoriamente aplicada na detecção, identificação e
quantificação de flavonóides e não flavonóides em vinho63. De
acordo com Chaviari, Concialini e Galletti64, o detector
eletroquímico é uma alternativa útil em relação à detecção UV,
pois é mais seletivo.

McMurtrey et al.65 desenvolveram um método que
consiste na aplicação direta de CLAE utilizando coluna de fase
reversa e detector elétroquímico para a quantificação de
resveratrol em vinhos. Este método mostrou-se bastante sensível
para a análise de trans-resveratrol e diminuiu consideravelmente
o tempo necessário para a realização das análises já que as
amostras não passaram por nenhum pré-tratamento.

Alto desempenho da CLAE em combinação com a
espectrometria de massa tem sido comumente utilizado para
caracterização estrutural de fenólicos. A espectrometria de
massa também tem sido empregada para confirmação
estrutural de fenólicos em ameixas, pêssegos, nectarinas66,
cacau67, azeite de oliva68 e em outros alimentos, tendo estes
trabalhos demonstrados que há complexação de flavonóides
com Cu2+.

A cromatografia gasosa associada à espectrometria de
massa também tem sido utilizada na quantificação de resveratrol
em vinhos69,70.

Outras técnicas cromatográficas tais como as
cromatografias em papel e em camada delgada são bastante
utilizadas na purificação e isolamento de antocianinas, flavonóis
e ácidos fenólicos em alimentos71,72,73.

Outros métodos usados para a detecção de fenólicos é a
técnica de detecção de reação química74 e detector
fluorimétrico75

.

CONCLUSÃO

As diversas publicações sobre análises de fenólicos em
alimentos surgiram há muitos anos. Entretanto, não há ainda
disponível um método padronizado para preparação de amostra
e extração. Portanto, há necessidade de uma investigação
sistemática para preparação de amostra e determinação de
fenólicos em alimentos, seja quantificação total, individual e/
ou de um grupo ou classe de componentes fenólicos. Além disso,
as metodologias utilizadas para análise de fenólicos não são
totalmente padronizadas, sendo deste modo, de extrema
importância o desenvolvimento e divulgação de métodos por
órgãos oficiais.
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RESUMO
O processamento dos produtos cárneos pode ocasionar a oxidação do colesterol levando à formação de
óxidos de colesterol, os quais estão associados ao surgimento de placas ateroscleróticas e a vários
efeitos biológicos indesejáveis. Esta revisão integra dados sobre a presença de óxidos de colesterol,
bem como os teores de colesterol, lipídios totais e ácidos graxos em produtos cárneos processados. O
efeito do cozimento e do tempo de estocagem dos produtos cárneos na formação de óxidos de colesterol
e alteração dos ácidos graxos também são abordados.
Palavras-chave. produtos cárneos, colesterol, óxidos de colesterol, ácidos graxos, revisão.

ABSTRACT
The processing of meat products can result in oxidation of the cholesterol leading to the formation of
various compounds associated with the formation of arteriosclerotic plaque and to various undesirable
biological effects. This review integrates data on the processing of meat products with those of cholesterol
oxidation and the levels of cholesterol, cholesterol oxides, total lipids and fatty acids in processed meat
products. The effects of cooking and storage in formation of cholesterol oxides and modification of
fatty acids of processed meat products are present too.
Key words. meat products, cholesterol, cholesterol oxides, fatty acids, review.

Formação de óxidos de colesterol e alteração dos ácidos graxos em
produtos cárneos

Formation of cholesterol oxides and modification of fatty acids in meat
products
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INTRODUÇÃO

De acordo com a literatura existe uma relação direta
entre os teores de colesterol, ácidos graxos saturados e trans,
presentes na dieta com o nível do colesterol sangüíneo e,
conseqüentemente, o desenvolvimento de aterosclerose1,2. Os
ácidos graxos trans são considerados mais prejudiciais que os
saturados porque, além de aumentarem o nível de lipoproteínas
de baixa densidade (LDL-colesterol), diminuem o nível de
lipoproteínas de alta densidade (HDL-colesterol)3.

O colesterol é instável e passível de sofrer oxidação
quando exposto a várias condições como temperaturas elevadas,
ar, iniciadores de radicais livres, luz ou à combinação destes
fatores. A autoxidação do colesterol é um processo de reações
em cadeia, baseada na formação de radicais livres, idêntica à
autoxidação dos lipídios insaturados4. A presença de ácidos
graxos poliinsaturados, mais susceptíveis à oxidação nos
alimentos, pode acelerar a oxidação do colesterol.

Os produtos da oxidação do colesterol possuem
estruturas semelhantes ao colesterol, com grupos funcionais
como hidroxila, cetona e epóxido adicionados no núcleo esterol
e de hidroxila na cadeia lateral da molécula. Estes compostos
podem entrar na circulação sangüínea como contaminantes de
alimentos contendo colesterol ou como resultado da oxidação
de lipoproteínas ou ainda como catabolismo intracelular5. Embora
mais de 80 óxidos de colesterol foram identificados, os mais
freqüentemente encontrados em alimentos são os derivados do
núcleo esterol (7-cetocolesterol, 7-ceto; 7α-hidroxicolesterol,
7α-OH; 7β-hidroxicolesterol, 7β-OH; 5,6α-epoxicolesterol,
α-EP; 5,6β-epoxicolesterol, β-EP e colestanotriol, triol) e em
menor extensão os da cadeia lateral (25-hidroxicolesterol,
25-OH; 20α-hidroxicolesterol, 20α-OH)6.

A presença de óxidos de colesterol nos alimentos é muito
preocupante devido às implicações à saúde. De acordo com
Hubbard et al.7, estudos realizados com 25-OH, 7β-OH e triol
em animais experimentais e estudos “in vitro” demonstraram
efeitos citotóxicos destes óxidos de colesterol. Bössinger et
al.8 mostraram que o 25-OH e o triol provocaram necroses em
25% das células musculares de aortas de coelhos brancos,
dentro de 24 horas, usando uma concentração mínima de 10
µg/mL destes óxidos em meio de cultura. Além disso, os
produtos da oxidação do colesterol alteram as propriedades
das membranas celulares como viscosidade, provocando
distúrbios na interação entre o colesterol e os fosfolipídios das
membranas, afetando as funções básicas das mesmas, como
transporte de nutrientes, atividade das enzimas da membrana e
equilíbrio osmótico. Os óxidos de colesterol também inibem a
atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-
CoA) redutase7,8,9,10.

A modificação oxidativa da LDL é uma hipótese da
causa de aterosclerose devido à presença de vários produtos
da oxidação do colesterol, tais como, 7-ceto e 7β-OH11,12,13. Os
óxidos de colesterol contribuem para a formação de lesões
arteriais “in vivo”, por aumentarem a permeabilidade vascular

à albumina e a outras macromoléculas, estimulando a agregação
de plaquetas por alterações no equilíbrio das prostaglandinas e
alterando a composição lipídica da LDL9,14. Estes compostos
também inibem a expressão dos receptores de LDL15 e reprimem
o relaxamento do endotélio arterial16. Quantidades significantes
de óxidos de colesterol foram identificados em tecidos humanos
de aortas, plasma e fígado de indivíduos hipercolesterolêmicos
e ateroscleróticos17,18,19,20.

Os óxidos de colesterol também apresentam efeitos
mutagênicos e carcinogênicos. Uma correlação positiva entre
a formação de epóxidos e a incidência de câncer de ovário em
ratas e de pele em ratos foi evidenciada21. Estudos “in vitro”
também mostraram que os epóxidos apresentam efeito
mutagênico22 e um estudo epidemiológico demonstrou a
incidência de câncer de colon23.

Os ácidos graxos também apresentam importante papel
no tecido biológico, como constituintes lipídicos das
membranas celulares, influenciam diretamente em certas
propriedades, tais como, integridade, fluidez, permeabilidade
e atividades de ligação enzima-membrana. No entanto, de
acordo com o tipo de ácido graxo consumido na dieta,
importantes implicações para o coração humano podem ser
geradas, aumentando o risco de doenças cardiovasculares24.
Os ácidos graxos saturados podem afetar os níveis de lipídios
plasmáticos de maneiras diferentes de acordo com o
comprimento da cadeia sendo os ácidos láurico (C12:0),
mirístico (C14:0) e palmítico (C16:0) considerados os mais
preocupantes e hipercolesterolêmicos. Segundo Hayes et al.25

o C14:0 é o mais hipercolesterolêmico e o C16:0 é o menos.
O ácido esteárico (C18:0) tem efeito neutro no nível de
colesterol sangüíneo, uma vez que é rapidamente convertido
em ácido oléico (C18:1ω9), um ácido graxo monoinsaturado
considerado hipocolesterolêmico. Os ácidos graxos saturados
de cadeia curta (<C12) são metabolisados de maneira diferente
dos ácidos graxos saturados de cadeia longa e são
imediatamente consumidos antes de serem armazenados nos
tecidos. A redução de ácidos graxos saturados de cadeia longa
na dieta é desejável porque estes ácidos elevam a concentração
de colesterol no soro sangüíneo e interferem com os receptores
de LDL no fígado26.

Os ácidos graxos insaturados compreendem tanto os
ácidos graxos monoinsaturados quanto os poliinsaturados, que
são formados pelas famílias de ácidos graxos ω3, ω6 e ω9. A
distinção entre eles é baseada na localização da primeira dupla
ligação, contando a partir do último grupo metil da molécula de
ácido graxo. Os ácidos graxos monoinsaturados são
representados pelo ácido oléico (C18:1ω9), que pode ser
sintetizado por todos os mamíferos, incluindo humanos. Ácidos
graxos ω3 e ω6 são considerados essenciais, porque os humanos,
assim como todos os mamíferos, não podem sintetizá-los e têm
que retirá-los de sua dieta. O ácido graxo linoléico (C18:2ω6)
representa os ácidos graxos w6 e o ácido linolênico (C18:3ω3)
os ácidos graxos ω327.  O ácido linoléico, em humanos, pode ser
convertido para ácido araquidônico (AA, C20:4ω6) e o ácido
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linolênico, para ácido eicosapentaenóico (EPA, C20:5ω3) e
ácido docosahexaenóico (DHA, C22:6ω3), através de enzimas
∆6, ∆5 e ∆4-desaturases e alongamento de cadeia. Há evidências
de que a ∆6-desaturase decresce com a idade, e estudos afirmam
que prematuros, hipertensos e diabéticos têm limitações na
conversão de ácido linolênico para EPA e DHA28,29.

Numerosos estudos em animais, investigações
epidemiológicas e triagens clínicas têm mostrado que os ácidos
graxos poliinsaturados ω3 são importantes para as funções
biológicas normais, e diminuem a quantidade de lipídios
séricos30,31,32. Além disso, os benefícios destes ácidos graxos
estão associados à manutenção da integridade da membrana
celular24. Okuyama et al.33 associaram a redução de risco ao
câncer à suplementação alimentar com EPA e DHA.

Os ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, como
o AA e o EPA, localizados nas membranas celulares, são
precursores de diferentes eicosanóides (prostaglandinas,
tromboxanas e leucotrienos) que atuam como mensageiros da
célula e reguladores metabólicos, cujas funções específicas são
importantes no controle de doenças cardiovasculares34.

Deve-se destacar que as duplas ligações dos ácidos graxos
apresentam a estrutura conformacional cis, isto é, os radicais em
relação às duplas ligações estão do mesmo lado. No entanto,
quando os ácidos graxos cis ou os triacilgliceróis, que os contêm,
são submetidos a algum processo enzimático, oxidativo ou de
hidrogenação, ocorre a formação de isômeros geométricos em que
os radicais relacionados às duplas ligações mudam de posição,
ocorrendo a formação dos ácidos graxos trans. Nos produtos
cárneos e lácteos, os ácidos graxos trans são componentes naturais,
encontrados em pequenas quantidades, formados pela
biohidrogenação através de enzimas (isomerases e hidrogenases)
presentes na flora microbiota do rúmen de animais poligástricos35.
Em adição, os ácidos graxos trans podem estar presentes em
quantidades maiores em uma grande variedade de alimentos, como
os óleos vegetais, margarinas, gordura hidrogenada e nos alimentos
que utilizam estes produtos na formulação.

COLESTEROL E ÓXIDOS DE COLESTEROL EM
PRODUTOS CÁRNEOS PROCESSADOS

Colesterol
O colesterol é um componente importantíssimo das

membranas celulares dos animais e está presente nas carnes
em quantidades variáveis, devido a uma série de fatores, tais
como a espécie animal, a raça, o sexo, a idade, o sistema de
criação e alimentação.

Produtos processados de carne de peru (“blanquete”,
salsicha, presunto, hambúrguer, almôndegas, “roulé”, peito
defumado e presunto defumado) apresentaram teores relativamente
baixos de colesterol, variando de 32 a 43 mg/100g36. No entanto,
King et al.37 encontraram valores muito superiores, variando de
116 a 144 mg/100g, quando analisaram presunto, pastrame e carne
de peru moída.

Baggio e Bragagnolo38 obtiveram teores de colesterol
em produtos processados de carne de frango (salsicha, lingüiça
e mortadela) e de Chester® (mortadela, salsicha, hambúrguer e
lingüiça) variando de 31 no hambúrguer a 64mg/100g na
salsicha de Chester®, enquanto que Pereira et al.39 encontraram
teores de 44mg/100g em lingüiças de frango e de Chester®, e
de 51mg/100g em lingüiças tipo comum. No entanto, Zanardi
et al.40 encontraram valores maiores de colesterol em lingüiça
maturada (66-97mg/100g).

Novelli et al.41 quantificaram colesterol em quatorze
amostras de salame tipo Milano e onze amostras de mortadela
suína, variando de 34 a 119 mg/100g no salame Milano e de 52
a 138mg/100g na mortadela suína. Por outro lado, Lercker e
Rodriguez-Estrada42 obtiveram valores de 19,3 a 74,7mg/100g
em dez amostras de salame.

Baggio43 analisou amostras de produtos cárneos
processados bovinos (almôndega, hambúrguer e “jerked beef”),
suínos (lingüiça toscana, presunto e apresuntado) e de
composição cárnea mista (salsicha “hot-dog”, mortadela e
salame tipo Italiano) e obtiveram teores de colesterol variando
de 29 no hambúrguer a 59 mg/100g no salame tipo Italiano.
Em outro estudo, Baggio e Bragagnolo44 verificaram que o
tempo de armazenamento de 90 dias para as amostras de
mortadela e 120 dias para as amostras de “jerked beef” e salame,
não alterou o teor de colesterol nestes produtos, apresentando
uma variação de 40 a 46 mg/100g no “jerked beef”, de 48 a 57
mg/100g no salame, de 45 a 50 mg/100g na mortadela de frango
e de 46 a 53 mg/100g na mortadela de Chester® durante o
armazenamento.

Rodriguez-Estrada et al.45 verificaram o efeito de
diferentes métodos de cozimento (assado, microondas,
microondas e assado, grelhado, cozido e frito) sobre o teor de
colesterol em hambúrguer bovino. O hambúrguer cru apresentou
teor de 83 mg/hambúrguer enquanto os hambúrgueres
submetidos ao preparo térmico variaram de 49 no hambúrguer
cozido a 73 mg/hambúrguer no hambúrguer frito. Larkeson et
al.46 determinaram teores de colesterol em amostras de
almôndegas (50% de carne bovina + 50% de carne suína) e
hambúrgueres bovinos crus e pré-fritos. Nas amostras de
almôndegas cruas e pré-fritas os teores de colesterol obtidos
foram 39 e 33 mg/100g, respectivamente, e encontraram teores
de 46 mg/100g nas amostras de hambúrgueres crus e 29 mg/
100g nos hambúrgueres pré-fritos. Baggio e Bragagnolo47

estudaram o efeito do preparo térmico (assado, grelhado e
cozido) sobre o teor de colesterol em produtos cárneos
processados bovino (almôndega e hambúrguer), suíno
(lingüiça), de frango (salsicha e lingüiça), de Chester® (salsicha,
hambúrguer e lingüiça) e de composição cárnea mista (salsicha
“hot-dog”). Os teores de colesterol, na base seca, apresentaram
diferença significativa apenas entre a lingüiça suína crua e
grelhada e entre o hambúrguer de Chester® cru e grelhado, sendo
menor nas amostras grelhadas. Os teores de colesterol foram
sempre maiores nas amostras cruas, embora não
significativamente diferentes. Os teores de colesterol
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encontrados nas amostras preparadas termicamente variaram
de 28 na almôndega bovina assada a 61 mg/100g na salsicha
de Chester® cozida.

Óxidos de Colesterol
Os óxidos de colesterol podem ser formados durante o

processamento e o preparo do alimento quando exposto a
temperaturas elevadas, ar, luz, oxigênio, radiação ou à
combinação destes fatores4,7. Além disso, pH, atividade de água
e a presença de ácidos graxos insaturados são fatores que
também influenciam a formação dos óxidos de colesterol
durante o processamento e o armazenamento dos alimentos48.
Em adição, condições impróprias de armazenamento podem
facilitar a formação dos produtos da oxidação do colesterol49.

Os procedimentos de processamento podem levar à
oxidação dos lipídios presentes na carne e em seus produtos
processados por várias maneiras. O tratamento térmico tem
efeitos negativos na estrutura celular, pois provoca a
desnaturação das proteínas, principalmente da globina,
deixando o íon ferro+2 mais susceptível à oxidação com
liberação de oxigênio molecular da oximioglobina presente
nos músculos, produzindo desta maneira as condições para
a produção de peróxidos de hidrogênio. Fragmentando,
picando e misturando a carne, desfaz-se a estrutura muscular
da mesma, aumentando a superfície de exposição ao oxigênio
e a outros catalisadores da oxidação, o que pode dar origem
a radicais livres desencadeando as reações de oxidação
do colesterol41.

Novelli et al.41 encontraram 4 óxidos  em amostras de
salame tipo Milano e de mortadela suína. O 7β-OH foi detectado
em duas amostras de salame (13,5 e 15,8 µg/g) e uma amostra
de mortadela (6,4µg/g); o α-EP foi encontrado em cinco
amostras de salame (0,5-9,5µg/g) e esteve ausente em apenas
uma amostra de mortadela (1,6-6,2µg/g); o 7-ceto foi
determinado em sete amostras de salame (0,4-2,6µg/g) e cinco
amostras de mortadela (0,6-18,7µg/g) e o 25-OH não foi
detectado nas amostras de mortadela, sendo encontrado em
apenas três amostras de salame (0,7, 1,4 e 2,6µg/g).

Schmarr et al.50 estudaram dois tipos de salame (A e B)
e encontraram 7α-OH (2,2 no salame A e 0,4µg/g no salame
B), 7β-OH (0,9 no salame A e 0,4µg/g no salame B), 20α-OH
(0,3µg/g no salame A e não detectado no salame B), α-EP
(0,7µg/g no salame A e não detectado no salame B), β-EP (0,5
no salame A e 0,4µg/g no salame B) e 7-ceto (1,1 no salame A
e 0,6µg/g no salame B). Valores maiores de 7-ceto foram obtidos
em amostras de salame42, variando de 0,7 a 4,5µg/g.

Rodriguez-Estrada et al.45 observaram que o preparo
térmico, embora tenha diminuído o conteúdo de 7-ceto em relação
à amostra crua (25,2µg/g de lipídios), variou de 16,4 no
hambúrguer cozido a 22,0µg/g de lipídios no hambúrguer
preparado pela combinação microondas + assado.  Por outro
lado,  Larkeson et al.46 verificaram que os teores de óxidos de
colesterol em almôndegas e hambúrguer crus (7,0-10,0µg/g de
lipídio) aumentaram quando foram fritos (29,0µg/g de

lipídio) e estocados no escuro a 4oC por uma e duas semanas
(42,0 e 50,0µg/g de lipídio, respectivamente).

Osada et al.51 detectaram 4 óxidos de colesterol em
amostras de lingüiça, presunto cru e assado, salame e bacon. Os
teores de 7β-OH + β-EP variaram de 1,1 no bacon a 4,7µg/g na
lingüiça, o α-EP variou de 0,8 no presunto cru a 3,8µg/g na
lingüiça, triol variou de 0,5 no presunto cru a 3,7µg/g na lingüiça
e os teores de 7-ceto variaram de 7,1 no bacon a 12,0µg/g no
presunto assado. Por outro lado, Baggio et al.36 pesquisaram 7
óxidos em produtos processados de carne de peru (“blanquete”,
salsicha, presunto, hambúrguer, almôndegas, “roulé”, peito
defumado e presunto defumado) e encontraram apenas 7-ceto e
β-EP com teores variando de 0,3 a 1,8µg/g e de 0,8 a 4,5µg/g,
respectivamente.  No entanto, Sander et al.52 analisando amostras
de carnes liofilizadas de carne de frango, bovina e de peru
encontraram além destes óxidos, o 7β-OH e α-EP e em valores
superiores devido provavelmente a baixa atividade de água das
amostras que facilita a interação do colesterol com o oxigênio e
com os metais.

Torres et al.53 determinaram óxidos de colesterol em
amostras de charque preparadas com sal refinado, sal grosso e
sal refinado com adição de BHA/BHT após trinta dias de
estocagem em temperatura ambiente. No charque preparado com
sal refinado encontraram 7-ceto (5,5µg/g) e triol (1,8µg/g), no
charque preparado com sal grosso 7β-OH (3,2µg/g), 7-ceto
(5,1µg/g) e triol (3,9µg/g), no charque preparado com sal
refinado + BHA/BHT obtiveram 7β-OH (0,4µg/g), 7-ceto
(0,9µg/g), 4β-OH (0,8µg/g) e α-EP (1,0µg/g).  Embora,
encontraram um maior número de óxidos nas amostras de
charque preparado com sal refinado + BHA/BHT os valores
foram menores que no charque preparado com sal refinado sem
antioxidante. Baggio43 analisando 126 amostras de produtos
cárneos processados, 45 bovinos (almôndega, hambúrguer e
“jerked beef”), 36 suínos (lingüiça toscana, presunto e
apresuntado) e 45 de composição cárnea mista (salsicha “hot-
dog”, mortadela e salame tipo Italiano) encontraram apenas
7-ceto em quatro amostras (3,2µg/g de hambúrguer bovino;
1,6 e 2,0µg/g de salsichas “hot-dog” e 2,6µg/g de mortadela).

Baggio e Bragagnolo44,47 observaram que tanto no estudo
realizado sobre o efeito do preparo térmico, quanto no estudo
sobre o efeito do tempo de estocagem, não houve formação de
óxidos de colesterol nos produtos cárneos processados
analisados. Considerando que o 7-ceto é um indicador do
processo oxidativo, pode-se considerar que nas amostras
analisadas não ocorreu degradação da fração lipídica devido
provavelmente, a presença do antioxidante eritorbato de sódio
presente nas amostras. Segundo Tai et al.54, o uso de antioxidante
nas formulações e também o emprego de embalagens
apropriadas, proporcionando uma barreira física ao ar e à luz,
podem impedir a formação de produtos de oxidação do
colesterol. Park e Addis55 também não encontraram óxidos de
colesterol nas amostras analisadas de fígado fresco, cérebro
fresco, músculo bovino, frango frito, hambúrguer grelhado,
“jerked beef” e lingüiça de fígado.
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Higley et al.56 encontraram valores bem mais elevados
de óxidos de colesterol tanto em produtos cozidos como em
produtos crus obtendo valores de até 1869µg/g. No entanto, os
resultados não foram confirmados por espectrometria de
massas. Dentre os trabalhos citados, somente os de Novelli et
al.41, de Schmarr et al.50, de Sander et al.52, de Baggio et al.36,
Baggio43 relatam a realização da confirmação dos óxidos de
colesterol através da espectrometria de massas.

LIPÍDIOS TOTAIS E ÁCIDOS GRAXOS EM
PRODUTOS CÁRNEOS PROCESSADOS

A relação entre dieta e saúde está amplamente difundida
e os clínicos gerais, cardiologistas e nutricionistas recomendam
uma dieta equilibrada, ou seja, com baixo teor de lipídios totais
e ácidos graxos saturados e maior taxa de ácidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados.

Zanardi et al.40 encontram valores elevados de lipídios
totais em lingüiça variando de 32 a 43g/100 g. Novelli et
al.41 verificaram que os teores de lipídios totais variaram de
26 a 36g/100g no salame tipo Milano e de 23 a 35g/100g na
mortadela. Baggio43 obteve teores de lipídios totais variando
de 3 no presunto a 25g/100g no salame tipo Italiano quando
analisaram amostras de produtos cárneos processados
bovinos (almôndega, hambúrguer e “jerked beef”), suínos
(lingüiça toscana, presunto e apresuntado) e de composição
cárnea mista (salsicha “hot-dog”, mortadela e salame tipo
Italiano). Valores menores foram obtidos por Lercker e
Rodriguez-Estrada42 em salame, com teores variando de 19
a 25g/100g. No entanto, em amostras de almôndegas (50%
de carne bovina + 50% de carne suína) e hambúrgueres
bovinos, Larkeson et al.46 encontraram teores de lipídios
variando de 7 nas almôndegas cruas a 17g/100g nos
hambúrgueres.  Em produtos processados de carne de frango
(salsicha, lingüiça e mortadela) e de Chester® (mortadela,
salsicha, hambúrguer e lingüiça), os teores variaram de 8 na
salsicha de Chester®  a 19g/100g na mortadela de frango38.
Por outro lado, valores menores foram encontrados em
produtos processados de carne de peru (“blanquete”,
salsicha, presunto, hambúrguer, almôndegas, “roulé”, peito
defumado e presunto defumado) com teores variando de 1
no peito defumado a 14 g/100g nas almôndegas 36. Pereira
et al.39 também encontraram teores de lipídios totais menores
nas amostras de lingüiça de carne de peru (4g/100g) e
maiores nas amostras de lingüiça tipo comum (17g/100g).

O efeito do preparo térmico (assado, grelhado e cozido)
causou redução no teor de lipídios totais no hambúrguer
bovino, diminuindo de 32 (hambúrguer cru) para 26g/100g
(hambúrguer grelhado). Entretanto, nos demais produtos
cárneos analisados (salsicha cozida na água, almôndega
assada) não houve diferença significativa entre as amostras
cruas e preparadas termicamente47.  Rodriguez-Estrada et al.45

também encontraram maiores teores de lipídios nos

hambúrgueres crus (14g/100g) do que nos grelhados e cozidos.
Entre os diferentes métodos de cozimento pesquisados (grelhado,
cozido e frito) verificaram que tanto para o hambúrguer grelhado
como para o cozido (11g/100g) os teores de lipídios foram
menores que para o hambúrguer frito (12g/100g).

Baggio e Bragagnolo44 observaram que o tempo de arma-
zenamento de três meses para amostras de mortadela de frango
e de Chester®, e de quatro meses para as amostras de “jerked
beef” e salame Italiano, não alterou o teor de lipídios totais.

Os principais ácidos graxos encontrados em lingüiças
tipo comum, lingüiças de carne de frango, Chester® e peru,
de acordo com Pereira et al.39, foram C18:1ω9, C16:0,
C18:2ω6, C18:0 e C16:1ω7. Baggio43 identificou, além
destes, o C14:0 como principais em produtos cárneos
bovinos, suínos e de composição mista, sendo que os de
produtos processados de carne bovina apresentaram maior
teor de C18:0 e menor de C18:2ω6. Torres et al.53

encontraram os mesmos ácidos graxos em charque com
exceção do C16:1ω7. Em amostras de produtos processados
de carne frango e de Chester®38, o C20:4ω6 e o C18:3ω3, e
de produtos processados de peru, o C20:4ω6, foram
encontrados também como principais.

Teores de ácidos graxos saturados36,38,43, variando de
10 a 6g/100g, foram encontrados em amostras de salame
italiano (composição mista), lingüiça suína, mortadela mista
e de frango, almôndega bovina, hambúrguer bovino, salsicha
mista. Valores menores que 6 e maiores que 2g/100g foram
encontrados em mortadela de Chester®, hamburguer de peru,
almôndega bovina, salsicha de frango, de Chester® e de peru,
lingüiça de Chester® e “jerked beef”. Valores menores que
2g/100g foram encontrados em produtos de peru (“blanquete”,
“roulé”, peito defumado, presunto, presunto defumado) e
presunto suíno.

Os teores de ácidos graxos monoinsaturados36,38,43

foram maiores (entre 10 a 6g/100g) nas amostras de salame
italiano, mortadela mista, de Chester® e de frango, salsicha
suína, hamburguer bovino, lingüiça de Chester® e almôndega
de peru. Valores menores que 6 e maiores que 2g/100g foram
obtido em almondega bovina, hambúrguer de Chester®,
salsicha de Chester®, de frango e de peru, lingüiça de frango,
presunto de peru defumado, “jerked beef” e “blanquete” de
peru. Valores menores que 2g/100g foram encontrados em
apresentado suíno e produtos de peru (peito defumado,
presunto e “roulé”).

As amostras de salame italiano, mortadela mista, de
Chester® e de frango, salsicha mista, lingüiça suína, salsicha
de frango e peito de peru defumado apresentaram teores
de ácidos graxos poliinsaturados36,38,43 variando entre 5 a
3g/100g. Valores menores que 3 e maiores que 1 foram
encontrados em hambúrguer bovino, de Chester® e de peru,
almôndegas bovinas e de peru, lingüiça de Chester®,
apresuntado suíno e salsicha de Chester®  e de peru, enquanto
que, valores menores que 1g/100g foram obtidos em presunto
suíno e “jerked beef”.
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Ácidos graxos trans36,38,43 foram encontrados em
quantidades variando de 0,7 a 0,2g/100g em amostras de
hambúrguer e almôndega tanto de peru quanto bovina. No
entanto, nos demais produtos analisados quantidades abaixo
de 0,2 g/100g foram obtidas.

Rodriguez-Estrada et al.45 não encontraram diferença
significativa nos teores de ácidos graxos saturados (48-49%)
e monoinsaturados (48%) entre as amostras de hambúrguer
cru e preparadas termicamente, enquanto que os ácidos graxos
poliinsaturados sofreram alterações significativas entre as
amostras, variando de 3% no hambúrguer cru a 4% no
hambúrguer preparado por microondas + assado e no
hambúrguer grelhado. Por outro lado, Baggio e Bragagnolo47

verificaram que a composição de ácidos graxos não apresentou
alteração significativa com o preparo térmico em produtos
processados bovinos, suínos, de frango e de Chester®. O tempo
de armazenamento também não teve efeito na composição de
ácidos graxos em produtos cárneos estocados durante 90 e
120 dias44.

CONCLUSÃO

Os estudos sobre óxidos de colesterol em produtos
cárneos processados são escassos na literatura e os resultados
às vezes conflitantes. Em geral pode-se dizer que: 1) entre os
óxidos de colesterol formados, o 7-ceto é o de maior
predominância; 2) os óxidos de colesterol considerados mais
citotóxicos, 25-OH e triol, são encontrados apenas em algumas
amostras e 3) diferentes óxidos de colesterol são encontrados,
os quais divergem de autor para autor.

Os teores de colesterol em produtos processados de
carne variam largamente, no entanto, verifica-se que os teores
em carne suína e de peru são os menores, seguidos dos de carne
bovina e, por último, os de frango e Chester®.

Considerando que os produtos que contem acima de
5g/100g de lipídios totais são classificados como alimentos com
alto teor de gordura, a maioria dos produtos cárneos se
enquadram nesta classificação.

Os lipídios totais, ácidos graxos saturados e
monoinsaturados demonstraram que não são influenciados pelo
tratamento térmico e pela estocagem, entretanto, o mesmo não
ocorre com os ácidos graxos poliinsaturados, sendo necessário
maiores estudos para elucidar melhor as condições que
produzem mudanças nestes ácidos graxos e na formação de
óxidos de colesterol em alimentos.
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RESUMO
Foi realizada a comparação entre os caldos Escherichia coli - EC (Difco 0314-01-0) e Caldo Verde
Brilhante Lactose Bile 2% - CVBLB (Difco 0007-01-2) utilizados como teste confirmativo para a
detecção de coliformes termotolerantes em amostras de leite pasteurizado tipo C e sorvete. Com base
nos resultados obtidos, pode-se afirmar que houve diferença significativa (p<0,05) entre os dois meios
de cultura quanto à contagem do NMP de coliformes termotolerantes. Outrossim, 58,3% das amostras
de leite e 19,4% das amostras de sorvetes apresentaram valores de contagem de coliformes termotolerantes
em desacordo com os tolerados pela legislação (ANVISA, 2001), quando as amostras analisadas foram
cultivadas em meio de CVBLB. Ao empregar o caldo EC para o cultivo das amostras, 70,8% das amostras
de leite e 30,6% das amostras de sorvetes apresentaram NMP de coliformes termotolerantes em desacordo
com os permitidos pela legislação.
Palavras-chave. leite, sorvete, coliformes termotolerantes, caldo Escherichia coli, caldo verde brilhante
lactose bile 2%, número mais provável.

ABSTRACT
Efficiency of Escherichia coli broth - EC (Difco 0314-01-0) and Brilliant Green Bile Lactose broth 2%
- BGB (Difco 0007-01-2) used as confirmation testing for detecting thermotolerant coliform in milk and
ice cream samples was compared. The total and thermotolerant coliforms counting in analyzed samples
were carried out following the Brazilian legislation (ANVISA, 2001). Based on the obtained results,
58.3% of milk samples and 19.4% of ice cream samples analyzed for thermotolerant coliforms counting
by culturing on BGB, and 70.8% and 30.6% of respective foods cultivated on EC broth were in
disagreement with values established by the Brazilian legislation. A significant difference (p<0.05)
between the EC and BGB culture media as for thermotolerant coliforms counting was observed.
Key words. milk, ice cream, thermotolerant coliforms, Escherichia coli broth, Brilliant Green Lactose
broths 2%, most probable number.

Comparação da eficiência dos caldos Escherichia coli e caldo verde
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INTRODUÇÃO

O sorvete tornou-se um dos principais produtos das
indústrias de leite e de grande interesse público1.

Ainda hoje, os gelados comestíveis não têm sido
considerados como uma séria fonte de infecção bacteriana, por
se constituir de um alimento congelado, porém, a resistência
de microrganismos ao congelamento é muito variável, pois o
congelamento não provoca necessariamente morte de todos os
microrganismos presentes e muitos sobrevivem em diferentes
estados fisiológicos2,3.

As fontes de contaminação mais comuns são matérias-
primas, instalações, equipamentos, utensílios e manipuladores.
Os microrganismos contaminantes de um alimento podem ainda
se multiplicar por falhas durante o processamento, em etapas
anteriores ao congelamento e permanecerem viáveis no produto3.

A microbiota dos sorvetes, antes do tratamento térmico,
está relacionada com os ingredientes utilizados, sendo que de
acordo com a legislação todos os gelados comestíveis
elaborados com laticínios ou ovos serão obrigatoriamente
pasteurizados4.

Apesar dos sorvetes a base de leite serem um produto
que passa pelos processos de pasteurização, maturação no frio,
congelação e endurecimento, pode conter microrganismos
patogênicos e deteriorantes5.

A contaminação do leite pode ocorrer na ordenha e
durante toda a cadeia de produção até a distribuição, portanto
a qualidade de todos os produtos derivados do leite dependerá,
basicamente, das condições microbiológicas da matéria-
prima6, as quais devem ser tão bem controladas quanto o
processo de produção5.

Qualquer ingrediente contaminado, utilizado na
fabricação do sorvete, pode influenciar na qualidade do produto
acabado, principalmente se esta é avaliada pelo número de
bactérias que contém, ou por conter espécies de bactérias
indesejáveis, tais como os coliformes7.

Cerca de 95% dos coliformes existentes nas fezes
humanas e outros animais são E. coli, e dentre as bactérias de
habitat reconhecidamente de origem fecal, no grupo dos
coliformes termotolerantes, a E. coli, embora também possa ser
introduzida a partir de fontes não fecais, é o melhor indicador de
contaminação fecal conhecido até o momento, pois satisfaz todas
as exigências de um indicador ideal. Por estes motivos, as
tendências atuais se direcionam no sentido da detecção específica
de E. coli, com o desenvolvimento de diversos métodos que
permitam a enumeração rápida desta espécie diretamente8. Sua
presença nos alimentos tem um significado importante, indica
as condições higiênico-sanitárias dos mesmos9.

O presente trabalho teve como objetivo comparar a
enumeração e a capacidade de recuperação de coliformes
termotolerantes utilizando-se os caldos de cultivo Caldo Verde
Brilhante Lactose Bile 2% - CVBLB e caldo Escherichia coli
– EC, com incubação a 44,5ºC/24-48h em sorvetes a base de
leite e da matéria-prima leite, verificando como os produtos se

enquadrariam em relação aos padrões microbiológicos exigidos
pela legislação nacional vigente10.

MATERIAL E MÉTODOS

As amostras do leite e do sorvete de massa a base de
leite foram coletadas em uma sorveteria artesanal da cidade de
Piracicaba, interior do Estado de São Paulo. O leite do tipo C
analisado foi coletado em dois erlenmeyer previamente
esterilizados de 3L e os sorvetes processados e acondicionados
em três embalagens específicas para este alimento, a base de
cartão craft II revestidas com polipropileno de baixa densidade,
totalizando aproximadamente 12 L de sorvete. As amostras
foram transportadas em caixas isotérmicas, sob gelo, até o
Laboratório de Microbiologia de Alimentos da ESALQ/USP.
Foram realizadas 12 coletas quinzenais, para o leite e para o
sorvete foram selecionados dois sabores, sendo as coletas de 1
a 6 o sabor creme e as coletas de 7 a 12 o sabor chocolate.

O Número Mais Provável (NMP) de coliformes totais e
coliformes termotolerantes foi determinado pelo método
clássico de fermentação em tubos múltiplos, através da técnica
dos tubos múltiplos de acordo com as recomendações da
Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)11.

Essa técnica consta de duas fases: o teste presuntivo,
onde se busca a recuperação de células injuriadas e detecta a
presença de microrganismos fermentadores da lactose, e o teste
confirmativo, onde se determina a real população de coliformes
totais e termotolerantes.

No entanto, a norma da ABNT faz um ressalvo nessa
técnica para produtos lácteos, onde a prova presuntiva não é
efetuada, sendo as inoculações realizadas diretamente em séries
de três tubos contendo Caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2%
(CVBLB) com incubação a 35ºC/24-48h.

Após a realização do teste confirmativo para coliformes
totais no CVBLB, foi realizado o teste confirmativo para
coliformes termotolerantes. A norma da ABNT recomenda que
tal teste pode ser efetuado no mesmo caldo de cultivo (CVBLB)
prosseguindo a incubação a 44,5ºC/24-48h. No presente
trabalho, o teste confirmativo para coliformes termotolerantes
foi realizado simultaneamente em CVBLB e em caldo
Escherichia coli (EC), ambos incubados a 44,5ºC por 24-48h.

A presença de coliformes termotolerantes foi confirmada
pela produção de indol no Caldo Triptona, além da produção
de gás nos tubos com CVBLB e com caldo EC, uma vez que a
temperatura (44,5ºC) e o período de incubação utilizados
impedem que outros microrganismos fermentem a lactose com
produção de gás.

Mediante a consulta da tabela própria da ABNT11, foi
calculado o Número Mais Provável de coliformes totais e
termotolerantes por mL de leite e por grama de sorvete para
cada amostra.

Os resultados obtidos foram comparados com os padrões
vigentes no país para o leite e para o sorvete10.
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Análise estatística
Em vista dos objetivos e do delineamento experimental

utilizado (casualizado em blocos), os testes utilizados foram:
testes para dados pareados e coeficientes de correlação12.

Inicialmente os dados foram submetidos aos testes de
adequação ao modelo linear e transformados por meio da função
Log 10. Posteriormente, foram submetidos à análise de dados
pareados, pelo PROC UNIVARIATE do programa estatístico
Statistical Analysis System (SAS)13.

Os coeficientes de correlação foram calculados utilizando-
se o coeficiente de correlação de Spearman, objetivando a
comparação das médias das análises do NMP para coliformes
termotolerantes com o emprego dos caldos CVBLB e EC.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na Tabela 1, estão representados os NMP de coliformes
totais presentes no leite e no sorvete. Para cada coleta, foram
analisadas 2 amostras de leite, total de 24 amostras e 3 amostras
de sorvete, totalizando 36 amostras.

O leite pasteurizado tipo C beneficiado no Brasil, tem
sido considerado um produto de baixa qualidade devido ao
fato de normalmente ser proveniente de uma matéria-prima
contaminada face às deficiências higiênico-sanitárias na
produção. Porém, Barros et al.14 ao analisarem 38 amostras de
leite do tipo C provenientes de pequenas fazendas leiteiras,
observaram que apenas 6 (16%) apresentaram padrões
microbiológicos inaceitáveis.

Em recente pesquisa, Freitas et al.15 ao analisarem 51
amostras de leite do tipo C, verificaram que 32,2% estiveram
em desacordo com os padrões determinados pelo RIISPOA16,
quanto ao NMP de coliformes totais. Semelhantes resultados
foram encontrados por Tessari & Cardoso17 em 50 amostras,
das quais 36% estavam em desacordo com o padrão
estabelecido16.

Toda a matéria-prima animal “in natura” utilizada
para a fabricação de outros produtos alimentícios possue
um certo número de microrganismos contaminantes. Assim,
Halász et al.18 afirmam que dependendo das condições em
que a matéria-prima (leite) for tratada, o número de
microrganismos poderá aumentar durante o armazenamento
e/ou processamento, tornando seus subprodutos inadequados
para o consumo.

De acordo com Guadagnoli19, a matéria-prima é um
item importante a ser controlado para prevenir ou eliminar
a possibilidade dos ingredientes virem a se tornar veículos
de organismos ou resíduos potencialmente danosos;
portanto, vigilância constante deve ser mantida sobre os
mesmos. Para isso, é necessário ser rígido e seletivo quanto
os fornecedores de matérias-primas, garantindo uma
qualidade constante.

A Tabela 2 apresenta os valores de NMP de coliformes
termotolerantes encontrados nas amostras de leite analisadas,
em caldo EC e em CVBLB. Para cada coleta, 2 amostras foram
analisadas utilizando-se o CVBLB e 2 amostras utilizando-se
o caldo EC, o total de amostras de leite analisadas para
coliformes termotolerantes foi de 48.

Análise                    Leite (NMP/mL) Sorvete (NMP/g)

1 2 Média 1 2 3 Média

1ª * 1,5 x 102 1,2 x 102 1,4 x 102 1,6 x 102 1,5 x 102 2,1 x 102 1,7 x 102

2ª * 1,2 x 102 1,1 x 102 1,2 x 102 1,5 x 102 2,4 x 102 1,2 x 102 1,7 x 102

3ª * 4,6 x 102 2,9 x 102 3,8 x 102 2,4 x 102 2,1 x 102 2,1 x 102 2,2 x 102

4ª * 1,6 x 102 2,1 x 102 1,9 x 102 1,2 x 102 1,5 x 102 1,2 x 102 1,3 x 102

5ª * 1,2 x 103 1,5 x 103 1,4 x 103 9,3 x 102 1,2 x 103 1,6 x 103 1,2 x 103

6ª * 1,1 x 102 1,1 x 102 1,1 x 102 9,3 x 10 1,1 x 102 9,5 x 10 9,9 x 10
7ª ** 1,1 x 104 2,1 x 104 1,6 x 104 1,1 x 103 1,1 x 103 4,6 x 102 8,9 x 102

8ª ** 1,5 x 103 2,3 x 102 8,7 x 102 1,1 x 104 9,3 x 103 1,5 x 103 7,3 x 103

9ª ** 1,1 x 103 9,3 x 103 5,2 x 103 1,1 x 103 2,1 x 103 3,9 x 103 2,4 x 103

10ª ** 1,1 x 104 2,4 x 104 1,8 x 104 4,3 x 102 4,3 x 102 4,3 x 102 4,3 x 102

11ª ** 2,9 x 104 2,4 x 104 2,7 x 104 4,6 x 103 1,1 x 104 2,4 x 103 6,0 x 103

12ª ** 1,1 x 104 2,1 x 104 1,6 x 104 1,1 x 104 9,3 x 103 7,5 x 103 9,3 x 103

Média 5,6 x 103 8,5 x 103 7,1 x 103 2,6 x 103 2,9 x 103 1,5 x 103 2,4 x 103

Tabela 1. Número mais provável (NMP) de coliformes totais por mL de leite e por grama de sorvete.

*  sorvete sabor creme
** sorvete sabor chocolate
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O padrão microbiológico estabelecido pela atual
legislação10 para tolerância de coliformes a 45ºC é de 4 NMP/
mL em leite pasteurizado.

Na Tabela 2, observa-se que a partir da 6ª coleta para o
CVBLB e da 5ª coleta para o caldo EC, todas as amostras de

leite analisadas, apresentaram valores de coliformes a 45ºC
superiores aos tolerados pela legislação10.

Na Figura 1 observam-se valores médios de coliformes
termotolerantes – Log 10 do NMP/mL de leite, tanto no caldo
EC como no CVBLB, incubados a 44,5ºC/24-48h.

Análise Caldo VBLB Caldo EC

Leite 1 Leite 2 Média Leite 1 Leite 2 Média
1ª 0,36 0,36 0,36 4,3 2 3,2
2ª < 0,3 < 0,3 < 0,3 0,36 < 0,3 0,3
3ª < 0,3 < 0,3 < 0,3 2,3 < 0,3 2,3
4ª < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3 2 1,1
5ª 2,3 0,36 1,3 1,1 x 102 4,6 x 10 7,8 x 10
6ª 1,1 x 102 2,1 x 10 6,5 x 10 4,2 5,3 4,8
7ª 4,6 x 102 2,0 x 10 2,4 x 102 1,1 x 103 9,3 x 102 1,0 x 103

8ª 3,6 x 10 9,1 x 10 6,3 x 10 9,1 x 10 1,1 x 102 1,0 x 102

9ª 2,3 x 10 2,9 x 10 2,6 x 10 2,3 x 10 3,9 x 10 3,1 x 10
10ª 3,6 x 10 1,6 x 10 2,6 x 10 3,6 x 10 1,2 x 10 2,4 x 10
11ª 9,1 x 10 2,0 x 102 1,4 x 102 9,3 x 102 4,6 x 102 6,9 x 102

12ª 2,4 x 10 2,1 x 10 2,2 x 10 4,4 x 102 9,1 x 10 2,6 x 102

Média 6,5 x 10 3,3 x 10 4,9 x 10 2,3 x 102 1,4 x 102 1,8 x 102

Tabela 2. NMP de coliformes termotolerantes por mL de leite, em caldo CVBLB e em EC, incubados a 44,5ºC/24-48h.

Figura 1. Valores médios (NMP/mL) de coliformes termotolerantes no leite pasteurizado tipo C, quando utilizado caldo EC e o
CVBLB.
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Das 24 amostras de leite analisadas, 14 (58,3%)
apresentaram valores de coliformes a 45ºC superiores aos
tolerados pelo referido padrão, quando o teste foi conduzido
utilizando o CVBLB (Figura 2) e 17 (70,8%) apresentaram
também valores de coliformes a 45ºC superiores aos referidos
como limite máximo pela legislação10, quando o caldo utilizado
para o teste foi o caldo EC (Figura 3).

Quanto à variação nas estimativas do NMP de
coliformes a 45ºC/mL de leite, os valores da Tabela 2, bem
como pela representação gráfica nas Figuras 1, 2 e 3, que os
valores encontrados quando o caldo utilizado foi o caldo
EC foram normalmente superiores aos valores quando se
utilizou o CVBLB. Embora a ABNT11 sugira a utilização do
CVBLB para a confirmação de coliformes termotolerantes,
o que facilita muito o trabalho, já que um só caldo pode ser
utilizado tanto para o teste confirmativo de coliformes totais
quanto para coliformes a 45ºC (termotolerantes), pelos dados
obtidos na presente pesquisa, seria mais recomendável a
utilização do caldo EC para coliformes a 45ºC. Tal
recomendação se justifica pelo fato de ter ocorrido
estatisticamente diferença significativa (p<0,05) entre os
caldos utilizados.

Figura 3. Porcentagem de amostras de leite pasteurizado tipo
C de acordo e em desacordo com os padrões legais vigentes
quando utilizado o caldo EC.

Figura 2. Porcentagem de amostras de leite pasteurizado tipo
C de acordo e em desacordo com os padrões legais vigentes,
quando utilizado o CVBLB.

Uma segunda linha de análise dos dados foi conduzida
através dos cálculos dos coeficientes de correlação entre os
caldos utilizados. Segundo Hatcher & Stepansky12 para dados
normalmente distribuídos deve-se calcular o coeficiente de
correlação de Pearson. Se a suposição de normalidade não é
razoável deve-se preferir o coeficiente de correlação de
Spearman.

O coeficiente de correlação de Spearman entre os caldos
EC e CVBLB foi de 0,75. Portanto, mesmo apresentado
diferença estatística significativa (p<0,05) entre os meios, houve
correlação de 75% nas amostras de leite na recuperação dos
coliformes termotolerantes.

Quando analisadas as amostras caso a caso, nota-se que
três (12,5%) foram de acordo com o padrão da ANVISA10,
quando se utilizou o CVBLB, estiveram em desacordo com o
referido padrão, quando o caldo utilizado foi o caldo EC. O
inverso não foi observado pois a recuperação de coliformes
termotolerantes em caldo EC foi superior ao CVBLB.

A Tabela 3 apresenta as estimativas do NMP de
coliformes termotolerantes /g de sorvete. Para cada coleta três
amostras de sorvete foram analisadas para coliformes
termotolerantes utilizando-se o CVBLB e 3 utilizando-se o
caldo EC, num total de 72 amostras.

* sorvete sabor creme
** sorvete sabor chocolate

Tabela 3. Número mais provável (NMP) de coliformes termotolerantes/g de sorvete, para o CVBLB e em caldo E.C.

Análise         CVBLB          Caldo EC

1 2 3 Média 1 2 3 Média
1ª * < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3 2,1 1,5 1,5 1,7
2ª * < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3
3ª * < 0,3 < 0,3 0,36 0,31 0,36 < 0,3 < 0,3 0,31
4ª * < 0,3 < 0,3 0,36 0,31 2 1,1 1,2 1,43
5ª * < 0,3 < 0,3 < 0,3 < 0,3 2,1x 10 2,9 x 10 4,6 x 10 3,2 x 10
6ª * 1,1 x 102 5,3 3,4 3,9 x 10 3,5 3,4 2,7 3,2
7ª ** 3,0 x 10 3,0 x 10 2,3 x 10 2,8 x 10 2,1 x 102 4,3 x 10 4,6 x 10 9,9 x 10
8ª ** 2,9 x 10 2,4 x 10 2,1 x 10 2,5 x 10 4,3 x 102 3,0 x 10 1,1 x 102 1,9 x 102

9ª ** 3,0 x 102 2,1 x 102 1,6 x 102 2,2 x 102 3,0 x 102 2,3 x 102 1,1 x 102 2,1 x 102

10ª ** 2,9 x 10 2,1 x 10 2,4 x 10 2,5 x 10 2,9 x 10 2,3 x 10 3,6 x 10 2,9 x 10
11ª ** 7,3 x 10 9,1 x 10 3,0 x 10 6,5 x 10 4,3 x 102 1,5 x 102 3,6 x 10 2,0 x 102

12ª ** 2,9 x 10 3,0 x 10 9,3 x 102 3,3 x 102 2,9 x 102 7,3 x 10 2,8 x 102 2,1 x 102

Média 5,0 x 10 3,4 x 10 9,9 x 10 6,1 x 10 1,4 x 102 4,9 x 10 5,6 x 10 8,3 x 10
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O padrão microbiológico para gelados comestíveis,
estabelecidos pela atual legislação10 para coliformes a 45ºC é
de 5,0 x 10 NMP/g.

Os valores que constam na Tabela 3 para o sorvete de
creme (1ª a 6ª análises) estão de acordo com os padrões
estabelecidos pela legislação10 utilizando-se ambos os caldos,
CVBLB e EC, tendo apenas uma das amostras em CVBLB
ultrapassado esse limite.

Para o sorvete de chocolate (7ª a 12ª análises), os valores
encontrados excederam o padrão estabelecido na legislação em
6 amostras (33,3%) em CVBLB e em 11 amostras (61,1%) em
caldo EC, sendo esperados estes valores devido a alta
contaminação da principal matéria-prima utilizada (o leite) já
analisada anteriormente. Como constatado nas análises das
amostras de leite, os NMP de coliformes termotolerantes/g de
sorvete quando se utilizou o caldo EC foram superiores quando
se utilizou o CVBLB.

A Figura 4 apresenta os valores médios encontrados
como NMP de coliformes termotolerantes/g de sorvete.

Na Figura 4 observa-se valores elevados para
coliformes termotolerantes nas amostras de sorvete de
chocolate (7ª a 12ª análises) quando comparados aos valores
destas bactérias nas amostras de sorvete de creme (1ª a 6ª
análises). Como só a matéria-prima (leite) e o produto final
(sorvete) foram analisados, não é possível afirmar que o pó
sabor chocolate seja o único responsável pela maior

contaminação encontrada, devido aos resultados obtidos na
matéria-prima (leite) nos meses de coletas de sorvetes sabor
chocolate, apresentou contagens de NMP de coliformes
termotolerantes mais elevados.

Provavelmente, nos últimos meses de coleta
(dezembro, janeiro e fevereiro) o aumento da temperatura
ambiental, média de 36ºC, pode ter colaborado com o aumento
da contagem microbiana do leite (Tabelas 1 e 2) e refletido na
qualidade microbiológica do sorvete (Tabela 3) processado com
essa matéria-prima (leite) de qualidade inferior.

Na Tabela 3 observa-se que todas as amostras de sorvete
sabor chocolate estiveram em desacordo com os padrões10

quando utilizado o CVBLB, o mesmo ocorrendo com o caldo
EC. No entanto, 5 amostras em acordo com os padrões para
coliformes termotolerantes, quando utilizado o CVBLB,
estiveram em desacordo com os referidos padrões quando
utilizado o caldo EC.

As Figuras 5 e 6 ilustram as diferenças na determinação
do NMP de coliformes termotolerantes em sorvete, utilizando
os caldos EC e CVBLB.

A recuperação de coliformes termotolerantes em caldo
EC é superior ao do CVBLB, com diferença estatística
significativa (p<0,05) entre ambos. O coeficiente de correlação
de Spearman entre os caldos CVBLB e EC foi de 0,78, para as
amostras de sorvete, indicando uma forte associação entre os
dois caldos (p<0,0001).

Figura 4. Valores médios (NMP/mL) de coliformes termotolerantes no sorvete utilizados caldo CVBLB e EC.
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Figura 5. Porcentagem de amostras de sorvete de acordo e em
desacordo com os padrões legais vigentes quando utilizado o
CVBLB.

Figura 6. Porcentagem de amostras de sorvete de acordo e em
desacordo com os padrões legais vigentes quando utilizado o
caldo EC.

A comparação de médias em dados pareados indicou a
existência de diferenças entre as médias verdadeiras de EC e
CVBLB (p<0,05). A maior média é observada no EC indicando
uma maior recuperação dos coliformes termotolerantes neste
caldo. Apesar desta diferença, os coeficientes de correlação de
75% e 78%, respectivamente observados em leite e sorvete
indicam que as medidas são associadas.

Mesmo não tendo sido encontrada literatura sobre
trabalhos que comparem os caldos CVBLB e EC para leite e
derivados na detecção de coliformes termotolerantes,
Hajdenwurcel & Souza20, Cakir et al.21 e Silva & Gallo22

compararam em seus trabalhos a eficiência de diferentes
metodologias na estimativa do NMP de coliformes
termotolerantes em leite e derivados, porém com meios de
cultivo diferentes dos utilizados neste trabalho. Sant’ana et al23

fizeram a comparação entre métodos rápidos para a detecção
de microrganismos em sorvete.

Embora a norma da ABNT, preconize a utilização do
CVBLB para a detecção de coliformes termotolerantes, foi
detectado, no presente trabalho que o caldo EC apresentou
melhores resultados quando comparado ao CVBLB.

Ao analisarem leite cru e sorvete, Bryan et al.24

detectaram mais de 105 NMP de coliformes fecais tanto em
leite cru quanto em sorvete, sendo que o leite já havia sido
submetido ao tratamento térmico.

Rothwell25, salienta que a presença de organismos de
origem fecal no sorvete, é invariavelmente devida à
contaminação pelo equipamento, o qual não deveria estar
devidamente limpo e sanitizado, ocasionando a contaminação.

O mesmo autor ainda ressalta que, a presença de certos
organismos tais como os coliformes, em produtos tratados pelo
calor, também pode indicar um tratamento térmico ineficiente.

Embora o risco da veiculação de doenças transmitidas
por alimentos (DTA’s) seja extremamente baixo, em sorvetes,
um número mesmo que pequeno de microrganismos encontrado
após a pasteurização deve alertar o fabricante de que o risco
existe (Marshall & Arbuckle)26.

CONCLUSÕES

Das 24 amostras de leite pasteurizado tipo C
analisadas, 14 (58,3%) apresentaram contagens de coliformes
a 45ºC (termotolerantes) em desacordo com os padrões legais
vigentes, quando utilizado o CVBLB e 17 (70,8%) quando
utilizado o caldo EC, sendo tais amostras consideradas
produtos em condições higiênico-sanitárias insatisfatórias para
o consumo humano.

Das 36 amostras de sorvetes analisadas, 7 (19,4%)
apresentaram contagens de coliformes a 45ºC em desacordo
com os padrões legais vigentes, quando se utilizou o CVBLB e
11 (30,6%) quando utilizados o caldo EC, indicando que estes
produtos apresentam condições higiênico-sanitárias
insatisfatórias para o consumo humano.

A recuperação de coliformes termotolerantes foi superior
quando utilizado o caldo EC em comparação ao CVBLB
incubado a 45ºC. Assim, embora a ABNT sugira o uso do
CVBLB para a determinação de coliformes a 45ºC, recomenda-
se o uso do caldo EC, como acontece para outros alimentos,
por apresentar melhor eficiência na recuperação destes. Esta
recomendação é justificada pela obtenção de uma diferença
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os caldos
utilizados, na presente pesquisa.

A correlação de Spearman entre os caldos EC e CVBLB
foi de 0,75 de 0,78 para o leite e o sorvete, respectivamente.
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RESUMO
O Instituto Adolfo Lutz - Laboratório Regional de Santos analisou amostras de alimentos coletadas
pelas Vigilâncias Sanitárias Municipais da Baixada Santista, envolvidos em casos de doenças transmitidas
por alimentos (DTAs), no período de janeiro de 2000 a junho de 2006. Foram analisados diferentes
tipos de alimentos na forma de pratos prontos para consumo: coxinha de frango, arroz cozido, feijão
cozido, frango, purê de batata, almôndega ao molho, recheios (calabresa, frango, palmito); embutidos
(salsicha, lingüiça defumada); salgado cru; doces (bolo, mousse, mistura para bolos); bebidas (láctea,
leite UHT, xaropinho, suco). A preparação das amostras para análise e as determinações analíticas
foram realizadas segundo o “Compendium of Methods for Microbiological Examination of Foods (APHA,
1992)” e a RDC nº 12 de 2001 ANVISA, respectivamente. Das 26 amostras de alimentos analisadas, 18
(69,2%) estavam de acordo com a legislação vigente e 8 (30,7%) foram condenadas devido a presença
de Salmonella sp isolada de mousse de clara de ovos e de bolo de chocolate; Staphylococcus aureus
isolado de coxinhas de frango frita e crua; coliformes fecais isolados de recheios de frango e palmito,
frango cru e frango ensopado.
Palavras-chave. doenças transmitidas por alimentos, Salmonella sp, Staphylococcus aureus.

ABSTRACT
The Instituto Adolfo Lutz - Laboratory Regional of Santos analyzed food samples sent by the municipal
health surveillance services of counties belong to the Baixada Santista area, with suspect of foodborne
diseases from January of 2000 to June of 2006. Different types of foods were analyzed such as chicken and
pork preparations, rice, beans, chicken, mashed potatoes, heart of palm preparations, raw sausage and
pork leg, raw salted pie, candies (cake, mousse, mixes for cakes); fermented milks, pasteurized milk UHT,
juices. Conventional methods were used, as recommended by Compendium of Methods for Microbiological
Examination of Foods APHA, 1992 and by the Brazilian Ministry of Health legislation ANVISA RDC #
12, 2001. Of the 26 analyzed food samples, 18 (69,2%) were in accordance with the sanitary legislation
and 8 (30,7%) were condened because of the presence of Salmonella sp isolated from a “mousse” with
cream and chocolate cake; Staphylococcus aureus isolated from raw and cooked chicken products; faecal
coliforms were isolated from chicken and heart of palm preparations, raw chicken and soggy chicken.
Key words. foodborne diseases, Salmonella sp, Staphylococcus aureus.
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INTRODUÇÃO

Os alimentos, independentemente de sua origem,
apresentam uma microbiota natural extremamente variável,
concentrada principalmente na região superficial, embora
regiões internas e profundas dos alimentos possam
eventualmente apresentar formas microbianas viáveis1. Nas
diversas etapas que levam à obtenção de produtos
processados, os alimentos estarão sujeitos a contaminação por
diferentes microrganismos, provenientes de manipulação
inadequada, contato com equipamentos, superfícies e
utensílios não corretamente sanificados, ou mesmo
procedentes do ambiente1.

As doenças transmitidas por alimentos (DTAs) são objeto
de interesse da Vigilância Sanitária por diversos motivos, entre
eles diferentes microrganismos envolvidos e toxinas pré-
formadas, diversidade de produtos que podem veiculá-las,
períodos de incubação variáveis, quadros clínicos diferenciados,
conseqüências e seqüelas às vezes graves, podendo até mesmo
levar a óbitos os pacientes acometidos, etc2,3.

A Vigilância Sanitária deve ser acionada para realizar a
investigação de um surto de DTA com os objetivos de identificar
o alimento responsável, o agente etiológico envolvido, os
fatores que determinaram o aparecimento do surto e o quadro
clínico predominante3. Estima-se que a incidência de doenças
microbianas de origem alimentar seja elevada, todavia como a
notificação não é obrigatória, há comprometimento das
estatísticas dos Serviços de Saúde2,4.

Nos Estados Unidos, Chittick et al.5 analisaram 6633
surtos de DTA no período de 1973 a 2001 e constataram que
Salmonella Heidelberg foi responsável por 184 surtos, sendo
que destes 53 foram provocados pelo consumo e ingestão de
carne de aves, bem como ovos e alimentos elaborados a partir
de aves e ovos. Rangel et al.6 observaram que no período de
1982 a 2002, 350 surtos de infecção foram provocados pela
Escherichia coli O157:H7. Destes, 183 (52%) eram de DTA,
74 (21%) origem desconhecida, 50 (14%) pessoa-pessoa, 31
(9%) hídrica, 11 (3%) contato com animal e 1 (0,3%)
laboratorial. O principal alimento envolvido foi carne moída
com 75 (41%) dos casos.

Na Austrália, Dalton et al.7 revisaram no período de 1995
a 2000, 293 surtos de DTA e concluíram que Salmonella esteve
incriminada com maior freqüência, sendo responsável por 40%
dos óbitos ocorridos no período. A carne de frango foi
responsável por 27 surtos. Outras carnes, peixes, frutos do mar,
salada, sanduíches e ovos também estiveram envolvidos na
transmissão da Samonella.

No continente africano, Ombui et al.4 realizaram no
Quênia, um estudo dos surtos de DTA ocorridos no período de
1970 a 1993, e observaram a notificação de apenas 13 surtos
onde houve confirmação dos agentes etiológicos. Os alimentos
envolvidos foram leite e derivados, carnes e derivados, farinha
de milho, bolinho de aveia e derivados de trigo, pão, vegetais e
torta de limão.

Na Inglaterra, Cornell e Neal8 relataram um surto de
DTA ocorrido em 1995 após ingestão de tripas de porco
contendo Salmonella Typhimurium.

Na América Latina, Jiménez et al.9 no Chile,
verificaram que, nos anos de 1999 e 2000, as bactérias mais
freqüentes em casos de DTA foram Salmonella spp, S.
aureus e Shigella. Os alimentos de maior risco foram:
pratos quentes preparados e as preparações caseiras de
queijo e de carne de cabra. No México, Shane et al.10

relataram um surto de DTA entre os conferencistas
participantes de um congresso internacional em Puerto
Vallarta e constataram que o alimento envolvido foi o “chili
relenos” que continha ovos descascados e queijo.
Salmonella foi isolada em sobras de queijo.

Em relação ao Brasil, as DTAs não diferem muito das
observadas em outros países. O gênero Salmonella tem sido
descrito em alimentos tais como carnes cruas de bovinos, suínos
e aves; salsicha de porco; ovos e seus derivados quando
consumidos crus ou mal cozidos; vegetais11,12, 13, 14, 15, 16.

Coliformes termotolerantes são indicadores de más
condições higiênico-sanitárias dos alimentos, dos locais de
preparação e ou armazenamento e são problemas freqüentes
na manipulação de alimentos preparados. Têm sido isolados
em derivados de leite, carnes e derivados, verduras17,18,19 .

A presença de Staphylococcus aureus está relacionado
a produtos de confeitaria tais como: doces e salgados, derivados
de leite, sanduíche de galinha, bem como carnes de suínos
14,20,21,22. Esta é uma bactéria freqüentemente isolada de
manipuladores de alimentos e de indivíduos sãos23,24 que podem
contaminar acidentalmente alimentos processados.

Bacillus cereus também está envolvido em surtos
de DTA, principalmente em alimentos preparados em
serviços de alimentação conforme levantamento realizado
por Passos e Kuaye25 na cidade de Campinas, no período
1987 a 1993, sendo responsável por 68,4% dos surtos. As
bancadas dos serviços de alimentação também podem
representar fontes de contaminação de alimentos1. Já foi
descrito o isolamento deste agente em vegetais no setor de
pré-preparo26.

Os casos suspeitos de botulismo envolvem exames
de amostras biológicas e de alimentos para verificar a
presença de toxina botulínica ou do agente etiológico.
Levantamento de dados realizado em 2002 por Gelli et al.27,
abrangendo o período de 1982-2001, revelou 17% de
positividade nas amostras. Na Bahia, em 2006, foram
observados 2 casos de botulismo, sendo 1 diagnosticado
laboratorialmente e o outro apenas clinicamente; a ingestão
de embutido tipo chouriço foi comum aos dois casos. Não
foram encontrados dados mais recentes que possibilitassem
acompanhar a ocorrência da doença28.

O objetivo deste trabalho é relatar os resultados das
análises microbiológicas de alimentos envolvidos em surtos
de doenças transmitidas por alimentos ocorridos na Baixada
Santista, no período de janeiro de 2000 a junho de 2006.
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MATERIAL E MÉTODOS
No período de janeiro de 2000 a junho de 2006 foram

encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz - Laboratório Regional de
Santos amostras de alimentos com suspeita de DTA, procedentes
das Vigilâncias Sanitárias Municipais da Baixada Santista.

Foram analisados diferentes tipos de alimentos:
• coxinha de frango, arroz cozido, feijão cozido, frango

ensopado, purê de batata, almôndega ao molho, recheios
(calabresa, frango, palmito);

• embutidos (salsicha e lingüiça defumada);
• salgado cru;
• doces (bolo, mousse de clara de ovos, mistura para

bolos);
• bebidas (láctea, leite UHT, xaropinho, suco).

A preparação das amostras para análise e as
determinações analíticas foram realizadas segundo o
“Compendium of Methods for Microbiological Examination
of Foods” (APHA, 1992)29.

RESULTADOS

Na Tabela 1 encontram-se os resultados das análises
efetuadas nas amostras de alimentos com suspeita de causar
DTA, recebidas e registradas no Laboratório Regional de
Santos do Instituto Adolfo Lutz, no período de 20 de janeiro
de 2000 a junho de 2006. Num total de 26 amostras de
alimentos analisadas, 18 (69,2%) estavam de acordo com a
legislação vigente no país (RDC nº 12 de 2 de janeiro de 2001
da ANVISA)30 e 8 (30,7%) apresentaram contaminação pelos
seguintes agentes: (2/8) Salmonella sp isolada de mousse de
clara de ovos e de bolo de chocolate; (2/8) Staphylococcus
aureus isolada de coxinhas de frango fritas e cruas; (4/8)
coliformes fecais isolados de recheios de frango e palmito,
frango cru e frango ensopado. Os resultados microbiológicos
mostraram que a freqüência de 50% de amostras contaminadas
pelas bactérias estudadas eram do grupo dos coliformes de
origem fecal.

Tabela 1. Resultados das 26 análises efetuadas nas amostras de alimentos incriminados em DTA, recebidas e registradas no
Laboratório Regional de Santos do Instituto Adolfo Lutz, no período de 20 de janeiro de 2000 a junho de 2006.

Tipo de alimento/Registro/Ano Escherichia coli Salmonella sp Staphylococcus aureus

Coxinha frita / FI 578 / 2000 - - -
Frango desfiado / FI 577 / 2000 - - -
Lingüiça de paio defumada / FI 1150 / 2000 - - -
Mistura de bolo sabor chocolate / OR 408 / 2000 - - -
Pedaço de torta doce de ameixa / OR 932 / 2000 - - -
Bolo de chocolate / OR 407 / 2000 - Presença/25g -
Mousse de clara de ovos / OR 406 / 2000 - Presença/25g -
Salgado cru coxinha / OR 1450 / 2002 - - 1,2 x 104/g
Salsicha a granel / FI 1133 / 2002 - - -
Coxinha de frango frita / OR 1029 / 2002 - - 2,1 x 106/g
Recheio para pastel calabreza / OR 60 / 2002 - - -
Recheio para pastel frango / OR 58 / 2002 NMP 1,5x102/g - -
Rrecheio para pastel palmito / OR 59 / 2002 NMP3,6x102/g - -
Xaropinho Frut Fort / OR 1146 / 2002 - - -
Leite longa vida / OR 260 / 2004 - - -
Leite longa vida / OR 261/ 2004 - - -
Leite longa vida / OR 262/ 2004 - - -
Frango cru / OR 1196 / 2005 NMP2,4 x 105/g - -
Frango ensopado / OR 1195 / 2005 NMP2,4 x 104/g - -
Bebida Láctea / OR 837 / 2006 - - -
Biscoito doce / OR 838 / 2006 - - -
Almôndega ao molho / OR 834 / 2006 - - -
Arroz cozido / OR 832 / 2006 - - -
Feijão cozido / OR 833 / 2006 - - -
Purê de batata / OR 835 / 2006 - - -
Suco de morango / OR 836 / 2006 - - -

UFC: unidade formadora de colônia
NMP: número mais provável
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

A presença de Salmonella spp. em alimentos torna-
os impróprios para o consumo, uma vez que esse agente é
reconhecidamente um microrganismo implicado em surtos
de DTA18.

Os resultados obtidos com o isolamento da Salmonella
sp em doces (mousse e bolo de chocolate) elaborados com ovos
estão de acordo com os de Peresi et al.15 e Almeida et al.11 que
isolaram cepas de Salmonella sp associadas ao consumo de
alimentos à base de ovos crus ou à cocção insuficiente de ovos
inteiros envolvidos em surtos de DTA. Ressalte-se que os
vegetais e outros alimentos também podem ser veiculadores
destes agentes como foi descrito por Simões et al.16 na cidade
de Campinas/SP.

Em relação aos S. aureus isolados de coxinhas de frango
fritas e coxinhas de frango cruas, os resultados também
concordam com os obtidos por Peresi et al.21 que relataram a
presença deste agente em produtos de confeitaria, tanto doces
como salgados, tais como pastel frito com recheio à base de
frango, queijo catupiri e palmito, bolo confeitado, bolo recheado
e confeitado e coxinha frita. Estes autores observaram que o
processo de fritura utilizado não foi suficiente para eliminar a
bactéria presente tanto nos recheios de frango do pastel e da
coxinha, como na massa da coxinha. A ingestão de sanduíche
de galinha também provocou um surto de intoxicação
estafílocócica22.

No presente trabalho foram isolados E. coli a partir de
recheios de frango e palmito, frango cru e frango ensopado.
Sabe-se que a presença de coliformes está associada a má
higiene, seja durante o processamento das matérias primas e
os diferentes produtos alimentícios de origem animal e vegetal,
seja da água de lavagem empregada, seja da água de irrigação,
etc16,17,18,19,31. E. coli apresenta um grande número de tipos
antigênicos porém uma minoria como as E. coli
enteropatogênica, enterotoxigênica, enteroinvasiva e
enterohemorrágica são responsáveis por quadros de
gastroenterite no homem acometendo todas as idades3. No
presente estudo não foram detectados isolados pertencentes a
esses grupos patogênicos.

Foram condenadas oito amostras de alimentos, o que
equivale a 30,7% das 26 amostras analisadas no período de
2000 a 2006. Ressalte-se que nos anos de 2001 e 2003 não
foram encaminhados ao Laboratório Regional de Santos
amostras de alimentos com suspeita de DTA.

É importante salientar que os serviços de Vigilância
Sanitária são acionados após a denúncia realizada pelos
consumidores ou quando esses serviços participam de
programas específicos que têm o objetivo de prevenção e
correção das falhas que favorecem e determinam os surtos
alimentares nas unidades produtoras de alimentos.

É de fundamental importância que o Laboratório de
Saúde Pública atue em conjunto com a Vigilância Sanitária dos
municípios para ajudar na investigação e na elucidação dos

possíveis agentes causadores de toxinfecção alimentar. O
Instituto Adolfo Lutz também se preocupa com o estudo de
outros possíveis agentes, baseado nas informações dos sinais e
sintomas dos pacientes contaminados.
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RESUMO
Salmonella Enteritidis tem sido o principal sorotipo causador de salmonelose. O uso de antimicrobianos
na prevenção e no tratamento dessa infecção, assim como a utilização destes como promotores de
crescimento, tem provocado o aparecimento de cepas resistentes. O trabalho teve por objetivo investigar
a presença de Salmonella em produtos de frango e verificar a resistência dos isolados frente a agentes
antimicrobianos. Foram analisadas 120 amostras de produtos de frango, segundo metodologia preconizada
pela Food and Drug Administration. Salmonella foi isolada de sete (15,83%) amostras e foram
identificados quatro sorotipos, Enteritidis, Newport, Derby e Agona. Enteritidis foi o sorotipo de maior
prevalência (71,4%). Trinta e seis (94,7%), 34 (89,5%), 32 (84,2%) e 32 (84,2%) isolados foram sensíveis
aos antimicrobianos cloranfenicol, norfloxacina, ciprofloxacina e ampicilina, respectivamente. Trinta e
três (86,8%) isolados foram resistentes ao ácido nalidíxico. Todos os isolados (100%) foram sensíveis
à ceftriaxona. Vinte e cinco isolados (65,8%) foram resistentes à tetraciclina. Foram encontrados cinco
(13,2%) isolados multirresistentes. A fiscalização dos produtos de frango deve ser mais rigorosa, quanto
a possível presença de Salmonella. O aparecimento de cepas de Salmonella resistentes a agentes
antimicrobianos é indicativo da necessidade de maior controle no uso desses fármacos.
Palavras-chave. Salmonella Enteritidis, sensibilidade a antimicrobianos.

ABSTRACT
Salmonella Enteritidis is the main cause of salmonellosis. The use of antimicrobials to prevent and to
treat this infection, as well their use like growth promoters, has induced the emergency of resistant
strains. The aim of this work was to search the presence of Salmonella in poultry products and to
investigate the isolates resistance to antimicrobial agents. One hundred and twenty samples of poultry
products were analyzed, according to the Food and Drug Administration. Salmonella was isolated from
seven (15.83%) samples and four serotypes were identified, Enteritidis, Newport, Derby and Agona.
Enteritidis was the most prevalent serotype (71.4%). Thirty-six (94.7%), 34 (89.5%), 32 (84.2%) and
32 (84.2%) isolates were susceptible to chloramphenicol, norfloxacin, ciprofloxacin and ampicillin,
respectively. Thirty-three (86.8%) isolates were resistant to nalidixic acid. All isolates (100%) were
susceptible to ceftriaxone. Twenty-five isolates (65.8%) were resistant to tetracycline. Five isolates
(13.2%) multiresistant were found. The inspection of poultry products must be more rigorous, regarding
to the possible presence of Salmonella. The occurrence of Salmonella strains resistant to antimicrobial
agents is indicative of more control necessity in use of these drugs.
Key words. Salmonella Enteritidis, antimicrobial susceptibility.
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INTRODUÇÃO

Bactérias do gênero Salmonella estão entre as
principais  causas de enfermidades veiculadas por
alimentos1. A transmissão desta bactéria a humanos ocorre
pela ingestão de carnes mal cozidas, leite, ovos e outros
alimentos, como vegetais que são ingeridos crus após
sofrerem contaminação cruzada. Produtos e alimentos de
origem animal são os principais responsáveis pela
distribuição mundial de salmonelose2. Dentre as fontes de
contaminação de Salmonella, as carnes são predominantes,
tendo a de frango servido como veículo em numerosos
casos de infecções humanas3,4 .

Geralmente,  a  salmonelose é  uma infecção
autolimitante e não exige tratamento. No entanto, infecções
invasivas, incluindo septicemia e meningite, ocorrem em
5 a 10% dos casos confirmados, principalmente entre
crianças,  idosos e pacientes com o sistema imune
comprometido5. O uso de antimicrobianos na prevenção e
no tratamento dessas infecções, assim como sua utilização
como promotores de crescimento, tem provocado o
aparecimento de cepas resistentes6,7. Typhimurium e
Newport são sorotipos de Salmonella que têm apresentado
cepas multirresistentes8,9.

O trabalho teve como objetivo investigar a presença de
Salmonella em produtos de frango e verificar a resistência dos
isolados frente a agentes antimicrobianos.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
Foram analisadas 120 amostras de produtos de frango

(sobrecoxa, coxa e sobrecoxa, coxinha da asa, carne moída,
salsichão e fígado), conforme Tabela 1, adquiridas em
supermercados da cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil,
e encaminhadas ao laboratório, sob refrigeração, onde foram
analisadas até duas horas após o recebimento.

Isolamento e identificação
A pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com

a metodologia preconizada pela Food and Drug
Administration10. Nas amostras de sobrecoxa e coxinha da
asa, o conteúdo total da embalagem foi lavado em saco
plástico estéril com 300 mL de caldo lactosado (CL, Merck,
Darmstadt, Germany), deixado em repouso por 30 min a
temperatura ambiente e incubado por 24 h a 37oC. Nas
demais amostras, foi utilizado pré-enriquecimento com 25g
da amostra em caldo lactosado por 24 h a 37oC. Foram
analisadas três a cinco colônias de cada amostra. Os isolados
foram enviados ao Departamento de Bacteriologia do
Laboratório de Enterobactérias da Fundação Oswaldo Cruz
(Fiocruz, Manguinhos, Rio de Janeiro) para identificação
dos sorotipos.

Teste de sensibilidade a antimicrobianos
O teste de sensibilidade a antimicrobianos foi realizado

pelo Método de Difusão em Disco, usando ágar Mueller-Hinton
(Acumedia, USA) e incubação a 37°C por 18-24 h, de acordo
com o NCCLS11. Os antimicrobianos utilizados foram
ampicilina (10mcg), cloranfenicol (30mcg), norfloxacina
(10mcg), tetraciclina (30mcg), ácido nalidíxico (30mcg),
ceftriaxona (30mcg) e ciprofloxacina (5mcg) (Sensidisc, DME,
São Paulo). Foram realizados antibiogramas nos isolados
obtidos das amostras analisadas neste experimento e em 26
isolados de Salmonella, obtidos de sete amostras de carne moída
de frango, previamente analisadas12.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados da pesquisa de Salmonella nos produtos
de frango estão demonstrados na Tabela 1. Salmonella foi isolada
de 7 (5,83%) amostras e foram identificados quatro sorotipos,
Enteritidis, Newport, Derby e Agona. Enteritidis foi o sorotipo
de maior prevalência (71,4%) dentre os produtos de frango
analisados, o que também tem sido observado por outros autores,
que têm relatado prevalência de Salmonella mais elevada do
que a encontrada no presente estudo. Baú et al.13 analisaram 124
amostras de produtos de frango obtidas em supermercados e
açougues de Pelotas, Rio Grande do Sul, e isolaram Salmonella
de 10,48% das amostras, sendo o sorotipo Enteritidis
predominante (77%) entre os isolados. Matheus et al.14 analisaram
102 amostras de carcaças de frango resfriadas, comercializadas
no município de Bauru, São Paulo e isolaram Salmonella de 6
amostras (5,9%), sendo o sorotipo Enteritidis (66,7%) o mais
isolado. Mayrhofer et al.15 identificaram Salmonella em 16,4%
de 281 amostras de carne de frango analisadas na Áustria. Antunes
et al.16 isolaram Salmonella de 36 (60%) amostras de produtos
de frango de um total de 60 coletadas na cidade de Porto, Portugal.
Dez sorotipos foram identificados, sendo Enteritidis o
predominante, isolado de 16 amostras.

Produtos de
frango

Sobrecoxa
Coxinha da asa
Coxa e
sobrecoxa
Carne moída
Salsichão

Fígado

Total

Amostras
positivas/amostras

analisadas

0/20
0/20
2/12

3/21
2/27

0/20

7/120

Sorotipos

Enteritidis(1) Newport(1)
Enteritidis(3)

Enteritidis, Agona(2)
Derby(1)

8

Tabela 1. Resultados da pesquisa de Salmonella em 120
amostras de produtos de frango.
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Figura 1. Perfil de suscetibilidade de isolados de Salmonella frente a antimicrobianos.

A presença de dois sorotipos em uma mesma amostra
foi observada no presente trabalho. Salmonella Enteritidis e
Salmonella Agona foram identificadas em uma amostra de
salsichão de frango. A presença de mais de um sorotipo de
Salmonella em uma mesma amostra também foi observada por
Mayrhofer et al.15, que identificaram Salmonella Enteritidis e
Salmonella Heidelberg em uma amostra de carne de frango.
Este fato salienta a importância de serem enviados aos
laboratórios de referência mais de um isolado para sorotipagem,
uma vez que a presença de mais de um sorotipo em uma mesma
amostra pode fornecer informações importantes quanto à
epidemiologia da salmonelose.

Suscetibilidade à ampicilina, à ciprofloxacina, à
norfloxacina, à tetraciclina, à ceftriaxona, ao cloranfenicol e
ao ácido nalidíxico foi investigada em todos os isolados. Os
resultados dos antibiogramas encontram-se demonstrados na
Figura 1. Foram analisados 34 isolados, sendo oito identificados
neste experimento. Trinta e dois (94,1%), 30 (88,2%), 28
(82,4%) e 28 (82,4%) isolados foram sensíveis aos
antimicrobianos cloranfenicol, norfloxacina, ciprofloxacina e
ampicilina, respectivamente. Esses resultados foram similares
aos encontrados por outros pesquisadores13,17,18. Delicato et al.19,
investigando o perfil de resistência de 21 cepas de Salmonella
isoladas de infecções humanas, verificaram que 50% dos
isolados de Salmonella Enteritidis apresentaram resistência a
antimicrobianos, sendo o maior percentual de resistência
observado em relação à ampicilina (85,7%).

Trinta e um (91,2%) isolados foram resistentes ao ácido
nalidíxico. Resistência a esse antimicrobiano tem sido observada

por outros autores15,16,20. No entanto, Carraminãna et al.17,
Fernandes et al.18 e Oliveira et al.21 verificaram mais de 90%
de sensibilidade de Salmonella ao ácido nalidíxico.

Todos os isolados (100%) foram sensíveis à ceftriaxona.
Esses resultados são similares aos observados por Baú et al.13,
Delicato et al.19 e Stephen et al.22. Pickering23 analisou a
sensibilidade de 1.419 isolados de Salmonella e 2% foram
resistentes a ceftriaxona. Cefalosporinas de terceira geração,
como a ceftriaxona, são comumente empregadas no tratamento
de salmoneloses invasivas em crianças devido às suas
propriedades farmacodinâmicas e à baixa prevalência de
resistência encontrada frente a esses antimicrobianos9.

A tetraciclina tem sido um dos antimicrobianos mais
utilizados em animais de produção16,21, porém, em medicina
humana, é considerada uma droga de segunda escolha15. Vinte
e cinco isolados (65,8%) foram resistentes à tetraciclina, sendo
que 19 apresentaram apenas resistência parcial. Fernandes et
al.18, Oliveira et al.21 e Pickering23 identificaram 23%, 20% e
15,4%, respectivamente, de Salmonella resistentes à
tetraciclina.

Neste trabalho, um isolado foi considerado
multirresistente quando apresentou resistência a três ou mais
antimicrobianos. Foram encontrados cinco (13,2%) isolados
multirresistentes, sendo que um (2,6%) foi resistente a cinco
antimicrobianos, ampicilina, norfloxacina, tetraciclina,
ácido nalidíxico e ciprofloxacina, e dois (5,3%) foram
resistentes a seis dos antimicrobianos testados, ampicilina,
cloranfenicol, norfloxacina, tetraciclina, ácido nalidíxico
e ciprofloxacina.
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CONCLUSÕES

A fiscalização dos produtos de frango oferecidos ao
consumo humano deve ser mais rigorosa, quanto a possível
presença de Salmonella. A ocorrência de Salmonella
multirresistentes a antimicrobianos em produtos de frango
potencializa o perigo representado pela presença desse
patógeno em alimentos. O aparecimento de cepas de Salmonella
resistentes a agentes antimicrobianos é indicativo da
necessidade de maior controle no uso desses fármacos.
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RESUMO
Estudou-se a eficácia dos meios ágar M-PA-C e ágar Cetrimide no isolamento de Pseudomonas
aeruginosa, em diferentes temperaturas de incubação. Foram comparadas as taxas de recuperação de P.
aeruginosa e a seletividade dos dois meios. Utilizou-se o modelo Bayesiano de efeitos aleatórios para
dados binários na análise estatística e o modelo Bayesiano de Poisson na comparação da seletividade
dos meios e quanto à recuperação de P. aeruginosa. Os resultados obtidos revelaram diferença significativa
na seletividade dos meios, em que o meio ágar M-PA-C apresentou maiores valores médios de contagem.
Para a recuperação de células de P.aeruginosa, os resultados foram equivalentes. As médias nas três
contagens realizadas em ágar M-PA-C a 42ºC foi de 208 UFC e em Cetrimide a 35°C de 231 UFC  na
diluição de 10-6. Com relação às amostras de água mineral, não houve evidência de diferentes taxas de
freqüência de P. aeruginosa entre os cultivos nos dois meios seletivos em diferentes temperaturas.
Palavras-chave. Pseudomonas aeruginosa, água mineral, ágar M-PA-C e ágar Cetrimide.

ABSTRACT
This study evaluated the efficacy of two selective media,  M-PA-C agar and Cetrimide agar, for isolating
P. aeruginosa cells at different incubation temperatures. P. aeruginosa recovery rates, as well as the
selectivity of both media were compared. A random effects Bayesian model for binary data was used for
performing statistical analysis, and a Poisson Bayesian model was applied to compare the potential of
both  media selectivity and P. aeruginosa recovery. A discernible difference on the media selectivity
was evidenced, and M-PA-C medium presented a higher mean counting rate. P. aeruginosa recovery
was similar in both media, and no significant difference was noted in three counts on  M-PA-C at 42°C
(208 CFU) , and on Cetrimide Agar at 35°C (231 CFU), at 10-6 dilution. With regards to analyzed
mineral water samples, no evidence of distinct occurrence rates of P. aeruginosa on either media, at
different temperatures, was noted.
Key words. Pseudomonas aeruginosa, mineral water, M-PA-C agar and Cetrimide agar.

Eficácia de meios ágar M-PA-C e ágar Cetrimide no isolamento de
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Cetrimide and M-PA-C agar media efficiency for isolating Pseudomonas
aeruginosa from mineral water samples
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INTRODUÇÃO

Os microrganismos do gênero Pseudomonas estão
amplamente distribuído na natureza (solo, água, esgotos,
intestino de mamíferos e plantas)1. Estudos revelaram a presença
de P. aeruginosa em água mineral, no Brasil, Canadá, França,
Alemanha, Espanha e Estados Unidos, entre outros países2. Esta
bactéria pode estar presente também em águas tratadas
destinadas a diferentes utilizações como diálise, preparação
de medicamentos e reagentes3,4,5.

Além de serem patógenos oportunistas, espécies de
Pseudomonas adquirem resistência a antibióticos, alteram
aromas e aparência de águas6.

A eficiência dos meios de cultura, seletivos ou não,
depende de fatores intrínsecos (composição dos nutrientes,
potencial de óxi - redução, pH, atividade de água, tipo e
atividade dos impedientes), fatores extrínsecos (condições
de incubação) e  fatores implícitos (exigência nutricional
do microrganismo, antagônismo e sinérgismo  da microbiota
da água)7.

A Resolução RDC nº 275 de 2005, da ANVISA/MS,
dispõe sobre o regulamento técnico para a fixação de identidade
e qualidade de água mineral natural e água natural. Dentre os
microrganismos a serem pesquisados, de acordo com esta
resolução, está a P. aeruginosa8.

A American Public Health Association9 (APHA)
recomenda, na pesquisa de Pseudomonas aeruginosa em água
pela técnica de filtração por membrana o uso do Agar M-PA-C
com incubação a 42°C, enquanto que os laboratórios da rede
Estadual de Saúde Pública de São Paulo, entre outros, utilizam
o Agar Cetrimide, também seletivo para a pesquisa de
Pseudomonas aeruginosa em água, incubado a 35°C. Entre os
impedientes que compõe estes meios de cultura, inclui-se
canamicina e ácido nalidíxico no Agar M-PA-C e brometo
cetiltrimetilamônia no Agar Cetrimide10, 11.

Legnani et al.4 avaliaram a presença de P. aeruginosa
em água mineral envasada por inoculação direta da amostra
em Agar Cetrimide e por inoculação em Agar Cetrimide após
pré-incubação por 1 hora em Agar tripticaseina de soja; os
autores não observaram diferenças significativas na enumeração
microbiana entre os procedimentos, demonstrando que o Agar
Cetrimide pode ser empregado para análise de água.

Prandi et al.12 utilizaram Agar Cetrimide na análise de
894 amostras de água mineral e verificaram a presença de
P. aeruginosa  em 77 amostras (8,61%) enquanto que em Agar
M-PA-C detectaram a presença deste microrganismo em 40
(5,56%) das 719 amostras avaliadas.  A diferença de 3% entre
os resultados foi significativa (p<0,05), motivando a
realização deste estudo.

Este trabalho teve o objetivo de comparar a seletividade
e o desempenho dos meios M-PA-C (indicado pela APHA)
e Cetrimide na recuperação de  P. aeruginosa, incubados a
420C/72 horas e  350C e 42 0C/48 horas, respectivamente.

MATERIAL E MÉTODOS

Microrganismos
A1-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, A2-

Proteus mirabilis CDC 305, A3- Escherichia coli ATCC 25922,
A4- Aeromonas hydrophila IAL 570 e A5- Enterobacter
cloacae ATCC 13047.

Cultivo dos microrganismos
Os microrganismos foram cedidos pela Seção de

Coleção de Culturas Bacterianas do Instituto Adolfo Lutz.
A cepa de P. aeruginosa foi reativada em 5mL de

caldo infusão de cérebro e coração, BHI  (Brain Heart
Infusion Broth), e incubada a 350C/18 horas.  Alíquota de
1,0mL foi transferida para 9mL de solução salina a 0,85% e
submetida a diluição decimal até 10-8. Posteriormente,
transferiu-se 1 mL de cada diluição para a contagem de
unidades formadoras de colônias (UFC) pelo método de
plaqueamento em profundidade, utilizando-se o meio “Plate
Count agar” – Difco (PCA) incubado a 350C por 24h.
Utilizou-se o mesmo procedimento para a reativação dos
demais microrganismos.

A) Preparação da suspensão da mistura dos
microrganismos

Das 5 culturas, em caldo BHI na fase estacionária, foram
retiradas  alíquotas de 0,2mL  de cada uma, e   transferidas
para  9 mL de solução salina a 0,85%.  A partir desta suspensão
10-1 foram realizadas as diluições decimais até 10-8, sendo que
cada diluição foi submetida à contagem de UFC, pelo método
de plaqueamento em profundidade, em meio PCA (350C/24h),
M-PA-C (420C/72h) e Cetrimide (350C e 420/48h).

B) Preparação da suspensão de uma espécie bacteriana
A cultura de cada espécie foi diluída a 10-1 e

determinaram-se as respectivas UFC em cada meio de cultura
conforme descrito anteriormente. Esta avaliação foi realizada
três vezes.

Análise microbiológica das amostras de água mineral
Foram analisadas 15 amostras de água mineral

envasadas utilizando-se o método  de filtração por
membrana, recomendado pela APHA, para a pesquisa de P.
aeruginosa9. As condições de cultivo empregadas foram M-
PA-C, com incubação a 420C/72h, e Cetrimide, com
incubação a 350C e 420 C/48h. Estas análises foram realizadas
em duplicata.

Análise estatística
A análise estatística utilizou modelos Bayesianos de

regressão13. Dado que as contagens de UFC para a mistura
de microrganismos nos meios de cultura constituem uma
variável de natureza discreta, estes dados foram modelados
segundo uma distribuição de Poisson com média dependente
do meio, da temperatura e da diluição. Este modelo permitiu
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comparações da seletividade dos meios e da recuperação de
P. aeruginosa.   Um modelo Bayesiano de efeitos aleatórios para
dados binários correlacionados (relativos às duplicatas) foi utilizado
na análise estatística das 15 amostras de água mineral envasada.

Dentro de uma abordagem Bayesiana, medidas de interesse
foram estimadas por métodos MCMC (Monte Carlo em cadeia de
Markov), utilizando o algoritmo de estimadores de Gibbs14. Foi
utilizado com este propósito o programa computacional WinBugs15.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos na enumeração
microbiana (UFC/mL) na avaliação da seletividade dos meios M-
PA-C, incubado a 42oC, e Cetrimide incubado a 35oC e 42oC.

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos com a recuperação
de Pseudomonas aeruginosa obtida com os mesmos meios e
condições de incubação. As médias das contagens de UFC/mL,
apresentadas nas Tabelas 1 e 2, com seus respectivos intervalos
de confiança , foram estimadas pelo modelo Bayesiano de Poisson
utilizando distribuições a priori não informativas. O intervalo de
confiança, utilizado nos modelos Bayesianos, é análogo ao usual

intervalo de confiança utilizado pelos métodos frequentistas, com
uma interpretação diferente. Por exemplo, da Tabela 1, inferimos
que, ao generalizarmos os nossos resultados a uma população
de microrganismos mais ampla, a probabilidade de encontrarmos
uma contagem média de UFC/mL entre 43,82 e 60,13UFC/mL
com a mistura de microrganismos no meio Cetrimide incubado
a 42oC é de 95%.

A Tabela 3 apresenta comparações entre as contagens
médias de UFC/mL apresentadas nas Tabela 1 e 2. Quando
comparadas, por exemplo, as contagens médias de
UFC/mL entre os meio de cultura Cetrimide incubado a 42oC
e a 35oC  com a mistura de microrganismos e na diluição
10-6 a diferença entre as médias é estimada em 22,33
UFC/mL. O respectivo intervalo de credibilidade informa
que, quando projetados estes resultados a uma população
de microrganismos mais ampla, existe a chance de 95% de
que esta diferença das médias encontre-se entre 12,23 e
32,60 UFC/mL. Dado que este intervalo não contém o valor
zero, que evidenciaria a possibilidade de não haver diferença
entre os dois grupos, conclui-se que há uma significativa
diferença entre as médias de contagens quando contemplada
esta comparação.

Mistura de
Microrganismos

Meio de Cultura

Cetrimide 42oC

Cetrimide 35oC

MPAC 42oC

Diluição

10-6

10-7

10-6

10-7

10-6

10-7

Contagens UFC/ml

120 4 31
0 0 3

23 24 41
0 1 3

152 121 91
28 18 17

Intervalo de
credibilidade 95%

(43,82    60,13)
(0,208       2,4)
(23,52    35,78)
(0,364   2,912)
(109,20  134,1)
(16,14   26,49)

Tabela 1. Contagens de UFC de P. aeruginosa nas diluições 10-6 e 10-7, nos meios Cetrimide e M-PA-C, para a mistura de
microrganismos, nas temperaturas de 35°C e 42°C.

Tabela 2. Contagens de UFC da cepa P. aeruginosa, ATCC 10145,  obtidas das diluições 10-6 e 10-7,  a 35°C e 42°C.

P.aeruginosa

ATCC

Meio deCultura

Cetrimide 42oC

Cetrimide 35oC

MPAC 42oC

Diluição

10-6

10-7

10-6

10-7

10-6

10-7

Contagens UFC/ml

300 120 118
52 9 4

300 206 188
64 24 4

300 115 208
27 58 47

Média estimadas
contagens(a) UFC/mL

179,3
21,65
231,3
30,66
207,7
43,97

Intervalo de
credibilidade 95%

(164,4    194,7)
(16,71      27,2)
(214,4    248,8)
(24,71    37,21)
(191,7    224,3)
(36,83    51,78)

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson.

Média estimadas
contagens(a) UFC/mL

51,66
0,9998
29,32
1,333

121,30
21,0

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson.
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De acordo com a Tabela 3 os resultados comparativos
das médias obtidas evidenciam que, para o teste de seletividade
com a mistura de microrganismos, há diferença significativa
entre os meios M-PA-C e Cetrimide nas duas diluições
utilizadas, sendo o meio M-PA-C aquele que apresentou maiores
valores para a média.

Os resultados para a recuperação de células de
P. aeruginosa, foram semelhantes, não havendo diferença
significativa entre M-PAC e Cetrimide a 35°C na diluição 10-6.

A Tabela 4 mostra a pesquisa de P. aeruginosa nas 15
amostras de água mineral, realizada em duplicata (1° e 2°
testes), utilizando-se os meios Cetrimide e M-PA-C. Estes
resultados foram delineados por um modelo Bayesiano de
efeitos aleatórios para dados binários correlacionados,
utilizando-se distribuições a priori não informativas. Com base
neste modelo, verificou-se que não há evidências de que a
freqüência de P. aeruginosa seja diferente entre os dois meios
nas diferentes temperaturas.

Cetrimide 42oC
1º Teste 2º Teste
+  +
+  +
+  +
+  +
+  +
+  +
+  +
–  –
+  +
–  –
+  +
–  –
–  –
–  –
–  –

Mistura
de

Microrganismos

P. aeruginosa

Diluição

10-6

10-7

10-6

10-7

Meio de Cultura

Cetrimide 42oC versus 35oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 42oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 35oC

Cetrimide 42oC versus 35oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 42oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 35oC

Cetrimide 42oC versus 35oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 35oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 42oC

Cetrimide 42oC versus 35oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 35oC
MPAC 42oC versus Cetrimide 42oC

Diferença estimada entre
as médias(a) UFC

22,33
69,66
91,99

-0,33
19,99
19,66

-51,96
-23,61
28,35

-9,01
13,32
22,23

Intervalo de
credibilidade 95%

(12,23   32,60)
(54,90   84,66)
(78,31   106,0)

(-2,15   1,40)
(19,89   25,58)
(14,60   25,28)

(-75,03 -29,13)
(-47,3  0,09)
(5,98   50,64)

(-17,25   -0,85)
(3,63    23,17)
(13,26   31,57)

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson; (b) interferência estatística à 95% de confiança.
*= diferenças significativas entre as médias das contagens.
ns=  diferenças não significativas entre as médias das contagens.

Tabela 3. Médias das contagens de UFC obtidas nos meios Cetrimide e M-PA-C na mistura de microrganismos e na cultura de
P. aeruginosa, ATCC 10145, a 35°C e 42°C.

Amostra de Água Mineral

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

Cetrimide 35oC
1º Teste 2º Teste
 +  +
 +  +
 +  –
 +  +
 +  +
 +  +
 +  +
 –  –
 –  –
 –  –
 +  +
 –  –
 –  –
 –  –
 –  –

M-PA-C 42oC
1º Teste 2º Teste
 +  +
 +  +
 +  –
 +  +
 +  +
 +  +
 +  +
 –  –
 +  +
 –  –
 –  –
 –  –
 –  –
–  –
–  –

Meio de cultura

Tabela 4. Isolamento de P. aeruginosa realizada em duplicata de 15 amostras de água mineral, utilizando-se os meios Cetrimide
e M-PA-C a 35°C e 42°C.

(b)

*
*
*

ns
*
*

*
ns
*

*
*
*
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Observou-se que a recuperação de microrganismos
testados na mistura, no meio PCA a 350C por 24 horas, ocorreu
até a diluição 10-7 (o que significou que a quantidade de
microrganismos utilizada como interferentes foi semelhante).
Quanto à análise da seletividade dos dois meios, utilizando-se
a diluição 10-1 de cada microrganismo interferente, verificou-
se que somente o Proteus mirabilis cresceu no meio Cetrimide
(>300 UFC nos três testes).

Durante a contagem de P. aeruginosa observou-se que
algumas espécies  infiltraram-se  nas malhas das membranas
de 0,45µm de porosidade, prejudicando o crescimento de
colônias isoladas e a determinação de UFC. Hasegawa et al.16,
recomendam para a pesquisa de P. aeruginosa a utilização de
membranas com porosidade de 0,22µm devido a capacidade
do microrganismo transpor as malhas da membrana de 0,45µm.

CONCLUSÕES

Os meios Agar M-PA-C e Agar Cetrimide apresentaram
desempenho semelhante na recuperação da P. aeruginosa, tanto
nos testes para a cepa ATCC quanto para a mistura com outros
microrganismos.

O meio Agar M-PA-C demonstrou  ser mais seletivo do
que o Agar Cetrimide.

O presente estudo confirma que os meios Agar Cetrimide
e Agar M-PA-C são adequados e equivalentes para a pesquisa
de P. aeruginosa em amostras de água mineral.
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RESUMO
Os óleos e as gorduras são comumente utilizados na fritura de alimentos. Durante o aquecimento
prolongado, os óleos e gorduras sofrem uma série complexa de reações com a produção de compostos
de degradação, que modificam a sua qualidade e os produtos resultantes podem causar danos à saúde do
consumidor. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a qualidade de óleos e gorduras utilizados para
fritura de alimentos no comércio da Região Metropolitana da Baixada Santista, estado de São Paulo.
Um total de 100 amostras, 50 coletadas antes da fritura e 50 durante o referido processamento foram
analisadas, quanto ao índice de refração a 40°C, acidez, teor de ácido linolênico, temperatura, compostos
polares (método “Fri-Check”) e “Oil Test”. Dentre as amostras coletadas antes da fritura, todas aquelas
referentes a óleo de soja apresentaram conteúdo de ácido linolênico superior ao limite máximo de 2%
recomendado pelo Ministério da Saúde e pela legislação internacional. Todas as amostras coletadas
durante a fritura exibiram pelo menos uma das características físico-químicas   com resultados
insatisfatórios, e 41 (82%) das amostras apresentaram temperatura acima dos 180°C, valor máximo
estabelecido pela Resolução RDC nº 216/2004 da ANVISA/MS. Sugere-se que haja estabelecimento
urgente de ações para garantir maior controle da qualidade dos óleos e gorduras utilizados em frituras,
além de rigorosa fiscalização por parte dos órgãos competentes.
Palavras-chave. óleos e gorduras, frituras, temperatura, compostos polares, legislação, saúde pública.

ABSTRACT
Oils and fats are largely used for frying foods in Brazil.  A prolonged oils and fats heating induces
several complex chemical reactions, and produces their compounds degradation, which modify their
quality and might cause health hazard to consumers. The purpose of this study was to assess the quality
of oils and fats employed for frying foods in Santos metropolitan area, São Paulo state. One hundred
samples were analyzed, being 50 of them collected before being used, and 50 during the frying process.
The refractive index at 40°C, acidity, linolenic acid contents, temperature, polar compounds (“Fri-Check”
method), and “Oil Test” were investigated. Among samples collected before frying procedure, all of the
soybean oils showed linolenic acid contents above the maximum limit (2%) recommended by the Brazilian
Ministry of Health and international legislation. All of the samples collected during frying procedure
showed at least one of the physics-chemical characteristics determination with an inappropriate result,
as for 41 (82%) of them registered temperatures above the limit of 180°C established by the Brazilian
Ministry of Health Resolution RDC n° 216/04. An intensive plan to guarantee the quality control of oils
and fats employed for frying foods, and a close surveillance by the related public departments should be
established and bring it into action.
Key words. oils and fats, frying, temperature, total polar compounds, legislation, public health.

Avaliação da qualidade de óleos e gorduras utilizados para fritura no
comércio da região metropolitana da Baixada Santista, estado de São Paulo

Assessment of food frying-oils and-fats marketed in Santos metropolitan
area, São Paulo state.
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INTRODUÇÃO

A utilização de óleos e gorduras comestíveis em fritura
é um dos métodos mais empregados na preparação de alimentos,
pois eles atuam como transferidores de calor e como
importantes ingredientes do produto final1,2.

O repetido aquecimento dos óleos e gorduras,
principalmente os poliinsaturados, como o de soja, resulta
em acúmulo de produtos de decomposição, que não só afetam
a qualidade dos alimentos submetidos à fri tura,
especialmente os atributos sensoriais (aparência, odor e
sabor) como a saúde humana2,3.

Baseados no exposto, vários países vieram a estabelecer
regulamentos técnicos para o controle da qualidade dos óleos
e gorduras utilizados para fritura, fixando limites máximos para
os compostos polares (de 24 a 27%) e, em alguns deles, também
para acidez (de 1,0 a 4,5%, expressa em ácido oléico)2,4,5. No
Brasil, a legislação estabelece apenas a temperatura máxima
de 180ºC durante a fritura1, enquanto que a acidez (máximo de
0,9%) e os compostos polares (máximo de 25%) constam de
Informe Técnico6.

Além dos parâmetros acima citados, têm sido
desenvolvidos procedimentos rápidos para tal controle, como
por exemplo o kit conhecido como “Oil Test”7.

Preocupados com os possíveis danos à saúde dos
consumidores pela ingestão de alimentos fritos e o consumo cada
vez maior dos mesmos, diversos trabalhos têm sido desenvolvidos
e publicados em todo o mundo sobre o tema2,3,8,9,10.

Algumas regiões brasileiras não têm, dentro da literatura
consultada, qualquer estudo publicado nesse sentido. Uma delas
é a Região Metropolitana da Baixada Santista, integrada por
nove municípios (Bertioga, Cubatão, Guarujá, Itanhaém,
Mongaguá, Peruíbe, Praia Grande, Santos e São Vicente), com
cerca de 1.650.000 habitantes11.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade de óleos e gorduras utilizados para fritura de
alimentos no comércio da mencionada região.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 100 amostras (76 de óleo de soja
refinado e 24 de gordura vegetal hidrogenada). Destas, 50
foram coletadas antes e 50 no momento da fritura dos
alimentos, principalmente pastéis, em lanchonetes,
pastelarias e vendedores ambulantes, localizados em
diversos bairros dos nove municípios da região
metropolitana da Baixada Santista. A coleta foi feita por dois
dos autores, acompanhados por agentes da Vigilância
Sanitária daqueles municípios, entre os meses de março e
outubro de 2005.

A primeira coleta de amostras foi realizada no município
de Santos. Por ser o município com maior número de habitantes
da região, foram coletadas 20 amostras, sendo 10 antes e 10
durante a fritura. Nos demais municípios, a amostragem
correspondeu à metade daquela.

Cada amostra foi constituída de aproximadamente
100mL do óleo ou gordura, acondicionada em frasco plástico
opaco, com tampa, lacrado, numerado de 01 a 50, seguido
da letra A para as amostras obtidas antes da fritura e B
durante a fritura.

Nas amostras coletadas antes da fritura, foram
determinados em laboratório, em duplicata, os seguintes
ensaios: valor de acidez, expresso em ácido oléico, índice
de refração a +40ºC, utilizando o refratômetro de Abbe
digital, e o conteúdo de ácido linolênico, de acordo com a
metodologia descrita nos “Métodos físico-químicos para
análise de alimentos”12.

No caso das amostras submetidas à fritura, foram
feitas as seguintes determinações no momento da coleta:
leitura da temperatura na presença dos alimentos, com
auxílio de termômetro com escala interna de mercúrio,
graduado de –10ºC a +250ºC e teste colorimétrico
empregando o kit “Oil Test”. Este consta de três reativos e
uma escala de quatro cores, com a seguinte interpretação
após o procedimento: azul (bom), azul-verde (regular), verde
(trocar) e verde-oliva (péssimo)7.

Em laboratório, foram determinados em duplicata a
acidez em ácido oléico; índice de refração a +40ºC,
conforme os métodos anteriormente citados12; compostos
polares, quantificados por leitura direta no aparelho
eletrônico conhecido como “Fri-Check”, de fabricação
belga, recentemente introduzido no Brasil, que se baseia
nas alterações da viscosidade,  densidade e tensão
superficial dos óleos e gorduras usados em fritura3,13. Foi
aplicado o fator 1,25 aos resultados obtidos com o emprego
do citado aparelho, a fim de que não diferenciassem
estatisticamente dos valores que seriam verificados se fosse
utilizado o método oficial da American Oil Chemists’
Society Cd 20-9113.

Todos os ensaios laboratoriais foram realizados na Seção
de Bromatologia e Química do Laboratório I do Instituto Adolfo
Lutz, em Santos/SP, exceto o de ácido linolênico, que foi
efetuado no Laboratório de Cromatografia da Divisão de
Bromatologia e Química do Instituto Adolfo Lutz, em São
Paulo/SP.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados referentes às amostras coletadas nos nove
municípios encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados das análises realizadas nas amostras de óleos e gorduras, coletadas antes e durante a fritura de alimentos,
no comércio da região metropolitana da Baixada Santista, estado de São Paulo, no ano de 2005.

Santos
01    OSR 1,4680 0,13 4,7 190 0,2 8 1,4684 Bom
02 GVH 1,4638 0,13 0,3 225 0,1 13 1,4636 Bom
03 OSR 1,4682 0,13 5,0 202 0,2 7 1,4687 Bom
04 GVH 1,4642 0,13 0,9 169 1,6 33 1,4630 Regular
05 OSR 1,4682 0,13 4,1 212 0,2 15 1,4693 Regular
06 OSR 1,4685 0,13 4,8 213 0,1 4 1,4685 Bom
07 OSR 1,4684 0,13 4,9 180 0,9 78 1,4705 Trocar
08 OSR 1,4679 0,13 3,8 207 0,7 40 1,4693 Trocar
09 OSR 1,4684 0,13 4,0 189 0,5 14 1,4686 Trocar
10 OSR 1,4685 0,13 4,0 230 0,3 43 1,4697 Trocar

Guarujá
11 GVH 1,4661 0,13 0,2 190 0,3 11 1,4659 Bom
12 GVH 1,4641 0,13 0,2 183 1,8 23 1,4646 Regular
13 OSR 1,4683 0,13 4,5 180 1,0 20 1,4667 Trocar
14 OSR 1,4685 0,13 4,2 202 0,7 64 1,4702 Trocar
15 OSR 1,4676 0,13 5,3 193 0,2 6 1,4686 Bom

São Vicente
16 OSR 1,4677 0,13 4,7 190 0,8 29 1,4691 Trocar
17 OSR 1,4677 0,13 4,6 180 0,4 19 1,4695 Regular
18 OSR 1,4678 0,13 4,2 192 0,8 23 1,4656 Regular
19 GVH 1,4641 0,13 0,9 167 0,7 26 1,4753 Bom
20 OSR 1,4682 0,13 5,8 195 0,3 35 1,4700 Trocar

Peruíbe
21 OSR 1,4677 0,20 4,8 193 0,3 19 1,4686 Regular
22 OSR 1,4679 0,13 4,3 195 0,3 5 1,4675 Bom
23 OSR 1,4680 0,20 4,6 195 0,5 47 1,4701 Trocar
24 ORS 1,4677 0,20 4,6 230 0,4 20 1,4791 Regular
25 OSR 1,4680 0,13 6,1 220 0,4 35 1,4697 Trocar

Praia Grande
26 GVH 1,4651 0,13 1,1 190 0,4 9 1,4657 Bom
27 OSR 1,4683 0,13 4,0 185 1,1 78 1,4655 Trocar
28 OSR 1,4684 0,12 4,8 203 1,0 45 1,4721 Péssimo
29 GVH 1,4593 0,12 0,2 195 2,7 19 1,4628 Regular
30 GVH 1,4653 0,13 1,1 168 11,3 19 1,4656 Trocar

Itanhaém
31 OSR 1,4687 0,12 5,9 210 0,6 68 1,4708 Trocar
32 OSR 1,4687 0,12 5,9 210 0,7 20 1,4675 Bom
33 OSR 1,4683 0,12 3,6 210 0,2 8 1,4690 Bom
34 OSR 1,4686 0,12 4,9 210 0,3 6 1,4789 Bom
35 OSR 1,4686 0,12 5,5 197 0,2 35 1,4698 Regular

Bertioga
36 GVH 1,4653 0,12 2,8 198 0,8 46 1,4647 Bom
37 OSR 1,4678 0,12 2,6 182 1,3 37 1,4681 Trocar
38 GVH 1,4634 0,12 0,1 235 0,1 41 1,4626 Bom
39 GVH 1,4652 0,12 2,8 195 0,5 35 1,4645 Regular
40 GVH 1,4633 0,12 0,3 229 0,4 41 1,4640 Bom

Cubatão
41 OSR 1,4681 0,12 4,3 192 0,1 6 1,4684 Bom
42 OSR 1,4680 0,12 4,4 200 0,3 6 1,4689 Regular
43 OSR 1,4683 0,12 5,6 170 8,0 16 1,4682 Trocar
44 OSR 1,4682 0,12 1,5 184 0,2 8 1,4691 Regular
45 OSR 1,4680 0,12 4,3 208 0,5 32 1,4697 Trocar

Mongaguá
46 OSR 1,4679 0,12 3,6 235 0,2 9 1,4698 Regular
47 OSR 1,4681 0,12 5,9 204 0,2 3 1,4691 Bom
48 OSR 1,4682 0,12 4,8 210 0,2 5 1,4692 Regular
99 OSR 1,4680 0,12 3,9 168 0,3 6 1,4688 Regular
50 OSR 1,4680 0,12 3,7 175 0,2 3 1,4687 Bom
*Compostos Polares – **OSR= Óleo de Soja Refinado – ***GVH= Gordura Vegetal Hidrogenada

Amostras
Tipo de
óleo ou
gordura

Índice de
Refração a

40° C

Acidez em
C18:1

(g/100g)

Ácido
linolênico

C18:3
(g/100g)

Temperatura
(°C)

Acidez
em C18:1
(g/100g)

CP*

Método
“Fri-Check”

(%)

Índice de
Refração
a 40° C

“Oil Test”

DADOS GERAIS                     ANTES DA FRITURA (A)          DURANTE A FRITURA (B)

***

**
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Pode-se observar que a temperatura no momento da
fritura foi o ensaio com maior número de resultados
insatisfatórios, ou seja, 41 (82%) amostras apresentaram
valores acima de 180ºC. Cabe notar que todas as amostras
coletadas nos municípios de Bertioga (números 36 a 40),
Itanhaém (31 a 35) e Peruíbe (21 a 25) estiveram em desacordo
quanto a este parâmetro.

Ainda com respeito à temperatura, a mais alta dentre
todas foi de 235ºC, verificada em Bertioga (amostra número
38) e em Mongaguá (número 46).

Ressalte-se que entrou em vigor, no Brasil, em março
de 2005 o regulamento técnico sobre Boas Práticas para
Serviços de Alimentação, estabelecendo em 180°C a
temperatura máxima para fritura1. Coincidentemente, o início
da parte experimental desta pesquisa ocorreu na mes-
ma ocasião.

Durante as coletas, verificou-se que a maioria das
fritadeiras das pastelarias e dos vendedores ambulantes não
dispunha de qualquer controle de temperatura, como um simples
termômetro, ao contrário das grandes redes de lanchonetes, o
que contribuiu significativamente para o elevado percentual
de resultados condenatórios.

O segundo ensaio com maior número de resultados em
desacordo com a legislação internacional4,5,9 e o Informe
Técnico brasileiro6 foi o dos compostos polares, considerada
a mais importante característica de qualidade dos óleos e
gorduras empregados em fritura. De um total de 50 amostras
analisadas, 20 (40%) superaram o limite máximo de 25%
recomendado em nosso país e a faixa de 24 a 27% estabelecida
em outros4,5,6,9. Pesquisa realizada no município de São José
do Rio Preto/SP, com 58 amostras, observou que 12 (20,7%)
superaram o limite de 25%8.

A exemplo do ocorrido com a temperatura, a totalidade
das amostras do município de Bertioga ultrapassou o limite e a
faixa de valores supra-citados para os compostos polares
(números 36 a 40). No entanto, o valor mais elevado (78) foi
obtido em Praia Grande (amostra número 27) e em Santos
(número 07).

Deve ser destacado que o equipamento utilizado na
determinação dos compostos polares, conhecido como Fri-
Check, corroborou o referido na literatura de que se trata de
uma alternativa rápida, eficiente e sem requerer reagentes
tóxicos no monitoramento de óleos e gorduras empregados
em frituras1,13.

Quanto à acidez do óleo ou gordura durante a fritura,
expressa em ácido oléico, também prevista nos regulamentos
técnicos internacionais2,4,5 (máximo 1,0%) e no referido
informe técnico nacional6 (máximo 0,9%), verificou-se que,
de um total de 50 amostras coletadas, 9 (18%) apresentaram
resultado insatisfatório, sendo quatro amostras coletadas em
Praia Grande (amostras números 27 a 30), duas em Guarujá
(números 12 e 13),  uma amostra coletada em Santos (número
04), uma em Bertioga (número 37) e mais uma em Cubatão
(número 43).

Os maiores valores encontrados para a acidez no
momento da fritura foram de 8,0g/100g, em Cubatão,
utilizando-se óleo de soja (amostra número 43), e de
11,3g/100g, em Praia Grande, com gordura vegetal
hidrogenada (GVH) (número 30).

Observe-se que a GVH que é mais utilizada por grandes
redes de lanchonetes, apresenta preço mais elevado se
comparado ao óleo de soja e, segundo a literatura, oferece maior
resistência à oxidação. No entanto, em termos de acidez não
houve diferença pois 5 amostras com resultados insatisfatórios
se referiam a óleo de soja refinado e 4 a GVH.

Ainda com relação à acidez, antes da fritura, todas as
amostras analisadas estiveram de acordo com o limite
máximo estabelecido pela legislação brasileira e
internacional (máximo 0,3%)4,5,14.

A mesma constatação se aplica ao índice de refração
antes da fritura, cuja faixa de valores varia de 1,4670 a
1,4690 (a +40°C) para os óleos de soja refinados, não sendo
fixados valores para as GVHs. Ressalte-se que, em setembro
de 2005, quase ao final da execução da parte experimental
deste estudo, entrou em vigor a nova legislação brasileira
excluindo este parâmetro14.

No caso das amostras coletadas durante a fritura não há
regulamento técnico para o índice de refração vigente no Brasil
e no exterior. No entanto, constatou-se que, das 38 amostras de
óleo de soja, 31 (82%) exibiram aumento deste índice
relativamente ao óleo antes da fritura. Em se tratando de GVH,
metade das amostras analisadas revelou acréscimo do índice
de refração e a outra metade uma diminuição. Essa constatação
permite deduzir que o índice de refração não é um bom
parâmetro para controlar a qualidade dos óleos e gorduras
empregados em fritura.

A prova de campo denominada “Oil Test”, mesmo
sendo considerada limitada e subjetiva, a exemplo de outros
testes rápidos já testados3, serviu como indicativo da
qualidade do óleo ou gordura coletado no momento da
fritura, além de ser de fácil execução, podendo ser aplicado
por pessoal não especializado7.

Das 50 amostras submetidas ao teste acima citado, 17
(34%) indicaram a pronta substituição do óleo, em 16 casos, e
da gordura, num único caso. Houve correlação com 13 (65%)
dos 20 resultados condenatórios para os compostos polares,
ou seja, 13 das 17 amostras cujo teste indicou a troca do óleo
ou gordura, ou que os mesmos estavam péssimos, também
apresentaram teor de compostos polares acima do limite
recomendado em nosso país e no exterior. Em monitoramento
semelhante, realizado na cidade de São José do Rio Preto,
estado de São Paulo, a correlação chegou a 83%7.

Finalmente, nas 50 amostras analisadas antes da fritura
quanto ao teor de ácido linolênico, deve ser destacado que todas
aquelas correspondentes a óleo de soja refinado tiveram valores
acima do recomendado pelo Informe Técnico Nacional e
estabelecidos por alguns países, antes de seu emprego em
frituras (2%)4,5,6,9. Já as amostras de GVH se enquadraram nesse
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limite. Desta maneira, se este valor máximo vier a ser
estabelecido em nosso país como regulamento técnico, ficaria
inviabilizado o uso do óleo de soja em frituras, o que certamente
causaria forte impacto para o comércio desse produto,
lembrando que o Brasil é o segundo maior produtor mundial
desse óleo.

CONCLUSÕES

A temperatura no momento da fritura esteve superior
ao recomendado pela legislação brasileira e internacional na
maioria das amostras necessitando, assim, de maior controle
por parte dos comerciantes e melhor fiscalização dos órgãos
competentes.

A determinação da acidez e do índice de refração serviu
como complemento à dos compostos polares na avaliação dos
óleos e gorduras empregados em frituras.

O uso do kit “Oil Test” como prova de campo
demonstrou bom grau de correlação parcial com a determinação
dos compostos polares em laboratório, embora não seja
conclusiva.
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RESUMO
O efeito da radiação ionizante em coxas de frango cruas embaladas a vácuo e sob atmosfera modificada
e armazenadas a 4±1 ºC foi avaliado a partir da análise de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico
(TBARS). Para amostras embaladas a vácuo foram observados aumentos gradativos nos valores de
TBARS conforme o aumento da dose de radiação ionizante para os diferentes dias de armazenamento,
porém as diferenças não foram significativas (p>0,05) até o 14º dia quando os respectivos períodos
foram comparados. Amostras irradiadas com 1,5 kGy e 3,0 kGy e embaladas sob atmosfera modificada
apresentaram valores de TBARS significativamente (p<0,05) menores em relação às respectivas amostras
embaladas a vácuo, exceto no 20º e 26º dia de armazenamento. Os maiores valores de TBARS foram
obtidos para as amostras irradiadas com 7,0 kGy com médias de 2,13 e 1,52 mg.kg-1 de malonaldeído
em embalagem a vácuo e sob atmosfera modificada respectivamente.
Palavras-chave. embalagem, frango, malonaldeído, oxidação lipídica, radiação ionizante.

ABSTRACT
The effect of ionizing radiation in raw, vacuum and modified atmosphere packed chicken legs and
storage at 4±1oC was evaluated on the basis of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) The
vacuum-packed samples exhibited a gradual increase in TBARS values proportional to the radiation
dose in the course of the storage period, but the differences were not statistically significant (p>0.05) up
to the fourteenth day when the samples exposed to the different radiation doses applied were compared.
Samples irradiated with 1.5 kGy and 3.0 kGy and packaged under modified atmosphere showed
significantly lower TBARS values as compared to the vacuum-packaged samples, except after 20 and
26 days storage. The maximum TBARS values were obtained from samples irradiated with 7.0 kGy,
with mean values of 2.13 and 1.52 mg.kg-1 of malonaldehyde, for the vacuum and modified atmosphere
packages respectively.
Key words. packaging; chicken; malonaldehyde; lipid oxidation; ionizing irradiation.
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INTRODUÇÃO

Entre as metodologias analíticas disponíveis para
acompanhar e compreender o processo de oxidação lipídica
em alimentos se destaca a determinação do valor de
substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS). O
método permite quantificar o grau de oxidação lipídica do
alimento baseado na reação de cor entre malonaldeído e o
ácido 2-tiobarbitúrico.

As substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico são
preferencialmente formadas a partir da clivagem de ácidos
graxos com duplas ligações. Os hidroperóxidos formados
podem originar compostos contendo grupamentos carbonílicos,
sendo o malonaldeído o principal alcadienal relacionado com
o processo de oxidação lipídica1,2,3.

Os primeiros observadores da coloração rosada
produzida pela reação entre TBA e produtos da degradação de
lipídios foram Kohn e Liversedge4. Porém, utilizou-se pela
primeira vez o valor de TBARS, expresso em miligramas de
malonaldeído por quilo de amostra, para estudar a oxidação de
lipídios em leite5. Da mesma forma, Turner et al.6 foram os
pioneiros ao aplicar o teste em carne de porco congelada,
enquanto Sidwell et al.7 usaram a metodologia para avaliar óleos
de algodão e de soja tratados termicamente.

Estudos sobre a oxidação de lipídios, principalmente
em carnes, continuaram a ser conduzidos por diversos
pesquisadores8,9,10. A interferência de alguns aminoácidos,
ácidos graxos, açúcares e sais na obtenção de valores de TBARS
em peixes apontou variações entre 1% a 7% dependendo da
quantidade dos compostos adicionados11.

O valor de TBARS foi proposto como análise
adequada para monitorar mudanças provenientes da
rancidez oxidativa em carnes de frango após a obtenção
de correlações significativas com atributos sensoriais
típicos do alimento12.

Duas metodologias para obtenção do valor de TBARS
em carne de frango fresca, refrigerada e congelada foram
comparadas13. Nas condições de armazenamento, os valores
de TBARS obtidos por técnicas de destilação foram superiores,
porém correlacionados, com os resultados obtidos por técnicas
de extração direta. Os mesmos autores14 relataram que o uso
do antioxidante BHT inibiu a autoxidação dos lipídios durante
a etapa de destilação.

Outros estudos também foram conduzidos usando os
valores de TBARS como indicador do processo de oxidação
de lipídios em carnes15,16,17, bem como muitas modificações
foram efetuadas nas metodologias convencionais. Excelentes
revisões sobre esses aspectos foram publicadas na década
passada4,18 e uma mais recentemente19.

A irradiação de carne de frango foi aprovada nos Estados
Unidos em 1990 com a finalidade de controlar microrganismos
causadores de toxinfecções de origem alimentar20. No Brasil, a
Resolução RDC Nº21, de 26/01/2001 da ANVISA, aprovou o
“Regulamento Técnico para Irradiação de Alimentos”, que

permite a irradiação de qualquer alimento com a condição de
que a dose máxima absorvida seja inferior àquela que
comprometa as propriedades funcionais e/ou atributos
sensoriais do alimento e que a dose mínima absorvida seja
suficiente para alcançar o objetivo pretendido21.

O presente trabalho utilizou o valor de TBARS para
avaliar o efeito da radiação ionizante em coxas de frango cruas
refrigeradas embaladas a vácuo e sob atmosfera modificada.

MATERIAIS E MÉTODOS

Amostras
Coxas de frango cruas com ossos e pele foram

acondicionadas de duas maneiras: Tratamento 1 – embaladas a
vácuo em sacos plásticos de nylon-polietileno (Cryovac) de
baixa permeabilidade ao oxigênio (8 ml de O

2
/m

2
/24h)

utilizando uma máquina de embalagens (Selovac 300-B, SP,
Brasil); Tratamento 2 – distribuídas em bandejas comerciais
(240 mm comprimento x 180 m largura x 30 mm altura) de
poliestireno expandido, recobertas com filme de polietileno
(Cryovac) e embaladas em atmosfera modificada composta por
uma mistura de N

2
 (30%) e CO

2
 (70%). Cada embalagem

continha aproximadamente 200 gramas de amostra. Dez
embalagens de cada tratamento foram colocadas em caixas de
papelão (600 mm comprimento x 420 mm largura x 100 mm
largura). Cinco caixas de papelão de cada tratamento foram
preparadas e armazenadas a 4±1ºC para atender nove coletas
de amostras no período de 60 dias.

Irradiação das Amostras
As caixas de papelão contendo as amostras de coxas de

frango foram expostas a uma fonte de radiação ionizante de
Cobalto 60 com taxa de dose igual a 4,5 kGy.h-1. O tempo de
irradiação foi calculado para alcançar doses de 1,5 kGy; 3,0
kGy; 5,0 kGy e 7,0 kGy de radiação ionizante, as quais foram
monitoradas por dosímetros Amber 3042 (Harwell Dosimeters,
OX, UK).

Determinação de TBARS
Preparo da Amostra

A determinação foi realizada pelo método de destilação3.
Dez gramas de amostra foram pesadas em um copo de
homogeneizador (OMNI-MIXER, Sorvall). Adicionou-se 50
ml de água destilada e 3 gotas de antiespumante.
Homogeneizou-se por 2 minutos a 4000 rpm. A mistura foi
transferida quantitativamente para um balão de fundo chato de
250 ml e o copo lavado com 46,5 ml de água destilada aquecida
a 40 ºC. O meio foi então acidificado com 2,5 ml de HCl 4N. O
balão foi posicionado na manta aquecedora e conectado ao
sistema de destilação. O destilado foi recolhido até preencher
um balão volumétrico de 50 ml. Uma alíquota de 5,0ml foi
transferida para um tubo de ensaio com tampa de rosca
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juntamente com 5,0 ml de uma solução de ácido 2-tiobarbitúrico
0,02M (Sigma Aldrich). Os tubos de ensaio foram mantidos
por 35 minutos em banho-maria fervente para formação da cor.
A leitura da absorbância foi realizada em 532nm no
espectrofotômetro Cary 1E (Varian, CA, USA).

Preparo da Curva Padrão
Preparou-se uma solução aquosa de 1,1’,3,3’

tetraetoxipropano (Sigma Aldrich) a 1,0 x 10-8 M. Alíquotas de
1, 2, 3, 4 e 5 ml foram transferidas para tubos de ensaio com
tampa de rosca e o volume completo para 5,0 ml com água
destilada. Após acrescentar 5,0 ml da solução de 2-ácido
tiobarbitúrico 0,02 M (Sigma Aldrich), os tubos foram mantidos
em banho-maria fervente por 35 minutos para formação da cor
e subseqüente leitura da absorbância em 532 nm.

Porcentagem de Recuperação do Malonaldeído
Foi realizado para três diferentes concentrações de

1,1’,3,3’-tetraetoxipropano (2,21; 4,42; 6,64 mg.kg-1)
adicionados na amostra antes da destilação.

Cálculo do Valor de TBARS
As absorbâncias foram multiplicadas pela constante de

destilação (K) obtida pela fórmula a seguir, e o resultado
expresso em mg.kg-1 de malonaldeído.

K = S/A*72,063*107/C*100/P, onde:
S = concentração de 1,1’,3,3’ tetraetoxipropano (M)
A = absorbância em 532 nm
72,063 = massa molecular do malonaldeído (g.mol-1)
C = massa da amostra (g)
P = porcentagem de recuperação (%)

Análise Estatística
Os dados foram obtidos em triplicata e submetidos à

análise de variância e comparação de médias pelo teste de
Tukey (p<0,05) com auxílio do software Statistica (StatSoft,
OK, USA)22.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O ensaio de recuperação do malonaldeído revelou que
amostras com menores concentrações de tetraetoxipropano
apresentaram maior porcentagem de recuperação, com valor
médio igual a 79,0% (Tabela 1). Foram observadas diferenças
significativas (p<0,05) nas recuperações obtidas entre as
diferentes concentrações, apontando a necessidade de realizar
ensaios de recuperação para cada concentração de
tetraetoxipropano usado na curva padrão e sua respectiva
utilização nos cálculos das constantes de destilação (K).
Considerando as recuperações de malonaldeído adicionado
nas três diferentes concentrações, obteve-se uma média global
igual a 72,4%.

Embora o método de análise de TBARS por destilação
abaixe o pH do meio reacional e utilize aquecimento para a
formação da cor, o procedimento foi adequado para o
isolamento do malonaldeído, promovendo a obtenção de
isolados limpos e evitando a reação do TBA com componentes
não-voláteis presentes nas amostras.

A melhor aplicabilidade do método proposto3 utilizado
neste estudo encontra argumentos adicionais nos trabalhos12,23,24

que relataram correlações entre os odores de ranço e os isolados
límpidos obtidos por destilação.

Aumentos gradativos nos valores de TBARS foram
observados conforme o aumento da dose de radiação ionizante,
independente do tipo de embalagem utilizada. A Figura 1 mostra
ainda que os valores máximos de TBARS foram atingidos ao
redor de 30 dias de armazenamento para amostras irradiadas
com 3,0 kGy, 5,0 kGy e 7,0 kGy.

Malonaldeído
Adicionado

(mg/kg)

2,21
4,42
6,64

Malonaldeído
Recuperado

(mg/kg)

1,76 ± 0,01
3,13 ± 0,01
4,50 ± 0,01

Média

Recuperação (%) *

79,0 ± 0,1a

70,7 ± 0,6b

67,8  0,6c

72,4 ± 5,9

* Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) entre as médias.

Tabela 1. Recuperação de malonaldeído no método de
determinação de TBARS por destilação aplicado em coxas de
frangos cruas.

Figura 1.  Superfície de resposta obtida para valores de TBARS
(mg/kg) em coxas de frangos cruas irradiadas e armazenadas à
temperatura de 4 + 1ºC.
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Os valores de TBARS foram superiores nas amostras
irradiadas quando comparadas com as amostras não irradiadas,
sendo esse fato mais pronunciado nas coxas de frangos cruas
embaladas a vácuo (Figura 2), com exceção do 20º e 26º dia de
armazenamento, onde os valores de TBARS foram
significativamente maiores (p<0,05) nas amostras embaladas
sob atmosfera modificada.

longo dos dias de armazenamento, atingindo valores máximos
de TBARS com médias iguais a 0,81 e 1,01 mg.kg-1,
respectivamente. As amostras irradiadas com 5,0 kGy e 7,0
kGy prolongaram o armazenamento e mostraram valores
máximos de TBARS iguais a 1,57 e 2,13 mg.kg-1,
respectivamente.

As amostras não irradiadas permaneceram estocadas até
o 9º dia e apresentaram valor máximo de TBARS igual a 0,15
mg.kg-1. As amostras irradiadas com doses de 1,5 kGy
preservaram-se até o 26º dia de armazenamento, enquanto que
amostras tratadas com doses de 3,0 kGy, 5,0 kGy e 7,0 kGy
permitiram análises de TBARS além dos 30 dias.

CONCLUSÃO

A determinação de TBARS permitiu indicar o estado
oxidativo das coxas de frangos cruas embaladas, bem como
evidenciar o efeito da radiação ionizante. Durante as primeiras
duas semanas de armazenamento refrigerado, para amostras
irradiadas com 1,5 kGy e 3,0 kGy, foram observadas atenuações
nos valores de TBARS de coxas de frangos cruas embaladas
sob atmosfera modificada quando comparadas com as amostras
embaladas a vácuo. Os resultados de TBARS obtidos neste
trabalho apontaram melhor aplicação da radiação gama para
amostras de coxas de frangos cruas irradiadas com doses não
superiores a 3,0 kGy.
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RESUMO
O óleo de pescado constitui importante fonte de ácidos graxos poliinsaturados ômega-3 (PUFA) benéficos
à saúde humana. No entanto, há presença de impurezas que afetam suas características. Esse óleo pode
ser obtido a partir do processo de ensilagem ácida e pelo processo termomecânico tradicional de produção
de farinha. Para o consumo humano, o óleo deve passar pelo processo de refino. No presente trabalho
realizou-se o refino dos óleos de resíduos de corvina (Micropogonias furnieri), provenientes dos processos
de ensilagem ácida e de tratamento termomecânico, e comparou-se a qualidade final dos óleos refinados.
O óleo refinado por meio de ambos processos apresentou características semelhantes. A etapa de
“winterização”, em ambos os processos, resultou no ganho de ácidos eicosapentaenóico mais
docosahexaenóico (EPA+DHA) em torno de 8,5% e redução de ácidos graxos saturados na faixa de
12,5%. Outrossim, os óleos refinados apresentaram teores de ácidos graxos insaturados na faixa de
62%, o que os tornam favoráveis como fonte de ácidos graxos poliinsaturados.
Palavras-chaves. óleo de pescado, ácidos graxos, cor Lovibond, índice de iodo, índice de
saponificação, winterização.

ABSTRACT
Fish oil constitutes an important source of poly-unsaturated ω-3 fatty acids (PUFA), which are beneficial
human health; however, the occurrence of impurities affects oil characteristics. The corvine oil can be
obtained from the ensilage acidification process or from thermo treatment process for meal production.
For human consumption, the oil should be passed through a refining process. In the present work,
refinement of corvine (Micropogonias furnieri) residues was performed by means of acid ensilage and
thermo-treatment processes; and also the characteristics of refined oils were compared. Similar
characteristics were observed in products from both refinement procedures. The winterization step, in
both process, resulted in an increase of EPA+DHA around 8.5%, and a reduction  saturated contents in
range of 12.5%. Also, the corvine oil refined from both thermo treatment and ensilage processes presented
unsaturated fatty acids contents in a range of 62%, which turns to be favorable as a source of unsaturated
and polyunsaturated fatty acids (PUFA).
Key words. fish oil, fatty acids, color Lovibond, iodine index, saponification index, winterization.
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INTRODUÇÃO

O óleo de pescado constitui importante fonte de ácidos
graxos poliinsaturados ômega-3 (PUFA), principalmente
ácidos eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico (DHA)1.
Esses ácidos graxos são benéficos à saúde humana, pois são
essenciais para o desenvolvimento e funcionalidade de certos
órgãos e para algumas respostas bioquímicas e fisiológicas
do organismo1.

Nutricionalmente, o óleo possui alto conteúdo de
calorias (37 MJ/kg), o qual é duas vezes maior que o valor de
energia de alimentos com carboidratos. Esse óleo também
fornece as vitaminas lipossolúveis A, D e E2,3.

O óleo de pescado pode ser obtido a partir do processo
de ensilagem ácida, através da acidificação dos resíduos de
pescado4,5,6, ou pela elaboração tradicional de farinha, sendo
este submetido a processos hidrotérmicos e mecânicos7.

Entretanto, o óleo bruto apresenta impurezas e outros
compostos como ácidos graxos livres, mono e diacilgliceróis,
fosfatídios, esteróides, vitaminas, hidrocarbonetos, pigmentos,
carboidratos, proteínas e seus produtos de degradação e
materiais coloidais, que o tornam inadequado para o consumo8,9.

O processo de refino busca purificar esse óleo
removendo os componentes não triacilgliceróis que afetam a
estabilidade do produto de maneira adversa, conferindo ao óleo
melhores características9,10,11 O refino químico ou alcalino inclui
as etapas de degomagem, neutralização, lavagem, clarificação
e desodorização8,12.

O presente trabalho teve por objetivo realizar o refino
dos óleos de pescado da espécie corvina (Micropogonias
furnieri) provenientes dos processos de ensilagem ácida e
termomecânico, e comparar  as características de identidade
dos óleos refinados obtidos.

MATERIAL E MÉTODOS

Matéria-prima
Para obtenção e caracterização dos óleos refinados

provenientes dos processos termomecânico e de ensilagem
ácida, utilizou-se os óleos brutos de resíduos de corvina
(Micropogonias furnieri) do processamento de farinha de
uma indústria local, e do processo da silagem ácida realizado
em laboratório.

Metodologia experimental para a ensilagem
Realizou-se o processo de ensilagem para obtenção do

óleo, conforme a metodologia apresentada por Benites13.
Para a elaboração da silagem ácida foram utilizados

100kg de resíduos de corvina (Micropogonias furnieri), que
foram moídos em moedor elétrico, acondicionados em baldes,
em seguida acidificados com ácido acético glacial (10% p/v)
acrescentando-se antioxidante butil hidroxitolueno, BHT,
(250mg/kg). Após o período de 15 dias foi realizada a separação

dos resíduos da silagem, em peneira 14 tyler, para retirada de
espinhas e escamas e posterior centrifugação.

Elevou-se a temperatura da silagem a 50ºC em banho
termostatizado, depois centrifugou-se este material em
centrífuga modelo Sigma 6-15, com rotação de 7000g durante
20 min, obtendo-se a fração sólida da silagem, a parte liquida
(ácido acético e água) e o óleo bruto de pescado.

Metodologia experimental para o refino
As etapas do processo de refino para os óleos brutos

provenientes dos processos de ensilagem ácida e
termomecânico foram realizadas de acordo com a metodologia
apresentada por Morais et al.8 e a winterização foi realizada
através da metodologia descrita por Cunha et al.11. A etapa de
desodorização foi realizada em condições estabelecidas em
testes preliminares. A Figura 1 apresenta o diagrama de blocos
das etapas do processo de refino realizado.

Figura 1. Etapas do processo de refino do óleo bruto de
pescado.

No processo de refino, a etapa de degomagem foi
realizada durante 30 min, a uma temperatura de 80°C e agitação
de 500rpm, com adição de 1,0% de ácido fosfórico (85%) em
relação à massa do óleo. A etapa de neutralização ocorreu
durante 20min, com uma temperatura de 40°C e agitação de
500rpm, com adição de solução de hidróxido de sódio 20%p/p
(utilizando 4,0% de excesso em relação ao índice de acidez
determinado após a etapa da degomagem). Após cada etapa, o
material foi centrifugado por 20min a 7000g, para a separação
do óleo8.
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Na etapa de lavagem, ocorreu a adição de 10% de
água em relação à massa de óleo a 95°C durante um tempo
de contato de 10min, com agitação de 500rpm e temperatura
do óleo mantida a 50°C. Essa etapa foi repetida três vezes.
A etapa de desumidificação teve a duração de 20min com
uma temperatura de 90 a 95°C e agitação de 500rpm. A
etapa de clarificação foi realizada à temperatura de 70°C,
agitação de 40 rpm, com adição de 5% de adsorvente
(mistura de terra ativada e carvão ativado na relação de
9:1), sendo o tempo de contato de 20min. A filtração foi
realizada em funil de Buchnner com uma pré-capa de terra
diatomácea. Todas as etapas do processo de refino foram
real izadas com pressão manométr ica de vácuo de
aproximadamente 600mmHg 8.

A etapa de winterização foi realizada em três
estágios. No primeiro estágio de nucleação, o processo
ocorreu em estufa incubadora de 30ºC até 5ºC, com taxa
de resfriamento de 0,62ºC/min. e agitação vigorosa. O
segundo e terceiro estágios, de cristalização, foram
realizados em banho termostatizado com mistura de água e
álcool, sem agitação, de 5ºC até -4ºC com taxa de
resfriamento de 2,7ºC/h e de -4ºC a -5ºC com taxa de
resfriamento de 0,25ºC/h. A cristalização deve ser
conduzida sob resfriamento lento para fornecer cristais
grandes e de formas polimórficas estáveis. Cristais
pequenos, formados a partir de resfriamento rápido, com
diâmetros entre 50-100 µm podem não ser facilmente
filtrados. A separação das frações oleína e estearina foi
realizada por centrifugação14.

A operação de desodorização foi realizada com
temperatura de 220ºC, pressão manométrica de vácuo de
750mmHg

 
com 5% de vapor em relação à massa de óleo, durante

60 minutos.

Metodologia analítica
Para a caracterização dos óleos brutos e dos óleos

refinados provenientes dos processos de ensilagem e
termomecânico foram determinados os seguintes parâmetros:
Ácidos Graxos Livres (AGL), Índice de Peróxidos (IP),
Índice de Iodo (II) ,  Índice de Saponificação (IS),
empregando as metodologias da American Oil Chemists
Society, AOCS15,16. Além destes parâmetros, foi determinada
a cor dos óleos brutos e refinados, segundo o método
Lovibond7, fixando-se a cor amarelo em 30 unidades, e
variando-se a cor vermelho.

Para a identificação e quantificação dos ácidos
graxos, realizou-se a análise cromatográfica dos óleos
refinados dos processamentos termomecânico e da
ensilagem. Essa análise foi realizada em cromatógrafo
gasoso capilar modelo CGC AGILEN 6850 séries GC
SYSTEM equipado com coluna capilar DB - 23 AGILENT
(50% cyanopropyl)  methylpolysi loxane.  A coluna
apresentava 60m de comprimento e 0,25mm de diâmetro
interno com um filme de 0,25µm de espessura. O gás de

arraste foi hélio com fluxo de 1,00mL/min e velocidade linear
de 24cm/seg. A temperatura inicial da coluna foi de 110ºC,
permanecendo nesta temperatura por 5 minutos. A seguir foram
realizadas duas programações de temperatura: aumento a
5ºC/min até 215ºC e 215ºC durante 24 minutos, totalizando 50
minutos. A quantidade de amostra injetada foi de 1,0µL; razão
split: 1:50. Os ácidos graxos foram identificados pela
comparação direta dos tempos de retenção com padrões
Mostarda e Votag, e quantificados por normalização de áreas. O
preparo das amostras, para injeção no equipamento, na forma
de ésteres metílicos, seguiu a metodologia Ce-1-62 da AOCS16,
o método empregado detecta de C6:0 a C22:6.

Medotologia Estatística
Os valores dos índices de caracterização para os óleos

estudados, bem como o percentual dos ácidos graxos EPA+DHA
e o percentual do somatório dos ácidos graxos saturados nos
óleos refinados, obtidos pelos dois processos, foram comparados
usando o teste de Tukey HSD de diferenças de médias17,
considerando um nível de 0,05 de significância, com auxílio do
programa Statistica 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Caracterização dos óleos refinados de pescado
A Tabela 1 apresenta a caracterização dos óleos brutos e

refinados provenientes do processos termomecânico e de
ensilagem ácida de pescado.

Observando-se a Tabela 1 verifica-se que não houve
diferença significativa (p>0,05) nos valores de ácidos graxos
livres, índice de peróxidos, índice de iodo, índice de
saponificação e cor Lovibond entre os óleos analisados,
comprovado por Teste de Tukey HSD de diferenças de médias17.

Os índices de peróxidos para os óleos refinados
apresentados na Tabela 1, ficaram abaixo do citado por Ganga
et al.18, que obtiveram para um óleo refinado de sardinha índice
de peróxidos de 4,02 ± 0,5meqO

2
/kg. O valor do índice de

peróxidos indica a oxidação dos lipídios, sendo este muito
importante por definir seu estado de deterioração, principalmente
pela presença de compostos de baixo peso molecular
provenientes de sua degradação.

Na Tabela 1, os valores dos índices de iodo (II) e os
índices de saponificação (IS) para os óleos provenientes do
processo termomecânico e ensilagem ficaram na faixa citada
por Bernardini10, de 120 a 190cg I

2
/g e de 160 a 190mg KOH/g

respectivamente, para diferentes espécies de pescado . Estes
índices estão associados, respectivamente, ao grau de insaturação
do óleo e ao peso médio dos ácidos graxos esterificados ao
glicerol.

Em relação aos valores da Cor Lovibond (Tabela 1),
verifica-se que estes foram inferiores aos relatados por Morais
et al.8 para um óleo de pescado clarificado, cujos valores
encontrados foram 1,2 Vermelho e 30 Amarelo.
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Com o objetivo de comparar os óleos obtidos pelos dois
processos, determinou-se a composição de ácidos graxos dos

Etapa/Índices

AGL( % ác. oléico)
IP (meq O

2
/kg)

II (centigramas I
2
/g)

IS (mg KOH/g)
Cor – Amarelo 30

Óleo termomecânico

0,25 ± 0,03a

1,7 ± 0,4 a

135 ± 1  a

186 ±1 a

0,2 Vermelho a

Óleo silagem

0,18 ± 0,01 a

1,8 ± 0,5 a

134 ± 2 a

186 ± 13 a

0,1 Vermelho a

aletras iguais não apresentam diferença significativa a 95%  (Teste de Tukey HSD).
AGL: ácidos graxos livres, IP: índice de peróxido, II: índice de iodo, IS: índice de saponificação, Cor: Lovibond.

Tabela 1. Caracterização dos óleos refinados provenientes dos processos termomecânico e ensilagem ácida de pescado.

Óleos refinados

óleos brutos e refinados.  As composições de ácidos graxos
dos óleos estão apresentadas nas Tabelas 2 e 3.

Acido Graxo

C 14:0
C 15:0
C 16:0
C 16:1
C 17:0
C 18:0
C 18:1 ω-9

C 18:2 ω-6

C 18:3 ω-3

C 20:0
C 20:1
C 20:4
C 20:5 EPA ω-3

C 22:0
C 22:1
C 22:5 ω-3

C 22:6 DHA ω-3

Σ n.i.∗

Σ s

Σ ins

Óleo Bruto Termomecânico (%)

3,7 ± 0,2

0,8 ± 0,1

23,3 ± 0,1

12,6 ± 0,1

1,5 ± 0,1

6,6 ± 0,1

20,9 ± 0,3

3,8 ± 0,1

1,1 ± 0,1

0,6 ± 0,1

2,4 ± 0,1

1,8 ± 0,1

5,2 ± 0,1

0,3 ± 0,2

1,2 ± 0,1

3,0 ± 0,3

5,5 ± 0,1

5,7 ± 0,2

36,8 ± 0,9

57,5 ± 1,4

Tabela 2. Composições em ácidos graxos dos óleos bruto e refinado de corvina provenientes do processo termomecânico.

Óleo Refinado Termomecânico (%)

3,4± 0,3

0,7 ± 0,1

20,5 ± 0,2

13,4 ± 0,2

1,7 ± 0,1

5,7 ± 0,1

20,9 ± 0,1

4,2 ± 0,2

1,9 ± 0,1

0,8 ± 0,1

2,7 ± 0,2

1,8 ± 0,3

5,6 ± 0,2

0,2 ± 0,1

1,3 ± 0,1

3,3 ± 0,2

6,0 ± 0,2

5,9 ± 0,3

33,1 ± 0,9

61,1 ± 1,8

Σ n.i.∗ - não identificados
Σ s- somatório de ácidos graxos saturados
Σ ins – somatório de ácidos graxos insaturados
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Os óleos brutos e refinados de pescado obtidos nos
processos termomecânico e ensilagem apresentam como
componentes majoritários, os ácidos palmítico (C 16:0),
palmitoléico (C 16:1) e oléico (C 18:1), conforme apresentado
nas Tabelas 2 e 3, constituindo aproximadamente 56,8% dos
ácidos graxos totais do óleo obtido pelo processo
termomecânico e 54,5%  dos ácidos graxos totais  do óleo obtido
da ensilagem.

Nas Tabelas 2 e 3 constata-se que o óleo refinado de
pescado obtido via processo termomecânico apresentou
percentual de EPA+DHA de 11,6%. O óleo da ensilagem
apresentou percentual de EPA+DHA de 11,4%. Estes dois óleos
apresentaram valores abaixo do citado por Cozzolino et al.2,
aproximadamente 20% dos ácidos graxos totais. Porém,
Duarte19 cita para um óleo obtido de resíduos de corvina, valores
de 1,3% de EPA e 6,2% de DHA, totalizando 7,5%. Assim, os
valores encontrados para os óleos de resíduos de corvina nos
processos termomecânicos e de ensilagem, no presente trabalho,
estão acima dos citados por esse autor.

Acido Graxo

C 14:0
C 15:0
C 16:0
C 16:1
C 17:0
C 18:0
C 18:1 ω-9

C 18:2 ω-6

C 18:3 ω-3

C 20:0
C 20:1
C 20:4
C 20:5 EPA ω-3

C 22:0
C 22:1
C 22:5  ω-3

C 22:6 DHA ω-3

Σ n.i.∗

Σ s

Σ ins

Óleo Bruto Ensilagem (%)

3,8 ± 0,1

0,8 ± 0,1

23,2 ± 0,2

13,8 ± 0,2

1,8 ± 0,1

6,5 ± 0,2

19,8 ± 0,1

3,5 ± 0,2

1,7 ± 0,2

0,7 ± 0,1

3,0 ± 0,1

1,7 ± 0,3

5,2 ± 0,2

0,2 ± 0,1

1,2 ± 0,3

3,5 ± 0,1

5,3 ± 0,3

4,9 ± 0,3

37,0 ± 0,9

58,7 ± 2,0

Tabela 3. Composições em ácidos graxos dos óleos bruto e refinado de corvina provenientes do processo de ensilagem.

Óleo Refinado Ensilagem (%)

3,7 ± 0,1

0,7 ± 0,2

20,0 ± 0,3

14,2 ± 0,1

1,7 ± 0,1

5,3 ± 0,2

19,9 ± 0,1

3,6 ± 0,3

1,9 ± 0,1

0,7 ± 0,1

3,5 ± 0,2

2,0 ± 0,1

5,8 ± 0,1

0,3 ± 0,1

1,8 ± 0,2

3,7 ± 0,3

5,6 ± 0,2

5,6 ± 0,1

32,4 ± 1,1

62,0 ± 1,7

Σ n.i.∗- somatório de não identificados
Σ s- somatório de ácidos graxos saturados
Σ ins – somatório de ácidos graxos insaturados

Os somatórios dos teores dos ácidos graxos saturados
apresentados nas Tabelas 2 e 3 foram, respectivamente, 33,1%
e 32,4%  para os óleos refinados dos processos termomecânico
e de ensilagem. Valores superiores a estes foram citados por
Duarte19, para óleo de corvina apresentando 36,9% dos ácidos
graxos saturados.

Em relação ao percentual de ácidos graxos insaturados
(Tabelas 2 e 3), os óleos refinados de ambos processos
apresentaram valores de ácido oléico e de ácido linoléico
superiores aos citados por Duarte19, que obteve para o óleo
de resíduos de corvina percentuais destes ácidos de 17,8% e
3,5%, respectivamente. Em relação ao ácido linolênico (C
18:3), os óleos refinados apresentaram valores semelhantes
ao citado pelo autor.

Nas Tabelas 2 e 3 constata-se  que os ácidos graxos
insaturados presentes nos óleos refinados termomecânico e da
ensilagem  perfizeram 61,1% e 62% do total dos ácidos graxos
respectivamente, o que torna-os favoráveis como fonte de
ácidos graxos insaturados.
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A Tabela 4 apresenta os valores do percentual de ácidos
graxos do grupo w-3 e do percentual dos ácidos graxos
saturados nos óleos refinados. O aumento de 8,5% no valor
do somatório de EPA+DHA em relação ao valor do óleo bruto,
ocorreu durante o processo de refino devido a etapa de
winterização que favorece o aumento destes ácidos graxos.

Os valores encontrados na Tabela 4 para o percentual
do somatório de EPA+DHA e do percentual de ácidos graxos
saturados dos óleos refinados obtidos pelos dois processos,
resultaram numa variação média de 8,5% e 12,5%,
respectivamente, em relação aos valores do óleo bruto
(Tabelas 2 e 3). Estas variações foram maiores do que as
citadas por Cunha et al.11, que obtiveram  para óleo de
pescado um ganho de EPA+DHA de 5,2% e uma redução de
saturados de 9,5%.

Os teores de EPA+DHA nos dois métodos de obtenção
do óleo (Tabela 4) não apresentaram diferenças de médias,
através do Teste de Tukey, a um nível de 95% (pe”0,05).
Também observa-se nesta tabela, que esses métodos não
apresentaram diferenças de médias em relação ao percentual
de saturados, constatando-se que os valores deste percentual
ficaram dentro da faixa do desvio-padrão.

CONCLUSÕES

O óleo de pescado refinado de corvina obtido pelo
processo da ensi lagem apresentou caracter ís t icas
semelhantes ao óleo refinado obtido via processo
termomecânico, em relação ao percentual de ácidos graxos
livres, ao índice de iodo, ao índice de saponificação e à
Cor Lovibond, não apresentando diferença significativa ao
nível de 95% pelo teste de Tukey.

Os ácidos graxos insaturados presentes nos óleos
refinados termomecânico e da ensilagem ficaram na faixa
de 62% do total de ácidos graxos, o que os tornam favoráveis
como uma importante fonte de ácidos graxos insaturados.
A etapa de winterização, em ambos os processos, resultou
num ganho médio de EPA+DHA em torno de 8,5% e uma
redução média de saturados na faixa de 12,5%.
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ABSTRACT
The aim of the present study was to determine the occurrence of aflatoxins M

1
 and M

2
 in commercially

available goat milk samples collected from supermarkets located in Ribeirão Preto region, SP, Brazil. A
total of 39 goat milk samples manufactured in three Brazilian states, consisting of 15 Ultrahigh-temperature
milk samples and 24 frozen pasteurized milk samples were analyzed following  AOAC, 2000 protocol.
None of the analyzed milk samples was contaminated with aflatoxin M

2
, and aflatoxin M

1
 was detected

in 7 (18%) samples in a range of from 20 to 98ng/L.  According to these findings both the occurrence
and the level of aflatoxins M

1
 are low, and the goat milk samples manufactured in three Brazilian states

is devoid of aflatoxin M
2
. Although, further surveillance studies on the occurrence of these toxins in goat

milk are required, because these data are limited. On the other hand, the Brazilian climatic conditions
may promote the occurrence of aflatoxin B

1
 and B

2
 in feeds, which can be metabolized into aflatoxin M

1

and M
2
.

Key words. aflatoxin M
1
, aflatoxin M

2
, goat milk, mycotoxins.

RESUMO
O objetivo deste estudo foi de determinar a ocorrência e o nível de aflatoxinas M

1
 e M

2
 em amostras de

leite de cabra coletadas em supermercados localizados na região de Ribeirão Preto, SP, Brasil. Foram
analisadas 15 amostras de leite Ultra Alta Temperatura e 24 amostras pasteurizadas congeladas. As
amostras foram analisadas de acordo com a AOAC, 2000. Nenhuma das amostras analisadas apresentou
contaminação com aflatoxina M

2
. Foi detectada M

1
 em 7 (18%) amostras na faixa de 20 a 98ng/L. O

resultado deste estudo mostra que a ocorrência e o nível de aflatoxinas M
1
 são  baixas e ausência de

aflatoxina M
2
 em amostras de leite de cabra produzidas por três estados do Brasil. Em função de escassas

informações sobre esse tema, torna-se imprescindível o estudo dessas aflatoxinas em leite de cabra em
outras regiões do Brasil, pois as condições climáticas do país favorecem a ocorrência da aflatoxinas B

1

e B
2, 

na ração dos animais, que conseqüentemente são metabolizadas em M
1
 e M

2
.

Palavra-chave.  aflatoxina M
1
, aflatoxina M

2
, leite de cabra, micotoxinas.
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INTRODUCTION

Aflatoxins are toxic metabolites produced by fungi, and
are potent liver toxins and most animal species exposed to these
mycotoxins show signs of liver disease ranging from acute to
chronic. Mammals animals, like cow, goat, sheep and so on, fed
rations containing aflatoxin B

1
 and aflatoxin B

2
 excrete in their

milk metabolites, aflatoxin M
1
 and aflatoxin M

2
, respectively1.

Milk and milk products are a good source of many nutrients
such as proteins and calcium. Usually, the cow milk is the most
consumed, however there are a significant percentage of the
population that has cow milk allergies and gastro-intestinal
disorders2. Goat milk could substitute cow milk because, study of
comparison of goat milk infant formula versus cow milk infant
formula shows that these two formula were similar in terms of
protein quality3 and growth of infants fed with these two formulas4.
Besides these, researches demonstrated some beneficial effect of
goat milk, comparing to cow milk: on the metabolism of iron and
copper in control rats, especially those with malabsorption
syndrome5 and on the nutritive utilization of protein and on
magnesium bioavailability, especially in animals with resection of
the distal small intestine6.

Fisberg et al.7 studied the acceptability of goat milk in
preschool children of municipal nurseries in São Paulo City and
concluded that it represents an excellent alternative to substitute
cow milk, after the first year of life, and there was no case of
intolerance or allergy during the study.

Competent national authorities establish the tolerance limits
for aflatoxins in milk, consequently, there are differences in tolerance
levels among countries and many countries have no legal limit for
aflatoxins in milk and dairy products. The Codex alimentarius8

recommend and the MERCOSUR (Brazil, Argentina, Paraguay
and Uruguay) has established a limit of 500ng/L of aflatoxins for
milk9.

There are several studies of incidence of aflatoxins in cow
milk, but there are only few surveys focusing on goat milk. In Brazil,
we have not been found literature on the incidence of these toxins
in goat milk.

It is important to investigate the occurrence of alfatoxins
M

1
 and M

2
 in this product, for the reason that, in Brazil, the goat

milk consumption is increasing, mainly, by the children with cow
milk allergies.

MATERIAL AND METHODS

Materials and reagents
(a) Aflatoxin M

1
 standard, 2,3,6a,9a-tetrahydro-9a-hydroxy-

4-methoxycyclopenta[c]furo[3’,2’,:4,5]furo[2,3-h][1]benzopyran-
1,11-dione – (Sigma Chemical Company, USA).

(b) Aflatoxin M
2
 standard, 2,3,6a,8,9,9a-hexahydro-9a-

hydroxy-4-methoxycyclopenta[c]furo[3’,2’,:4,5]furo[2,3-
h][1]benzopyran-1,11-dione – (Sigma Chemical Company, USA).

(c) Stock solution of M
1
 was prepared in acetonitrile at

concentration of 565 ng/mL, and concentrations determined
according to Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
method 986.16, 971.22 and 970.4410. Working solutions were
prepared by appropriate dilution in acetonitrile:benzene.

(d) Stock solution of M
2 
 was prepared in acetonitrile at

concentration of 898 ng/mL, and concentrations determined
according Association of Official Analytical Chemists, method
986.16, 971.22 and 970.4410. Working solutions were prepared by
appropriate dilution in acetonitrile:benzene.

(e) Solvents – Isopropyl alcohol and acetonitrile (EM
Science, USA) were LC grade;

(f) Water – distilled, deionized water was purified in a milli-
Q purification system (Millipore, USA).

(g) Columns for solid phase extraction, RP-18 (500 mg),
were obtained from Merck (Germany).

(h) Mobile phase consisted of water:isopropyl alcohol:
acetonitrile (80:12:8).

(i) trifluoroacetic acid (TFA), analytical reagent grade.
(j) LC column – Shim-pack CLC-ODS (M), 4.6x250 mm,

5µm (Shimadzu, Japan).
(k) Guard column – Shim pack CLC G-ODS, 4x4mm, 5µm

(Shimadzu, Japan).
(l) All other chemicals were analytical reagent grade.

Apparatus
(a) Liquid chromatograph – pump (model LC-10ADVP),

RF-10AXL fluorescence detector (excitation and emission
wavelengths were 365 nm and 400 nm, respectively), column oven
(CTO-10AVP), system controller (SCL-10AVP), degasser (DGU-
14A), software (CLASS VP version 6.12) all from Shimadzu
Instruments (Japan), and Rheodyne LP injector with a 20µL loop
from Rheodyne (USA).

(b) Spectrophotometer – Hach (USA).
(c) Vortex mixer – Fanem (Brazil).

Samples
Twenty-four samples of commercial pasteurized frozen goat

milk and 15 Ultra High Temperature (UHT) goat milk were
collected from market in the region of Ribeirão Preto, SP, Brazil.
These samples milk were produced in different Brazilian States:
5 from Rio Grande do Sul, 10 from Rio de Janeiro, and 24 from
São Paulo.

Procedures
The method used to analyse aflatoxins M

1 
and M

2
 in goat

milk samples was AOAC10 Official Method 986.16 Aflatoxins M
1

and M
2 

in fluid milk and liquid chromatographic method, in
duplicate. The extraction through cartridges, C

18
 Sep-Pak, was time

consuming, lengthening the sample preparation. The problem was
solved by increasing the quantity of hot water added to thin the
milk from 20 to 40mL. This way, the sample preparation became
faster. Aflatoxins M

1
 and M

2 
were extracted from warm, diluted

milk on a C
18 

Sep-Pak cartridge, eluted with ether through a silica
column, eluted with dichloromethane: alcohol, and derivatized with
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TFA. Liquid chromatography peaks were detected fluorometrically
and compared with the standard-TFA derivative. The
chromatography analyses were carried out in an oven controlled
temperature (30°C), the flow-rate was 0.5 mL/min.

All samples analyzed were within their expiry date. The
pasteurized frozen milk samples were stored at -20°C until analysis.

Linearity, recovery, precision and determination limits
The linearity of the method was carried out in the range of

0.9 – 18 ng/mL (11-225 ng/L in milk) of M
1
 and 0.926 – 18.52 (12

– 232 ng/L in milk) of M
2
. To determine the efficacy of the analytical

method used for the recovery tests, milk samples were spiked with
known amount of aflatoxins M

1 
and M

2 
(concentration of 222 and

109 ng/L, respectively) and submitted to the extraction procedures
in 8 replicates. The precision of the method was calculated as the
relative standard deviation (RSD). The detection and quantitation
limit were determined based on the standard deviation of the response
and the slope11.

RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained show the chromatograms after
derivatization with TFA, (a) of goat milk free from aflatoxins M

1

and M
2
, (b) of a sample spiked with aflatoxins M

1
 and M

2
 and (c)

of a naturally contaminated sample (Figure 1). The calibration
curves obtained by least-squares linear regression were linear in
range of 11 – 225ng/L (M

1
) and 12 – 232ng/L (M

2
) with

correlation coefficients of 0.9997 (M
1
) and 0.9992 (M

2
). The

recoveries were 98.0 and 89.8% for M
1 
and M

2
,
 
respectively. The

precision was adequate with a relative standard deviation of 4.6
(M

1
) and 5.0% (M

2
). The detection limit was defined as the

minimum level at which the analyte can be reliably detected and
was 6 for M

1
 and 8ng/L for M

2
. The quantification limit was

established as the lowest concentration of an analyte, using an
appropriate standard or sample, could be determined with an
acceptable level of accuracy and precision12. It was 19 and 23ng/
L for M

1
 and M

2
, respectively.

The results obtained in our laboratory, during the
method validation, demonstrated that this method is
efficient to analyze aflatoxins M

1 
and M

2 
in goat milk

samples with good precision, accuracy. The limit of
detection and quantification are low enough to be used to
analyze aflatoxins M

1
 and M

2
 in small quantities. In

addition to that, sample preparation is adequate to obtain
an extract without interfering peaks, as we can see in the
non-contaminated goat milk chromatogram (Figure 1).

The Table 1 shows the results of the levels of
aflatoxins M

1
 found in the samples analyzed. In all samples

the level of aflatoxin M
1
 were below the 500ng/L limit

permitted by the MERCOSUR Technical Regulations9 and
recommended by the Codex alimentarius8. The results were
compared with more regulations strict like the one adopted
by the European Union. One (2.6%) sample of pasteurized
milk was above the 50ng/L limit for milk13. Four samples of
pasteurized milk (10.3%) were above 25ng/L limit for infant
formulae and folow-on formulae, including infant milk and
follow-on milk and dietary foods for special medical
purposes intended specifically for infants14. In spite the fact
of that four samples of pasteurized milk contained aflatoxin
M

1
 above 25ng/L and no UHT sample was contaminated

there were no significant differences between their aflatoxin
M

1
 levels.

Range of aflatoxin M
1

concentration (ng/L)

Not detected

6 – 20

20 – 50

50 – 500

> 500

Pasteurized (n= 24)
n (%)

14 (58.3)

4 (16.7)

5 (20,8)

1 (4.2)

0 (0)

UHT (n= 15)
n (%)

1 (6.7)

13 (86.7)

1 (6.7)

0 (0)

0 (0)

Total (n= 39)
n (%)

15 (38.5)

17 (43.6)

6 (15.4)

1 (2.6)

0 (0)

Table 1.  Occurrence of aflatoxin M
1
 in goat milk samples produced from trhee different states of Brazil and commercialized

in the region of Ribeirão Preto, SP, Brazil.

Type of Milk
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Figure 1. Chromatograms after derivatization with TFA, (a) of a non-contaminated goat milk (scale 5 time larger than b and c),
(b) of a sample spiked with aflatoxin M

1
 and M

2
 and (c) of a naturaly contaminated sample. Chromatographic conditions: ODS

column; mobile phase, water:isopropyl alcohol:acetonitrile (80:12:8); flow-rate, 0.5mL/min; fluorescence detection, λ
ex

 = 365nm,
λ

em
= 400nm.

c)

a)

b)
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There are several studies on the incidence of aflatoxins
in cow milk in different countries like Korea15, Colombia16,
Argentina17, Greece18, Brazil19-25 and so on, but surveys on the
occurrence of aflatoxins in goat milk are rare. Roussi et al18

analyzed samples of goat, sheep and cow milk collected in
Greece, compared the level of aflatoxin M

1
 in these three types

of milk, and observed that the contamination was lower in raw
sheep and goat milk than cow milk. The incidence rate was
limited to 66.7 and 40%, respectively, and none of the positive
samples contained aflatoxin M

1
 at levels > 50ng/L. They

concluded that this might be due to the fact that during the
winter and spring, lactating sheep and goats in Greece are
grazing and are feeding consequently fedding less when
compared with dairy cattle.

In Brazil, there isn’t any published study about incidence
of aflatoxin M

1
 and M

2
 in goat milk, only in cow milk that has

been analysed and the results show low incidence and levels,
like ours results for goat milk. Souza et al.22 analyzed 110 milk
samples and detected low levels of contamination with aflatoxin
M

1
 in 24.5% of them. Oliveira et al.25 found M

1
 in 77.1% (37)

of the samples (0.011 – 0.251ng/mL). Garrido et al24 studied
the occurrence of aflatoxins M

1
 in 139 samples of pasteurized

and UHT cow milk commercialized in Ribeirão Preto, SP. They
detected the toxin in 29 (20.9%) of the samples in the range of
50 – 240ng/L. Taveira and Midio23 in São Paulo, SP and Sylos
et al.19 in Campinas, SP, also found low incidence and levels of
the toxin in cow milk. Sylos et al.19 concluded that a possible
explanation for this is that cows in the area of Campinas graze
all year round, and are rarely exposed to feed.

 In this study the levels of aflatoxins in goat milk were
found to be low, in spite of the fact that feed are used in same
area where the goat milk samples originated, like cities of São
Paulo state.

In our study, none of the milk samples analyzed were
found to contain aflatoxin M

2
 above the detection limit of the

method used, 7 ng/L. Corrêa et al.20 and Garrido et al.24

analyzed 144 samples of raw cow milk and 139 samples of
pasteurized and UHT milk, in Brazil, and didn’t detect M

2
 in

any sample.
These results show that aflatoxins in goat milk in

Brazil isn’t a serious public health problem, but, it’s
necessary to continue the surveillance on the occurrence of
these toxins in goat milk samples in order to achieve a more
complete picture. Several reasons indicate this course of
action: data are limited, the country is large, and its climatic
conditions may favour the incidence of aflatoxin B

1
 and B

2

in feeds that after being consumed by the goat is metabolized
in M

1
 and M

2
.
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RESUMO
Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatório que pode infectar o homem e animais
homeotérmicos. Nos indivíduos imunocompetentes a infecção é geralmente assintomática, os principais
grupos atingidos gravemente pela doença são os indivíduos imunodeprimidos e as gestantes que adquirem
a infecção durante a gestação. Neste trabalho foram analisadas 1485 amostras de soros de mulheres
atendidas na rede pública de saúde da grande São Paulo, durante o período de janeiro de 2001 a julho de
2005. A detecção de anticorpos IgG anti-T.gondii foi realizada por meio de ensaio imunoenzimático
(ELISA) e a técnica Imunofluorescência Indireta (IFAT) foi utilizada para detecção de anticorpos IgM
e IgG anti- T.gondii. Das amostras analisadas 57,10% apresentaram anticorpos IgG anti-T.gondii, e
1,95% possuíam anticorpos específicos da classe IgM. Os inquéritos epidemiológicos realizados no
Brasil demonstraram que a a soroprevalência de anticorpos IgG anti-T. gondii varia de 40 a 80%, o que
corroboram com os dados obtidos no presente estudo. Existe a necessidade de estudos que identifiquem
as taxas de prevalência nas várias regiões brasileiras, com o intuito de implantar trabalhos de informação
e conscientização da população para diminuição do risco de infecção congênita por T. gondii.
Palavras-chave. Toxoplasma gondii, toxoplasmose, sorologia, IgG, IgM.

ABSTRACT
Toxoplasma gondii is an obligatory intracellular parasite that can infect man and homoeothermic animals.
In immunocompetent individuals the infection is generally asymptomatic, the foremost groups seriously
affected by the infection are the immunocompromised and the pregnant women who acquire the infection
during pregnancy. In this survey were analyzed 1485 serum samples from women attended at public
health network of São Paulo metropolitan region during the period of January 2001 to July 2005. The
detection of IgG antibody anti-T.gondii was realized by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
both IgG and IgM antibodies were detected by immunofluorescent antibody technique (IFAT). Among
the samples analyzed 57.10% presented IgG antibody anti-T. gondii and IgM antibody was detected in
1.95% individuals. Previous epidemiologic studies performed in Brazil demonstrated an IgG anti–T.
gondii antibody seroprevalence varying from 40% to 80%, which corroborate with the date of the present
investigation. There is the necessity of the studies to estimate the T. gondii infection prevalence rate in
several Brazilian regions, in order to establish a developing health education strategies, and information
programs for population to decreased congenital infection risk.
Key words. Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, serology, IgG, IgM.
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INTRODUÇÃO

Toxoplasma gondii  é um protozoário parasita
intracelular obrigatório, pertencente ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoa, subclasse Coccidia e ordem Eucoccidia1

que pode infectar o homem e uma ampla variedade de
animais domésticos e selvagens2. Os felinos são os
hospedeiros definitivos do T. gondii, é no intestino desses
animais que ocorre a reprodução sexuada e a liberação de
oocistos nas fezes que ao serem ingeridos junto com água
ou alimentos por mamíferos e aves, liberam os esporozoítos
no intestino. Estes após invasão celular transformam-se em
taquizoítos que disseminarão no organismo e formarão os
bradizoítos e conseqüentemente cistos teciduais que poderão
permanecer nos seus hospedeiros por longos períodos3,4. Os
felinos e outros animais poderão se infectar pela ingestão
de carne contaminada, fechando o ciclo. O parasita, apesar
de infectar com freqüência o homem, causa geralmente
doença benigna, sendo a toxoplasmose ocular um dos
agravos em indivíduos imunocompetentes5. Pacientes
imunodeprimidos, como portadores do vírus HIV e
transplantados podem sofrer doença severa levando inclusive
ao óbito6,7. Outro grupo que pode ser atingido gravemente
pela doença são os fetos de mães que nunca tiveram contato
com o parasita, quando isto ocorre pode levar ao aborto ou
causar lesões irreversíveis no feto, conhecidas como tétrade
de Sabin8,9. Na região metropolitana de São Paulo, Brasil,
estima-se que devam nascer cerca de 230 a 300 crianças
infectadas por ano10, mas a prevalência de anticorpos anti-
T. gondii no Brasil é variável e depende da região, hábitos e
fatores sócio-econômicos. O presente trabalho tem como
objetivo relatar a situação do perfil da toxoplasmose, através
das técnicas de Imunofluorescência (IFAT) e Ensaio
imunoenzimático (ELISA), das pacientes atendidas na rede
pública de saúde do estado de São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostra de sangue
Foram analisadas 1485 amostras de soros de mulheres

atendidas na rede pública de saúde da grande São Paulo, durante
o período de janeiro de 2001 a julho de 2005.

T. gondii
Os parasitas utilizados foram taquizoítos da cepa RH,

que são mantidos rotineiramente na Seção de Parasitoses
Sistêmicas do Instituto Adolfo Lutz, por meio de passagens
sucessivas em camundongos Swiss (não isogênicos) com o
peso variando entre 20 e 22gramas, por meio de lavagem do
peritônio com solução salina ou salina tamponada com fosfato
– NaCl 0,15M/tampão fosfato de sódio 0,01M pH 7,2 (PBS)
e subsequente inóculo intraperitoneal (i.p.) em novos animais
ou sendo mantido em estabilato de nitrogênio líquido.

Imunofluorescência indireta (IFAT)11

Os parasitas coletados do peritônio dos camundongos
foram centrifugados a 800g durante 10 minutos, o sobrenadante
desprezado e o precipitado suspenso em formol 2% tamponado
com fosfato de sódio 0,02M pH 7,2, permanecendo em estufa
a 37oC por 30 minutos. A seguir, o material foi novamente
centrifugado a 800g, o sobrenadante desprezado e o precipitado
suspenso em PBS. Em lâminas limpas, era adicionado 20µl
(1.104 parasitas) do preparado em cada orifício da lâmina de
imunofluorescência. Após secagem cuidadosa, as lâminas foram
mantidas a –20oC até o momento do uso.

Para cada amostra de soro foram preparadas cinco
diluições para IgG (1/16, 1/256, 1/1024, 1/2048 e 1/4096) e
duas para IgM (1/4 e 1/32) a título de triagem. Nas amostras
positivas para IgM foi aplicado em cada amostra o reagente
para remover o fator reumatóide (Chemicon®), realizando
dez diluições (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640,
1/1280, 1/2560 e 1/5120). A diluição do soro foi depositada
em cada orifício da lâmina de fluorescência em PBS,
contendo taquizoítos formolizados e aderidos; seguiu-se
incubação em câmara úmida por 30min a 37oC. Após a
primeira incubação, as lâminas foram lavadas duas vezes
em PBS por 10min. Em seguida, cada orifício foi recoberto
com soro anti-IgG ou anti-IgM humano, produzido em cabra
e conjugado ao Isotiocianato de Fluoresceína-FITC (Biolab-
Merieux), diluído em solução de Azul de Evans 0,01% em
PBS, com incubação a 37oC, ao abrigo da luz, por 30min.
As mesmas foram novamente lavadas duas vezes em PBS
por 10min, para remoção do excesso de conjugado, secas e
montadas com preservativo (Glicerol-PBS 9:1) sob lamínula
para observação. A observação foi realizada em microscópio
de epifluorescência com lâmpada de mercúrio de 100V
(Nikon Eclipse E400), com sistema de filtros para
fluoresceína, sendo considerada positiva a diluição em que
os taquizoítos apresentassem uma clara fluorescência verde
na membrana celular, contra o fundo vermelho das formas
coradas pelo Azul de Evans. O título foi considerado a maior
diluição de soro com reação positiva.

Ensaio Imunoenzimático - ELISA12

Placas de 96 poços (Multiwell Plate/polystyrene -
Sigma®) foram sensibilizadas com 100µl de antígeno na
concentração de 1µg/ml em tampão carbonato 0,1M pH
9,0 durante 12 - 18h a 4oC. A seguir, foram lavadas com
PBS + 0,02% Tween 20 (Sigma®) (PBST) + leite desnatado
0,3% (PBSTL) e incubadas com PBSTL por 1 hora em
câmara úmida à temperatura de 37oC, para bloqueio de
eventuais sítios inespecíficos de ligação. Após novo ciclo
de lavagens com PBSTL, foram adicionadas as amostras
de soro, 100µl/cavidade, diluídos a 1:500 em PBSTL e
incubadas a 37oC em câmara úmida por 1 hora. Após novo
ciclo de lavagens com PBSTL, acrescentou-se conjugado
de coelho anti-IgG humano (Sigma®),  conjugado a
peroxidase (100µl/cavidade), na diluição 1/3.000 em
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PBSTL. As placas foram incubadas por 1 hora a 37oC em
câmara úmida, seguida de novo ciclo de lavagens com
PBST. A reação foi revelada pela adição de 100µl/cavidade
de solução cromogênica OPD (o – phenylenediamine 1mg/
ml, H

2
O

2
 0,03% em Tampão fosfato - citrato 0,2 M pH 5.0).

Após 30 minutos, as reações foram interrompidas pela
adição de HCl 4N (50µl/cavidade). A densidade óptica
(D.O.) foi obtida por leitura a 492nm em leitor de
microplacas (Labsystems Multiskan MS).

RESULTADOS

Os resultados demonstraram que 57,10%, ou seja, 848
das 1485 pacientes atendidas no período apresentaram
anticorpos IgG anti-T.gondii detectados por ELISA. Todas as
amostras analisadas por ELISA foram tituladas por meio de
Imunofluorescência Indireta e houve concordância entre
ambas às técnicas.

A porcentagem de amostras positivas para anticorpos
IgG anti-T. gondii por ano, entre 2001 e 2005 foi sempre
superior a 50%, como demonstrado na Figura 1.

Quando as amostras positivas são distribuídas por faixa
etária, pode-se observar um aumento da porcentagem de
positividade conforme a faixa etária, com incidência anual de
0,6 ± 0,11% (Figura 2).

Foram detectadas por IFAT 1,95% (29 pacientes) com
anticorpos IgM. Na Figura 3 foram correlacionados os títulos
de anticorpos anti-T. gondii IgM com os da classe IgG,
demonstrando parte das pacientes que apresentaram anticorpos
IgM possuíam altos títulos de anticorpos IgG e outra parte
títulos baixos.

Figura 1. Distribuição anual das 848 amostras positivas de
mulheres atendidas na rede pública de saúde de São Paulo,
positivas para anticorpos IgG anti-T. gondii, no período de 2001
a 2005, detectados por ELISA e IFAT.

Figura 2. Distribuição por faixa etária das 848 amostras
positivas de mulheres atendidas na rede pública de saúde de
São Paulo, positivas para anticorpos IgG anti-T. gondii, no
período de 2001 a 2005, detectados por ELISA e IFAT.

Figura 3. Títulos de anticorpos anti-T. gondii IgM (29
pacientes) correlacionados com os da classe IgG das pacientes
atendidas na rede pública de saúde no período de 2001 a 2005,
detectados por IFAT.

DISCUSSÃO
Inquéritos no Brasil têm mostrado que a taxa de

anticorpos IgG anti-T. gondii varia de 40 a 80%13,14,15,16, o que
corroboram os dados obtidos em nossos ensaios, que
verificaram a presença de anticorpos em 57,10% das amostras
analisadas. Quando é realizada a distribuição anual das
amostras positivas para anticorpos anti-T. gondii IgG,
verificamos que em todos os anos a porcentagem foi sempre
superior a 50%. Trabalhos anteriores demonstraram uma
soroprevalência de anticorpos específicos contra T. gondii de
58,9% na região metropolitana de São Paulo10, indicando que
provavelmente não ocorreu variação da soroprevalência nessa
região. Dessa forma esse estudo reafirma que a prevalência da
toxoplasmose em nosso meio é consideravelmente alta tanto
quanto em outras áreas do país, outros autores relataram que
entre 50 a 80% das mulheres brasileiras em idade fértil
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apresentam anticorpos IgG anti-T. gondii17. Na Índia um recente
estudo encontrou soroprevalência de anticorpos IgG anti-
T.gondii de 45%18 e em países da Europa central têm-se
demonstrado que a taxa de positividade em mulheres na idade
fértil por T. gondii é de 37 a 58%19. As possíveis explicações
para essas elevadas taxas de prevalência no Brasil e no mundo
é provavelmente o contato com fatores de risco como ambientes
contaminados por oocistos, proximidade com felinos,
inadequado consumo alimentar de carne mal cozida e crua e a
falta de costumes adequados de higiene20,21,19,22,23.

Além disso, identificou-se uma relação de aumento da
prevalência de anticorpos anti-T. gondii nos soros conforme o
aumento da idade das pacientes, indicando que a idade é um
fator de risco e este já foi demonstrado em vários estudos
realizados nos Estados Unidos, Europa, Índia e Américas22,24,25,19.

Neste trabalho 1,95% das amostras apresentaram
anticorpos IgM anti-T. gondii, demonstrando um importante risco
de infecção aguda nas mulheres, o que aumenta as chances da
transmissão vertical e conseqüentemente de toxoplasmose
congênita. Tem se relatado que a infecção aguda na gravidez
varia entre 0,06 a 1,4%, sendo que 15% das infecções intra-
uterinas resultam em morte fetal e 80% dos que nascem
desenvolvem algum tipo de lesão tardia26. Quando é realizada a
correlação de anticorpos IgM com os da classe IgG anti-T.gondii
verificamos que nas amostras positivas para IgM uma grande
parte apresentou altos títulos de anticorpos da classe IgG o que
pode caracterizar infecção aguda, enquanto uma parcela possui
títulos baixos destes anticorpos o que possivelmente pode
caracterizar que a infecção esta se tornando crônica27,28,29.

De acordo com os dados obtidos, acredita-se que o
contínuo monitoramento da toxoplasmose através de inquéritos
sorológicos é importante para a verificação da taxa de prevalência
nas várias regiões do país, havendo a necessidade de desenvolver
trabalhos de informação e conscientização das mulheres em idade
fértil e da população como um todo para os eventuais problemas
de saúde que a toxoplasmose pode gerar. Isso acarretará na
identificação da infecção aguda em mulheres gestantes, no seu
início, para que seja realizado os cuidados pré-natais, o tratamento
correto se necessário, assim evitando lesões ao feto.
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RESUMO
O presente trabalho objetivou a otimização e a avaliação da coleta de sangue em papel de filtro para ser
usada em levantamentos soroepidemiológicos de infecção por herpesvírus humano 8 (HHV-8). Foram
utilizados os ensaios de imunofluorescência indireta (IFI) LANA e Lítico para a pesquisa de anticorpos
anti-HHV-8 em amostras de sangue colhidas em membrana Schleicher Schuell de 28 pacientes com sarcoma
de Kaposi (SK)/AIDS e 10 indivíduos sadios sem SK, dos quais os soros haviam sido anteriormente
usados na padronização destas técnicas. Lâminas contendo células da linhagem BCBL-1 estimuladas ou
não com éster de forbol, eluatos de sangue e conjugado anti-imunoglobulina humana marcado com
fluoresceína foram empregados nas reações sorológicas e, as reações e os critérios de positividade seguiram
os previamente estabelecidos na Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz. Foi detectada fluorescência
verde-amarelada na maioria das células nas diluições 1:50 e 1:100. Isto dificultou a leitura da IFI-Lítico,
principalmente em diluições baixas, mas não interferiu na IFI-LANA cujo padrão pontilhado no núcleo
coexistiu com a fluorescência de membrana. À medida que se seguiram as diluições, houve desaparecimento
da inespecificidade e a leitura prosseguiu normalmente. Houve concordância de resultados positivos e
negativos, com diferenças mínimas nos títulos de anticorpos. Os resultados obtidos viabilizam a coleta de
sangue em papel para estudos epidemiológicos de infecção por HHV-8.
Palavras-chave. sorologia, papel de filtro, imunofluorescência, herpesvírus humano 8 (HHV-8).

ABSTRACT
The aim of the present study was to standardize the use of blood collected on filter paper in
seroepidemiological studies of human herpesvirus 8 (HHV-8) infection. HHV-8 latent and lytic antibodies
were searched in eluates of blood collected on Schleicher Schuell membrane from 28 KS/AIDS patients
and 10 health individuals without KS, using “in house” immunofluorescence assays (IFAs). Serum samples
from the same individuals were previously evaluated by IFA–LANA and IFA-lytic, and the results were
compared to the results obtained in this study. IFAs were conducted according to criteria established at
Immunology Department of Instituto Adolfo Lutz, using BCBL-1 cells line stimulated or not with phorbol
ester, and FITC-anti human IgG conjugate. Non-specific stainning on IFAs were detected when 1:50
and 1:100 blood eluated dilutions were employed. This unespecificity disappeared on subsequent blood
dilutions. Concordant positive and negative results were obtained between sera and blood samples, but
some minor differences were observed on antibodies title. The results obtained confirmed the use of
blood collected on paper filter for HHV-8 seroepidemiological purposes.
Key words. serology, paper filter, immunofluorescence assay (IFA), human herpesvirus 8 (HHV-8).
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INTRODUÇÃO

Desde a descoberta do herpesvírus humano 8 (HHV-8)1

como sendo o agente etiológico do sarcoma de Kaposi (SK),
vários estudos se seguiram com vistas a identificar populações
e regiões endêmicas desta virose2. Inicialmente, homens que
faziam sexo com homens HIV-soropositivos foram apontados
como transmissores do HHV-8, pois neles foi detectada a forma
epidêmica do SK associada à AIDS3-5. Posteriormente, o vírus
foi encontrado nas outras formas clínico-epidemiológicas do
SK: no SK clássico do mediterrâneo, no SK endêmico africano
e no SK iatrogênico associado à terapia imunossupressora e
corticosteróide2,6-8.

Com a introdução da sorologia para a pesquisa de
anticorpos anti-HHV-8 foi possível mapear populações e
regiões endêmicas do vírus que estavam associadas ou não à
presença de SK9. Curiosamente, ameríndios da Amazônia
brasileira foram apontados como portadores de HHV-8, e neles
não foi detectado o SK10. Da mesma forma, em alguns países
africanos onde o HHV-8 é endêmico, não há muitos casos de
SK. Isto leva a crer que existam fatores presentes no hospedeiro
e/ou parasita que podem estar associados ao risco de
desenvolver doença relacionada ao HHV-811.

Até o presente, não existe um consenso de qual o
melhor método sorológico para o diagnóstico de infecção por
HHV-8, porém devido ao alto custo dos “kits” disponíveis no
mercado, as técnicas “in house” continuam sendo as mais
utilizadas em levantamentos epidemiológicos12-14. A Seção de
Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de São Paulo, introduziu
no ano de 2001, a técnica de IFI-LANA e IFI-Lítico15 e com
ela realizou uma série de estudos com populações de diferentes
categorias de risco para adquirir esta virose. Foram analisados
soros de indivíduos sadios e infectados pelo HIV/AIDS16,
pacientes com SK/AIDS17, profissionais sadios da área da
saúde17, indivíduos com deficiência física e mental17, mulheres
portadores do HIV/AIDS18, crianças nascidas de mães HIV-
soropositivas19, crianças hospitalizadas para tratamento
eletivo20, populações indígenas21, pacientes em diálise22 e,
finalmente, profissionais do sexo feminino23.

Mais recentemente, com vistas a auxiliar países africanos
com poucos recursos financeiros e que têm o SK na sua forma
endêmica e epidêmica foi idealizado um estudo para verificar a
possibilidade de utilizar sangue colhido em papel de filtro para
a detecção de anticorpos anti-HHV-8. As vantagens deste
procedimento são: facilidade de coleta, armazenamento,
transporte, baixo custo e menor desconforto e risco para o
paciente. Com base na Portaria do Ministério da Ciência e
Tecnologia (MCT No 523) de 16/08/2005 que prevê apoio
financeiro para intercâmbio técnico-científico entre Brasil e
países africanos de língua portuguesa, foi encaminhado ao CNPq
e aprovada a Missão Exploratória ProÁfrica, que visa detectar a
real magnitude da infecção por HHV-8 em Moçambique. A etapa
preliminar desta pesquisa é verificar a viabilidade da coleta de
sangue em papel de filtro, objeto deste estudo.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados os ensaios de imunofluorescência
indireta (IFI) LANA e IFI-Lítico para a pesquisa de anticorpos
IgG anti-HHV-8 em amostras de sangue colhidas em papel de
filtro (membrana Schleicher Schuell BioScience Inc., USA)
de 28 pacientes com SK/AIDS do Instituto de Infectologia
Emílio Ribas e 10 amostras de sangue de indivíduos
aparentemente sadios, sem SK, colhidas no ano de 1999 e
armazenadas a –70 ºC. Soros dos mesmos indivíduos foram
usados anteriormente na padronização da IFI-LANA e IFI-
Lítico15 e os resultados obtidos comparados aos atuais. Células
da linhagem BCBL-1 latentemente infectadas pelo HHV-8 e,
as mesmas células estimuladas com éster de forbol, foram
usadas para a detecção dos anticorpos LANA e Lítico,
respectivamente. As reações e os critérios de positividade
seguiram os previamente estabelecidos na Seção de Imunologia
do Instituto Adolfo Lutz, sendo considerados positivos na IFI-
LANA os soros que a partir da diluição 1:50 apresentaram
fluorescência verde maçã com padrão nuclear pontilhado em
mais de 90% das células BCBL-1, e na IFI-Lítico, fluorescência
intensa de membrana (nuclear e externa) e difusa em toda a
célula, em aproximadamente 5% das células BCBL-1
estimuladas com éster de forbol15,17.

Para a pesquisa atual, círculos de 6 mm de diâmetro
contendo 10µL de sangue, ou seja 5µL  de soro, foram
recortados do papel e eluídos em 200µL de PBS 0,01M, pH
7,2, por 16 horas a 4°C. Posteriormente, foi adicionado 50µL
de PBS contendo leite desnatado a 5% (diluição final 1:50 em
PBS leite 1%) e feita a diluição seriada na razão 2 para titulação
dos anticorpos. Todos os casos foram inicialmente testados para
as diluições 1:50, 1:100 e 1:200. Foi utilizado como conjugado
anti-IgG humana marcada com fluoresceína diluído em azul
de Evans-leite 1%. Quatro profissionais treinados, dois dos
quais não estavam envolvidos no estudo anterior, realizaram a
leitura das lâminas.

A utilização dos soros desta casuística para a
padronização da sorologia para HHV-8 na Seção de Imunologia
do IAL foi aprovada pelos Comitês de Ética em Pesquisa das
Instituições envolvidas, incluindo a coleta de sangue em papel
de filtro (CTC # 35/1999).

RESULTADOS

Durante o processo de padronização das técnicas de IFI-
LANA e IFI-Lítico para pesquisa de anticorpos anti-HHV-8
nos anos de 1999-2000, foi verificado que o uso de leite
desnatado a 1% bloqueava sítios inespecíficos de anticorpos e,
assim, o leite foi usado nas várias etapas de reação, também
para eluatos de papel de filtro.

Os resultados obtidos com eluatos tanto do grupo de
pacientes com SK/AIDS como do grupo sadio mostraram
fluorescência verde-amarelada na maioria das células BCBL-
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1 nas diluições 1:50 e 1:100. Isto dificultou a leitura
principalmente da IFI-Lítico, mas não interferiu na IFI-LANA,
cujo padrão pontilhado no núcleo coexistiu com a fluorescência
de membrana (Figura 1, Painel A e B, respectivamente). À
medida que se seguiram as diluições, houve desaparecimento
da inespecificidade e a leitura prosseguiu normalmente (Figura
1, Painel D e E). Para os casos negativos e do grupo sadio,
houve apenas padrão amarelado que desapareceu com a diluição
do soro (Figura 1, Painel C e F).

Houve concordância de resultados positivos e negativos
nos dois grupos analisados com diferenças nos títulos de
anticorpos em oito casos de SK/AIDS: seis com diferença de
um título (Pt. 10, 14, 28, 31, 34 e 39), um com diferença de
dois títulos (Pt. 32) e um com diferença de três títulos (Pt. 38).
Na maioria dos casos os títulos mais altos foram obtidos com
eluato de sangue (Tabela 1).

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Nos últimos anos, vários inquéritos soroepidemiológicos
principalmente de doenças parasitárias têm sido realizados usando
sangue colhido em papel de filtro. Este material tem se mostrado
útil para ser empregado em reações de aglutinação,
imunoenzimáticas (ELISA), de imunodifusão (ID) e IFI. Um
estudo comparativo usando soro e eluato de sangue para pesquisa
de anticorpos anti-Toxoplasma gondii mostrou que o eluato
poderia ser usado na pesquisa de toxoplasmose congênita,

reduzindo assim a necessidade de punção sangüínea em crianças
e possibilitando o uso de material estocado em papel de filtro24.
Já no Programa de Controle do Calazar no Brasil, a Fundação
Nacional de Saúde adotou o uso da coleta de sangue em papel
para o controle da leishmaniose visceral canina, com vistas a
introduzir um programa de eliminação de cães sororeativos. Nele
foi feito um estudo comparativo entre soro e eluato, usando as
técnicas de IFI e ELISA. Os resultados obtidos provaram ser o
eluato de sangue útil para inquéritos soroepidemiológicos25. Na
Nicarágua, um estudo em região endêmica de doença de Chagas
mostrou que o uso de sangue colhido em papel de filtro poderia
substituir o soro nas reações de ELISA e IFI, resultando em
sensibilidade de 100% e especificidade de 90% para a pesquisa
de anticorpos específicos26. A mesma estratégia para pesquisa
de anticorpos anti-Plasmodium falciparum foi adotada para
controle de malária na Amazônia brasileira27 e na Índia28.
Recentemente, foi proposto pelo CDC de Atlanta nos EUA, um
protocolo de extração de anticorpos de amostras de sangue

Figura 1. Amostras representativas do padrão de fluorescência
obtido com as reações de IFI-LANA e IFI-Lítico, usando eluato
de sangue colhido em papel de filtro de casos de SK/AIDS.
Painel A e C (soro-reagente e não-reagente na IFI-LANA,
diluição 1:50, aumento x400), Painel B (soro-reagente na IFI-
Lítico, diluição 1:50, aumento x200). Painel D, E e F (mesmos
soros na diluição 1:400).

Tabela 1. Resultados obtidos com a sorologia para HHV-8
usando soro e eluato de sangue colhido em papel de filtro de
28 pacientes com SK/AIDS.

PACIENTE
No

2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
16
17
18
23
26
28
31
32
34
35
37
38
39
48
50

IFI-LANA*

25.600
25.600
1.600
200
100
200

-
200

-
200
800
200
200
400

-
1600

-
-

800
25.600

100
1.600
6.400

-
1.600
25.600

-
-

IFI-LÍTICO*

3.200
3.200
800
800
100
800

-
6.400

50
800

3.200
-

50
400
50

25.600
3200

-
800

3.200
400
200

1.600
-

1.600
3.200

-
-

IFI-LANA*

25.600
25.600
1.600
200
100
200

-
200

-
200
800
200
100
400

-
1600

-
-

1.600
51.200

400
1.600
6.400

-
3.200
25.600

-
-

IFI-LÍTICO*

3.200
3.200
800
800
100
800

-
6.400

-
800

3.200
-

100
400
50

25.600
3.200

-
1.600
6.400
800
400

1.600
-

200
1.600

-
-

ELUATO DE SANGUESORO

* Título de anticorpos (recíproca da maior diluição do soro com resultado
reagente).
- (soro não reagente)
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colhidas em papel, para serem utilizadas na sorologia para
sarampo/rubéola pela Organização Mundial da Saúde, em
situações de surtos29.

Até o presente, não foram encontrados relatos de sorologia
para HHV-8 usando sangue colhido em papel de filtro. O presente
estudo mostra que esta prática pode ser adotada para pesquisa
de anticorpos na IFI-LANA e IFI-Lítico e que os resultados
obtidos são concordantes, embora com algumas diferenças no
título de anticorpos. Estas diferenças podem estar relacionadas
ao lote de células e lâminas empregadas na reação, à forma de
armazenamento do soro/sangue e, finalmente, ao critério de
leitura dos técnicos envolvidos na análise. Curiosamente, em
alguns casos, o título de anticorpos detectado em material colhido
em papel de filtro foi superior ao encontrado no soro. Isto pode
ser devido ao processo de congelamento/descongelamento que
os soros sofreram durante as várias etapas de padronização da
IFI-LANA e IFI-Lítico, bem como na avaliação de kits comerciais
de ELISA e IFI, realizados em anos anteriores17, fato que não
ocorreu com o sangue colhido em papel de filtro.

Embora mais estudos sejam necessários para a validação
do método, a facilidade de coleta, armazenamento, transporte,
baixo custo e menor desconforto ao paciente permite a utilização
desta metodologia em inquéritos epidemiológicos de infecção
por HHV-8 e na Missão Exploratória ProÁfrica onde são
parceiros o Instituto Adolfo Lutz de São Paulo, o Centro de
Referência e Treinamento em AIDS de São Paulo e a
Universidade Eduardo Mondlaine de Maputo, Moçambique.
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ABSTRACT
Leishmaniasis is a severe protozoan parasite disease, causing clinical symptoms from a single cutaneous
ulceration to a progressive and fatal disease. The treatment is based on toxic chemotherapeutic compounds,
being pentavalent antimonials the first line drugs. Natural products from Brazilian fauna, especially
animal venoms and cutaneous secretions, are a rich source of novel chemical molecules which could be
used as drug prototypes for the development of new therapeutics. This study describes for the first time
the effective antileishmanial activity of crude cutaneous secretion from the giant African snail, Achatina
fulica, and its mammalian cells citotoxicity and also its potential mode of action against Leishmania
promastigotes. The crude secretion showed an 50% Effective Concentration (EC

50
) of 98.37 µg/mL

against L.(L.) chagasi promastigotes. By means of enzymatic assays, a L-amino acid oxidase (L-AAO)
activity was detected in crude secretion, and the hydrogen peroxide produced by this enzyme revealed
to be one of the compounds responsible for the antileishmanial effect. The use of catalase for H

2
O

2

scavenging in Leishmania cultures incubated with crude secretion abolished 54% of parasite death.
Despite a moderate toxicity of the snail cutaneous secretion on LLC-MK2 mammalian cells (EC

50
 of

83.25 µg/mL), these promising data provided the valuable information for further chromatographic
isolation of novels antiparasitics, which could be a useful tool for the development of new drugs against
Leishmaniasis.
Key words. venoms, secretions, Leishmania, Achatina, drugs, L-amino acid oxidase.

RESUMO
A Leishmaniose é uma doença parasitária grave que causa desde uma única ulceração cutânea até uma
doença progressiva e fatal. O tratamento é baseado em agentes quimioterápicos tóxicos, sendo indicados
como fármacos de primeira escolha os antimoniais pentavalentes. Os produtos naturais derivados da fauna
brasileira, especialmente venenos e secreções cutâneas de anfíbios, são fontes ricas de novas moléculas
químicas, as quais podem ser utilizadas como protótipos farmacêuticos no desenvolvimento de novos
fármacos. No presente trabalho, é feita a descrição inédita sobre a efetiva atividade anti-Leishmania da
secreção cutânea do caramujo gigante Africano, Achatina fulica, bem como a sua citotoxicidade em células
de mamíferos e seu possível mecanismo de ação contra os promastigotas. A secreção bruta apresentou
Concentração Efetiva 50% de 98,37 µg/mL contra promastigotas de L.(L.) chagasi. Por meio de ensaios
enzimáticos, foi detectada a atividade L-aminoácido oxidase (L-AAO) na secreção bruta, e também foi
demonstrado que o H

2
O

2
 gerado por esta enzima é um dos compostos responsáveis pelo efeito anti-

Leishmania. O uso de catalase, para eliminar a ação do H
2
O

2
 nas culturas de Leishmania, causou a diminuição

de 54% na morte dos parasitos. Apesar da ocorrência de citotoxicidade moderada da secreção bruta contra
as células LLC-MK2 (CE

50
 de 83,25 µg/mL), estes são dados promissores que possibilitam isolamentos

cromatográficos futuros de novos antiparasitários, os quais poderão servir como valiosas ferramentas no
desenvolvimento de fármacos contra a Leishmaniose.
Palavras-chave. venenos, secreções, Leishmania, Achatina, drogas, L-aminoácido oxidase.
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INTRODUCTION

The African giant snail (Achatina fulica, Ferussac), is
one of the largest land snail species in the world, now found
abundantly in tropical and subtropical regions1. In Brazil, the
snail was supposed to be used for human consumption as
“escargot”. Its dispersal from the artificial breeding has
widespread the risk of human contamination by
Angiostrongylus cantonensis, a common nematode parasite
found in this snail2. The cutaneous secretions of many animals,
especially amphibians, have been representing an important
source of antiparasitic and antifungal compounds3. A. fulica
presents an abundant cutaneous secretion that recently has
been demonstrating significant therapeutic potential, with
biological activities related to antibacterial4,5 and
antiangiogenic activity in tumor cells6. Leishmaniasis is a
complex disease where the protozoan parasite spread by a
sandfly insect vector, can cause from a single cutaneous
ulceration to a progressive and fatal disease. The disease is a
significant health problem in many parts of the world resulting
in an estimated of 12 million cases7. The treatment is based
on toxic chemotherapeutics, which is difficulty to administer,
expensive and becoming ineffective due to the emergence of
drug resistance8. Despite the increased number of cases, no
considerable effort has been made for new drug development.
The lack of efficient and less toxic drugs against Leishmaniasis
and the mainstay of Gaspar Vianna´s antimonial for clinical
therapy for almost one century show the imperative necessity
of new lead compounds9. In this work, we have described the
potential antileishmanial activity of the crude cutaneous
secretion of A. fulica against promastigotes, studied the in
vitro mammalian cytotoxicity and its possible mode of action.

MATERIAL AND METHODS

Materials
M-199 and RPMI-PR− 1640 medium (without phenol

red) were purchased from Sigma. Pentavalent antimony
(Aventis-Pharma) and pentamidine (Eurofarma) were used as
the standard drugs. Sodium dodecyl sulphate (SDS) was
purchased from Merck, 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (Thiazol blue; MTT) was
purchased from Sigma.

Animals
Animals were supplied by the Animal Breeding

Facility at Instituto Adolfo Lutz de São Paulo. They were
maintained in steril ized cages under a controlled
environment, receiving water and food ad libitum. Animal
procedures were performed under the approval of the
Research Ethics Commission, according to the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals from the National
Academy of Sciences (http://www.nap.edu). A. fulica

cutaneous secretion was obtained from Dr. Sylvio Rocco at
Instituto Adolfo Lutz through slightly mechanical compression
of 1 animal in distillated water. The secretion was immediately
kept at -20°C and lyophilized. The mass of the dried secretion
was weighted, diluted in Phosphate Buffered-Saline and
sterilized through 0.22 µm membranes (Millipore).

Parasites
L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD) was maintained

in golden hamsters. Promastigotes were maintained in M-199
medium supplemented with 10% calf serum, 2% male human
urine and 0.25% hemin at 24°C.

Determination of the 50% Effective Concentration (EC
50

)
The antileishmanial activity against promastigotes was

determined using 96-well microplates, with pentamidine as the
standard drug. Briefly, promastigotes were counted in a
Neubauer haemocytometer and seeded at 1 x 106/well in 96-
well microplates. The A. fulica secretion was incubated in a
range concentration of 500 to 0.1 µg/mL for 48 h at 24°C.
Parasite viability was determined using the MTT assay at 570
nm10. The antileishmanial activity against intracellular
amastigotes was determined with infected macrophages, using
pentavalent antimony as the standard drug. Macrophages were
obtained from the peritoneal cavity of BALB/c mice and added
to 24-well plate at 4x105/well. The parasite burden was defined
as the number amastigotes/macrophage out of 500 cells. Each
assay was determined in duplicate and at least in 2 independent
assays11. The EC

50
 values were determined using a sigmoid dose-

response analysis at Graph Pad Prism 3.0, considering the 95%
Confidence Intervals. Data represents the mean (± S.D.) of
duplicate samples from two independent assays.

Cytotoxicity Assay
LLC-MK2 (ATCC –Rhesus Monkey Kidney Epithelial

Cells) cells were kept in RPMI-PR- 1640 medium, seeded at
4x104/well in 96-well microplates and incubated at 37°C for
48 hours in the presence of A. fulica secretion in a 5% CO

2

humidified incubator. The viability of the cells was determined
with the MTT10. Data represents the mean (± S.D.) of duplicate
samples from two independent assays.

L-amino acid oxidase (L-AAO) activity
Crude secretion of A. fulica (100 µg/mL) was assayed

for L-AAO activity using a colorimetric assay in a 96-well
microplate. The assay was derived by an adaptation of a reported
peroxidase test12. The reaction mixture contains 100 mM Tris/
HCl, pH 8.5, 3 mM L-leucine as substrate, horseradish
peroxidase (10 IU/mL) and o-phenylenediamine (OPD), (0.1
mg/mL). Samples were incubated for 1 hour at 25oC, and Optical
Density (O.D.) was determined at 414 nm at 10 minutes intervals
on a microplate reader for kinetics. Hydrogen peroxide
standards were used and the linear regression data calculated
with the Graph Pad Prism 3.0 software. L-AAO activity was
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expressed as nmoles H
2
O

2
/mL. Data represents the mean

(± S.D.) of duplicate samples from two independent assays.

Characterization of L-AAO action on promastigotes
Promastigotes of L. (L.) chagasi (1 x 106/well) were

incubated with A. fulica secretion (100µg/mL) and catalase
(300µg/mL) in a final volume of 150µL/well for 24 h at 24oC in
a 96-well microplate assay, in order to abolish the action of
H

2
O

2
13. Control groups without A. fulica secretion, with or

without catalase were also tested. The viability of L. (L.) chagasi
was determined by the MTT assay10. Data represents the mean
(± S.D.) of duplicate samples from two independent assays.

Leishmania Permeability Assay
Pore formation in L. (L.) chagasi promastigote

membrane was studied in the presence of A. fulica secretion
through the ethidium bromide assay14. The A. fulica secretion
was incubated at 100 µg/mL with promastigotes (1 x 106/well)
in the presence of ethidium bromide (25 µg/mL) in 96-well
microplates for different times (0 to 120 min) at 24°C. In each
time a sample was added to glass coverslips and observed in a
fluorescence microscopy. Each image was saved as TIFF file.
Amphotericin B was incubated with parasites at the same
conditions and used as internal control.

RESULTS AND DISCUSSION

Antileishmanial Activity and Cytotoxicity Studies:
Determination of the 50% Effective Concentration (EC

50
)

The crude secretion of A. fulica showed an 50% Effective
Concentration (EC

50
) of 98.37 µg/mL (95% Confidence

Interval= 81.62- 118.6 µg/mL) against L. (L.) chagasi
promastigotes, showing 100% of killing activity at the highest
dose (Figure 1). In order to evaluate the activity against the
intracellular form of the parasite, Leishmania-infected
macrophages (intracellular amastigotes) were incubated with
the test A. fulica secretion at different concentrations. No
detectable antileishmanial activity could be observed at the
highest concentrations, as macrophage damage was clearly seen.
Future isolation of the active compound in the A. fulica secretion
by chromatographic techniques could eliminate the mammalian
cytotoxic fraction and further activity against Leishmania-
infected macrophages could be properly evaluated. Although
antibacterial activity of A. fulica secretion has been
described4,5,15, neither antileishmanial nor any other antiparasitic
activity was described. Kubota and co-workers15, isolated the
antibacterial factor of the A. fulica secretion. The glycoprotein
presented a molecular weight of 160 kDa, being composed of
two subunits of 70 – 80 kDa. Ehara and co-workers5 have
sequentially isolated and characterized the antibacterial
compound. They named it Achacin, an antibacterial glycoprotein
with L-amino acid oxidase (L-AAO) activity, which generates
cytotoxic hydrogen peroxide.

We have also studied the cytotoxicity of the crude
secretion against mammalian cells through the in vitro
incubation with LLC-MK2 cells. The crude mucus showed a
moderate citotoxicity, with an EC

50
 of 83.25 µg/mL (95%

Confidence Interval= 63.70 - 108.8 µg/mL) as determined by
oxidative mitochondrial function by MTT (Figure 2).

Figure 1. Determination of the 50% Effective Concentration
(EC

50
) of A. fulica secretion against L. (L.) chagasi

promastigotes. The viability of parasites was determined
through the oxidative mitochondrial function by MTT at 570
nm. Pentamidine was used as standard drug. Sigmoid dose-
response curve was analyzed in Graph Pad Prism 3.0 software.
Data represents the mean (± S.D.) of duplicate samples from
two independent assays.

Figure 2. Cytotoxicity studies of A. fulica secretion against
LLC-MK2 cells. Pentamidine was used as standard drug. The
viability of mammalian cells was determined through the
oxidative mitochondrial function by MTT at 570 nm. Sigmoid
dose-response curve was analyzed in Graph Pad Prism 3.0
software. Data represents the mean (± S.D.) of duplicate
samples from two independent assays.
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Biochemical Characterization of Crude Secretion: L-AAO
Activity

Through enzymatic assays, we have found L-amino acid
oxidase (L-AAO) activity in the crude secretion of A. fulica.
The kinetic parameters showed that the enzyme produced 0.104
nmoles/min/mL of H

2
O

2
 (Figure 3). The venom of the snake

Bothrops moojeni was used as standard and produced 0.451
nmoles/min/mL of H

2
O

2
. Our data about the presence of L-

AAO activity in A. fulica secretion corroborates those observed
elsewhere5.

We have also studied the effect of the crude secretion
on the membrane of L. (L.) chagasi promastigotes through the
permeability assay using ethidium bromide14. The fluorescent
microscopy images (data not shown) suggest that the killing
activity of A. fulica secretion on Leishmania (L.) chagasi might
be other than pore-forming activity in the parasite membrane,
as no fluorescence marker was found in the intracellular
environment of promastigotes. Amphotericin B was used as a
standard drug, since its pore-forming activity in Leishmania
sp. membrane has been described14 (data not shown). Further
assays would evaluate other possible intracellular targets of
A. fulica secretion in Leishmania promastigotes, by using
transmission electron  microscopy.

CONCLUSIONS

This is the first paper which describes the effective
antileishmanial activity of the Giant African snail, A. fulica,
and also demonstrates that other compounds than the high
molecular weight enzyme L-AAO might be involved in the
killing effect. This valuable information, if adequately studied,
could be a useful tool for chromatographic isolation of active
compounds. These results could lead in the development of
new drug prototypes which could be used as novel and less
toxic chemotherapeutics for neglected diseases as
Leishmaniasis.
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Figure 3. L-amino acid oxidase (L-AAO) activity of A. fulica
secretion. Samples were incubated for 1 hour at 25oC with the
reagents described in material and methods, and Optical Density
(O.D.) was determined at 414 nm at 10 minutes intervals on a
microplate reader for kinetics. Hydrogen peroxide standards
were used and the linear regression data calculated with the
Graph Pad Prism 3.0 software. Bothrops moojeni venom was
used as positive control for H

2
O

2
 production. Data represents

the mean (± S.D.) of duplicate samples from two independent
assays.

Leishmania and A. fulica Secretion: Possible Mode of Action
on Promastigotes

The incubation of L. (L.) chagasi promastigotes with A.
fulica secretion using catalase for H

2
O

2
 scavenging, abolished

54% of parasite death (Figure 4). L-amino acid oxidases (L-
AAO) catalyzes the oxidative deamination of L-amino acids to
produce the corresponding α-keto-acid, hydrogen peroxide and
ammonia16,17. Tempone and co-workers13 have previously
demonstrated that Leishmania sp. is not affected by the α-keto-
acid and ammonia produced by L-AAO. Consequently, our data
suggest that other compounds than L-AAO presented in the
crude secretion of A. fulica might be involved in the
antileishmanial activity, corresponding to the 46% of the killing
activity when incubated with catalase. The presence of other
compounds like peptides and proteins might be associated to
the antiparasitic effect.
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RESUMO
Muitos fungos patogênicos apresentam morfologias diferentes nas formas parasíticas e saprofíticas. Essas
leveduras podem apresentar morfologias diversas como hifas curtas e aberrantes, formas gigantes em pus
fresco, abscesso cerebral, cortes histológicos e presença de cápsula espessa geralmente no sorotipo B em
tecidos. No presente relato é descrito o caso de um homem de 39 anos de idade, solteiro e HIV positivo,
com os seguintes sintomas clínicos: candidíase oral, tuberculose pulmonar, insuficiência cardíaca, meningite
por Corynebacterium sp e neurocriptococose por C. neoformans var. neoformans. O paciente foi tratado
com anfotericina B durante 45 dias, com dose total de 1960mg. Foram observadas e isoladas do líquido
cefalorraquidiano (LCR) células atípicas de C. neoformans de diferentes tamanhos e formas de
blastoconídios. O exame direto do LCR em tinta da China apresentou células ovóides, ramificadas, com
pseudo-hifas envolvidas por uma fina cápsula. A variedade foi identificada como C. neoformans var.
neoformans. O teste de suscetibilidade aos antifúngicos realizados segundo a técnica de EUCAST indicou
que a cepa isolada era sensível a: anfotericina B (Concentração Inibitória Mínima - MIC = 0,12µg/mL),
Fluconazol (2µg/mL) e itraconazol (0,06µg/mL). Os relatos anteriores sobre leveduras atípicas descrevem
a ocorrência de blastoconídios múltiplos e irregulares em materiais biológicos humanos.
Palavras-chave. células atípicas, Cryptococcus neoformans, morfologia.

ABSTRACT
Most pathogenic fungi show dual morphology features in their saprophytic and parasitic stage.
Occasionally, yeast cells produce short and aberrant hyphae, or large cells which can be seen on granulomas
histological analysis, and otherwise as giant forms in fresh pus from abscesses, or also as highly
encapsulated - serotype B in tissue specimens. The present study reports a HIV positive 39 years old
single male patient, who presented oral candidiasis, pulmonary tuberculosis, cardiac insufficiency,
Corynebacterium sp meningitis, and neurocryptococcosis due to C. neoformans var. neoformans. The
patient was treated with amphotericin B for 45 days, who received approximately a total of 1,960 mg of
drug. Atypical C. neoformans cells in diverse sizes and blastoconidia forms were isolated from
cerebrospinal fluid (CSF). CSF stained with a China ink preparation revealed the presence of ovoid,
branched, and pseudohyphae forms surrounded by a thick capsule. The isolate variety was identified as
C. neoformans var. neoformans. Antifungal susceptibility testing performed by means of EUCAST5

technique indicated that the strain was sensitive to amphotericin B (MIC = 0.12µg/mL), fluconazole
(2µg/mL), and itraconazole (0.06 µg/mL). The previous reports on atypical yeast cells form described
the occurrence of multiple and irregular blastoconidia in human clinical samples.
Key words. atypical cells, Cryptococcus neoformans, morphology.
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INTRODUCTION

It is well established that pathogenic organism grown in a
parasitic state are different in many aspects from those grown on
culture media1. Most pathogenic fungi show dual aspects of the
morphology of fungi in their saprophytic and parasitic state2. Giant
forms of C. albicans3, 4 and C. neoformans have occasionally been
observed in vivo. A C. neoformans yeast cell has an average
diameter of 8-10µm. The yeast cell is surrounded by a
polysaccharide capsule of various thicknesses. Occasionally, yeast
cells have been reported to produce short aberrant hyphae5 large
cells may be seen histologically in C. neoformans granulomas8

giant form in fresh pus6, large cells isolated from cerebral abscess7

and highly encapsulated C. neoformans serotype B from tissue4,8.

CASE RELATE

This case relate a single man, admitted at the Instituto de
Infectologia Emílio Ribas, São Paulo-Brazil, 39 years-old, positive
HIV, presented oral candidosis, pulmonary tuberculosis, cardiac
insufficiency, Corinebacterium meningitis and neurocryptococcosis
to C. neoformans var. neoformans. The patient was treated with
amphotericin B for 45 days, total doses 1960mg.

Pleomorphic C. neoformans cells were isolated from CSF,
and an China ink preparation from Central Nervous System
(CNS) revealed different sizes and pseudohyphae forms (Figures
1A and 1B), blastoconidia, ovoid, branched and pseudohyphae
forms surrounded by a thick capsule (Figure 2A, 2B and 2C).

1A

1B

Figures 1A and 1B. Pleomorphic C. neoformans with different
sizes and pseudohyphae forms isolate from CSF of Central Nervous
System of a man, positive HIV and ink China preparation.

Figures 2A, 2B and 2C. Pleomorphic C. neoformans with
blastoconidia, ovoid, branched and pseudohyphae forms
isolate from CSF of Central Nervous System of a man,
positive HIV and ink China preparation.

2A

2B

2C

The CNS samples were cultured in Niger agar.
Brown pigmentation and mucoid colonies were found on
all media. The culture samples were also tested by the API
20C AUX (Biomerieux) which revealed an assimilation
pattern of C. neoformans. Urease activity was observed on
the Christensen’s urea agar. A subculture of the isolate was
tested for varieties on the CGB agar medium9. The variety
of the isolate was neoformans.

The antifungal susceptibility testing performed by
EUCAST, Cuenca-Estrella10 method indicated a sensible
strain to  amphotericin B (Minimal  Inhibi tory
Concentration: MIC= 0.12µg/mL), fluconazole (2µg/mL)
and itraconazole (0.06µg/mL).



80

Paschoal RC et al. Células atípicas de Cryptococcus neoformans var. neoformans observadas em líquido cefalorraquidiano.
Rev Inst  Adolfo Lutz, 66(1):78-80, 2007.

DISCUSSION

The origin of atypical C. neoformans in our patient
is unknown. Sometimes HIV patient present atypical yeast
like cells and filaments. The purpose of this paper is
to alert the mycologist for the importance of the China
ink preparation to demonstrate capsule and showing
diversity of morphology of C. neoformans presented in
immunocompromised patients.
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RESUMO
Cryptococcus neoformans é uma levedura capsulada que apresenta tropismo pelo sistema nervoso central
causando meningoencefalite. É a micose mais freqüente em pacientes com AIDS, e é responsável pela
alta morbidade e mortalidade. Há duas variedades: var. neoformans e var. gattii. C. neoformans var.
neoformans está distribuído mundialmente e é comumente encontrado em fezes de aves, principalmente
de pombo. C. neoformans var. gattii está geograficamente limitado a regiões tropicais e subtropicais e
está associado a algumas espécies de árvores, principalmente, Eucalyptus sp. A proposta desse estudo
foi de avaliar a prevalência das variedades de Cryptococcus neoformans isoladas de 452 amostras de
líquido cefalorraquiano (LCR) provenientes de 183 pacientes com AIDS, internados no Instituto de
Infectologia Emílio Ribas – São Paulo-SP, de 1996 a 1999, utilizando meio canavanina-glicina-azul de
bromotimol (CGB). Do total 452 amostras, em 446 (98,7%) foram detectados C. neoformans var.
neoformans e C. neoformans var. gattii  em 6 (1,3 %) amostras.
Palavras-chave. Cryptococcus neoformans, variedades de Cryptococcus neoformans, Líquido
Cefalorraquiano, AIDS.

ABSTRACT
Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast that presents tropism for central nervous system, and
causes meningoencephalitis. Cryptococcosis is the most frequent mycosis in patients with AIDS, and it
is the cause of high morbidity and mortality. C. neoformans presents two varieties var. neoformans and
var. gattii. Cryptococcus neoformans var. neoformans has been world-wide isolated from avian feces,
especially pigeon excreta. C. neoformans var. gattii is geographically restricted to tropical and subtropical
regions, and it is associated with some trees species, mainly Eucalyptus sp. The proposal of this study
was to evaluate the prevalence of Cryptococcus neoformans varieties isolated from 452 cerebrospinal
fluid (CSF) samples from 183 patients with AIDS referred to the Instituto de Infectologia Emilio Ribas
- Sao Paulo-SP, from 1996 to 1999. CSF samples were cultured on canavanine-glycine-bromothymol
blue medium. Of 452 samples, C. neoformans var. neoformans was isolated in 446 (98.7%), and C.
neoformans var. gattii. in 6 (1.3%) samples.
Key words. Cryptococcus neoformans, cerebrospinal fluid, varieties Cryptococcus neoformans, AIDS.
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INTRODUCTION

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast that
presents tropism for the central nervous system and causes
meningoencephalitis1. Two varieties and five serotypes of
Cryptococcus neoformans are recognized: var. neoformans
(serotypes A, D, AD) and var. gattii (serotypes B e C)2,3. The
two varieties of C. neoformans were differentiating by using
the canavanine-glycine-bromthymol blue agar (CGB) medium4

and the serotypes are characterize by slide agglutination tests5,6.
In 1999, a third variety, C. neoformans var. grubii, was

proposed for C. neoformans var. neoformans serotype A7.
Cryptococcus neoformans var. neoformans has been

isolated worldwide from avian droppings, especially pigeon
excreta and soil enriched with this avian excreta8,9,10,11. The C.
neoformans var. gattii is geographically restricted to mainly
tropical and subtropical regions. The first isolation of this
variety (gattii) was made in Australia were the investigators
established its specific ecological association with Eucalyptus
camaldulensis12. In this country, the molecular studies indicated
that exist epidemiological association between mammalian
disease and exposure13. To date the var. gattii has been isolated
from native trees in the Brazil (Moquilea tomentosa, Cassia
grandis, Guettarda acreana) and in Colombia (Terminala
catappa)14,15,16,17.

In Brazil, 4.7% of acquired immunedeficiency syndrome
(AIDS) related infections are caused by C. neoformans var.
neoformans18. Since then the HAART, after toxoplasmosis,
cryptococcosis is the most prevalent neurological disease in
AIDS patient and a frequent AIDS-defining condition19,20.

C. neoformans var. gattii rarely is the agent of
cryptococcosis in AIDS patient, even in areas where the
infection by this variety occurs endemically, is associated with
immunosuppresed patient1,9,21. In the city of São Paulo both C.
neoformans var. neoformans and C. neoformans var. gattii were
presents in urban environment at sites where large numbers of
people normally gather22.

Some studies carried through in the states of Rio de
Janeiro and São Paulo had shown that the majority of the
patients were infected by the C. neoformans var. neoformans
(serotype A and D) and, a minority was infected by C.
neoformans var. gattii (serotype B)21,23-30.

The purpose of this study was to verify the prevalence of
C. neoformans varieties in AIDS patients during a period of time
in an Infectology Hospital in the city of São Paulo and knowledge
more about the epidemiology of this pathogen in our city.

MATERIALS AND METHODS

We retrospectively analyzed 452 C. neoformans isolated
of cerebrospinal fluid (CSF) samples from 183 patients with
AIDS admitted at the Instituto de Infectologia Emilio Ribas, in
São Paulo city, during 1996 to 1999.

The laboratory diagnosis of cryptococcal infection was
based on positive India ink preparation and/or positive culture
of CSF in Sabouraud dextrose agar.

The identification of the colonies of yeasts was based
on cellular micro morphology and by API 20C AUX
(BioMerieux, France), a commercial kit.

The identification was confirmed by standard
physiological and biochemical methods that included thermo
tolerance at 37ºC, urease and phenoloxidase activity and
assimilation tests31.

The varieties of C. neoformans were determined by using
the canavanine-glycine-bromothymol blue (CGB) medium. The
growth and the change of color of the medium identified the
variety gattii2,4-31.

RESULTS

The results shown that 446 CSF samples (98.7%) from
177 AIDS patients were C. neoformans var. neoformans and 6
CSF samples (1.3%) were C. neoformans var. gattii, during
1996 to 1999, at the Instituto de Infectologia Emílio Ribas, in
São Paulo city.

DISCUSSION

Prior to the AIDS epidemic, cryptococcosis occurred
sporadically throughout the world2. Despite the incidence of
cryptococcal infections has increased dramatically as a result
of the AIDS epidemic, other conditions have been associated
with an increased risk for C. neoformans infections like
lymphoproliferative disorders, corticosteroid therapy and organ
transplantation8.

Pigeon excreta are the saprophytic source most
commonly associated with C. neoformans mainly var.
neoformans so the high prevalence of pigeons in urban area
favor the exposure of humans to this variety8.

C. neoformans var. neoformans is the variety
overwhelmingly recovered from patients with AIDS in contrast with
C. neoformans var. gattii infections that are rare in these patients8,21.

Some studies indicated that the majority of infections in
AIDS patients with cryptococcal meningoencephalitis are caused
by C. neoformans var. neoformans and serotype A9,23-30,32. Despite
the serotypes of C. neoformans hasn’t been determined; this study
is in agreement with others in which the variety neoformans was
the more prevalent than var. gattii in AIDS patients.

CONCLUSION

The variety neoformans was the most prevalent in CSF
samples from AIDS patients in Instituto de Infectologia Emílio
Ribas located in São Paulo city, during 1996 to 1999.
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RESUMO
Em unidades de alimentação e nutrição são utilizadas esponjas e detergentes para a lavagem de equipamentos
e utensílios. Contudo, se a higienização não for adequada corre-se o risco de haver contaminação cruzada. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar as condições higiênico-sanitárias de esponjas contendo agentes bactericidas,
empregadas na lavagem dos equipamentos e utensílios das unidades. Analisou-se 48 esponjas, utilizando
técnicas microbiológicas tradicionais e Método rápido, para a determinação de coliformes totais e E.coli,
Staphylococcus aureus, além de bolores e leveduras. Os resultados mostraram que todas as esponjas
apresentavam contaminação por coliformes totais e E. coli, com variação de 105 a >108 UFC (unidades
formadoras de colônias)/ml. Para os demais microrganismos a contaminação variou de 101 a 104 UFC/ml
sendo esta maior no Método rápido que no método tradicional. A contaminação encontrada, neste estudo,
demonstrou condições sanitárias inadequadas das esponjas, devido a falta de higiene dos manipuladores,
restos de alimentos contaminados ou o não seguimento das normas de Boas Práticas de Fabricação pelos
funcionários da Empresa, o que pode levar à um aumento no risco para o consumidor.
Palavras-chave. contaminação cruzada, esponjas, agentes bactericidas, contaminantes, equipamentos
e utensílios.

ABSTRACT
Sponges and detergents are used for cleaning and washing equipments and utensils in industrial restaurant
kitchens. However, if the hygienic action is not adequate there is the risk of having cross contamination. The
aim of this research was to evaluate the sanitary-hygienic conditions of sponges containing bactericide, used
for washing equipments and utensils in industrial restaurant kitchens. It was analyzed 48 sponges using traditional
microbial techniques and rapid methods, for determining total coliforms e E. coli, Staphylococcus aureus,
besides molds and yeasts. The results showed that all the sponges presented contamination by total coliforms
e E. coli, being the variation from 105 to >108 CFU (Colony Formation Unit)/ml. For the other microorganisms
the contamination varied from 101 to 104 CFU/ml being this higher when using rapid methods than traditional
methods. The contamination found in this study demonstrated inadequate sanitary conditions, due to the lack
of hygienic practices of manipulators, left over of contaminated foods or the absence of Good Manufacturing
Practices by the Company employees increase the risk for the consumers.
Key words. cross contamination, sponges, bactericide agents, contaminants, kitchen equipment and utensils.



86

Srebernich SM et al. Avaliação microbiológica de esponjas contendo agentes bactericidas usadas em cozinhas de unidades de alimentação e
nutrição da região de Campinas/SP, Brasil. Rev Inst  Adolfo Lutz, 66(1): 85-88, 2007.

INTRODUÇÃO

Por um longo período, o homem se alimentou somente
com os recursos da natureza. Os indivíduos passaram a plantar,
criar animais e produzir seu próprio alimento, começando,
assim, a surgir os problemas relacionados a doenças
transmitidas pela manipulação. O ser humano tomou
conhecimento da existência de microrganismos e de sua
importância para os alimentos de forma bastante lenta. Sabe-
se, também, que os alimentos se constituem em um excelente
meio de cultura para um grande número de microrganismos,
uma vez que possuem todos os substratos necessários, como
proteínas, hidratos de carbono e sais minerais, para seu
crescimento e proliferação1.

Dentre as exigências do mundo contemporâneo,
encontra-se a necessidade de haver empresas produtoras de
alimentos que ofereçam produto seguro a seus consumidores.
Os Serviços de Alimentação Coletiva (produtores de grande
número de refeições de consumo direto) têm aumentado em
todo o mundo, inclusive no Brasil2. Segundo dados da
Associação Brasileira das Empresas de Refeições Coletivas
(ABERC)3, no Brasil, os Serviços de Alimentação vêm
crescendo cerca de 20% ao ano e estima-se que hoje
aproximadamente 4,7 milhões de refeições são produzidas
diariamente em cozinhas industriais atendendo cerca de 28%
da população economicamente ativa.

Com o crescimento desses serviços, os alimentos ficaram
mais expostos a uma série de oportunidades de contaminação4,
que pode ter origem física (terra, areia, metal, entre outros)
química (agrotóxicos, álcool etc.), biológica (moscas, lesmas,
baratas, roedores, entre outros) e microbiológica (fungos,
bactérias e vírus)5. Dentro de uma Unidade de Alimentação e
Nutrição existem regras e deveres a serem cumpridos, a fim de
que a refeição atenda a qualidade esperada. Contudo, existem
irregularidades, descuidos, desconhecimentos e, até mesmo,
acidentes que podem tornar determinado alimento contaminado.
Por sua vez, Deschamps et al.6 afirma que às Unidades de
Alimentação e Nutrição, associam-se a maioria das doenças
veiculadas por alimentos. Dentre as causas mais comuns estão
a limpeza inadequada de equipamentos e utensílios, a higiene
pessoal deficiente, as contaminações cruzadas e a má utilização
da temperatura no preparo e conservação dos alimentos7.

Por sua vez, durante o processo de limpeza de
equipamentos e utensílios (facas, tábuas de cortar, tigelas,
panelas, cubas, entre outros), as etapas de pré-lavagem e
lavagem são feitas com auxílio de esponjas visando à eliminação
de resíduos dos alimentos. Como conseqüência deste processo,
parte dos resíduos fica aderida à superfície das esponjas e
juntamente com a água, nelas retidas, podem transformá-las
em um ótimo meio de cultura, favorecendo o desenvolvimento
de microrganismos. Deste modo, as esponjas podem servir de
reservatório e veículo de transmissão de microrganismos
patogênicos, o que pode provocar contaminação cruzada dos
alimentos e colocar em risco a saúde do consumidor. Visando

solucionar este problema a indústria fornece atualmente
esponjas já contendo um agente bactericida. Assim, este
trabalho teve por objetivo verificar a eficiência bactericida
dessas esponjas em presença de detergentes convencionais
através de análises microbiológicas.

MATERIAL E MÉTODOS

Seis Unidades de Alimentação e Nutrição participaram
da pesquisa em esquema de rodízio para que houvesse utilização
das esponjas em quatro períodos diferentes, sendo analisadas
48 esponjas.

Para este estudo, em cada período foram utilizadas duas
esponjas de poliuretano e fibra sintética contendo agentes
bactericidas, as quais foram colocadas em sacos plásticos
estéreis e transportadas à temperatura ambiente para as
Unidades de Alimentação e Nutrição (UAN’s). Estas esponjas
(duas por empresa) foram empregadas na lavagem de utensílios,
utilizando detergente convencional por três dias consecutivos.
Os manipuladores foram orientados para que usassem as
esponjas da mesma forma que utilizavam em sua rotina normal
de trabalho.

Após esse período, coletaram-se as esponjas em seus
devidos sacos plásticos estéreis e, em seguida, estes foram
transportados até o laboratório de microbiologia (Campus II,
PUC-Campinas) sob refrigeração, sendo processadas no mesmo
dia (máximo de quatro horas). No laboratório, adicionou-se às
esponjas água salina peptonada esterilizada a 0,1% (na base
de 0,1ml/cm2 de superfície externa da esponja). Posteriormente,
estas foram comprimidas manualmente com o auxílio de uma
bagueta estéril para a retirada do líquido remanescente, o qual
se constituiu na amostra a ser analisada8.

Na análise microbiológica foram realizadas diluições
decimais de 10-1 a 10-8 desse líquido, sendo posteriormente
utilizado para contagem e identificação de coliformes totais
com diferenciação para E. coli, S. aureus, bolores e leveduras
pelo método microbiológico tradicional9, realizando-se testes
bioquímicos, teste de coagulase, provas micromorfológicas e
fisiológicas, respectivamente; e pelo método rápido
PETRIFILM 6410, 6423 e 6407 da 3M do Brasil.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

Apesar de não existirem padrões microbiológicos
(nacionais e internacionais) para esponjas, pode-se afirmar que
ocorreu uma contaminação elevada de coliformes totais e E.
coli independente da Empresa analisada, com contagens que
variaram de 105 a >108 UFC/ml (Tabela 1). Comparando-se
esses resultados com os limites máximos estabelecidos pela
RDC 12 de 200110 para alimentos prontos para consumo, a qual
é até 102 para coliformes a 45°C/g verificou-se que as esponjas
apresentavam para E. coli contaminação bem acima desse valor.
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Em trabalho anterior realizado com esponjas de cozinhas
industriais em dois períodos diferentes e utilizando-se somente a
técnica tradicional, também foi verificada uma contaminação alta
por coliformes totais e fecais11, no entanto, não foi pesquisada E.
coli, a qual além de ser ótimo bio-indicador de higiene de
alimentos, também possui cepas patogênicas que podem causar
desde gastroenterites até síndrome urêmica hemolítica5.

Enriquez et al.8 em pesquisa com esponjas de cozinhas
domésticas de quatro cidades do USA, utilizando técnica de
contagem em meios de cultura tradicionais, encontraram
1,15x105 e 4,46x102 UFC/ml de coliformes totais e fecais,
respectivamente, sendo relativamente mais baixas do que as
encontradas no presente estudo, podendo-se constatar que
ocorre maior contaminação em esponjas de cozinhas de UANs
do que nas domésticas.

Curtis et al.12 avaliaram microbiologicamente amostras
de equipamentos, utensílios, superfícies e ambientes, tendo
como resultado alto índice de contaminação por Escherichia
coli, diagnosticando higienização inadequada, o que pode
aumentar a probabilidade de transmissão de patógenos para os
alimentos. Outra pesquisa, realizada por Gonçalves et al.13 em
equipamentos, utensílios e manipuladores de creches do
Município de Recife-PE, também demonstrou níveis fora dos
padrões permitidos para bactérias de origem fecal.

André et al.14 em estudo realizado em frigoríficos/
matadouros de Goiânia, ressaltaram que 73,1% dos
equipamentos que entraram em contato com a carne bovina,
durante o abate, estavam contaminados por coliformes de acordo
com a seguinte distribuição: 80% das bandejas de aço
inoxidável, 78,6% das mesas e 57,1% das serras. Essas pesquisas
reforçam a probabilidade de ocorrer contaminação das esponjas
utilizadas para a lavagem e higienização dos utensílios e, até
mesmo, de superfícies e ambientes.

Srebernich et al.11 encontraram contaminação por S.
aureus em esponjas de uma cozinha industrial analisada
enquanto que Enriquez et al.8 verificaram que 20% das esponjas

de cozinhas domésticas estavam contaminadas com essa
bactéria. No presente estudo foi encontrada contaminação
elevada (1,0x10 a 8,4x104) por S. aureus nas esponjas
analisadas, observando-se pequena diferença nos resultados,
sendo esta maior quando se utilizou o método PETRIFILM
(nas empresas A, B e C). Entretanto, essa bactéria, não foi
encontrada em duas esponjas da Empresa A (na mesma etapa),
em quatro da B (em duas etapas seguidas) e em duas da C (na
mesma etapa). Comparando-se esses resultados com os limites
máximos estabelecidos pela RDC 12 de 200110 para alimentos
prontos para consumo, a qual é até 103 para estafilococos
coagulase positivo/g, verificou-se que pelo método tradicional
66,7% das esponjas das empresas apresentaram valores de
contaminação acima do permitido, enquanto que para o método
rápido Petrifim todas se apresentaram fora do límite.
estabelecido pela RDC n° 12. Esse microrganismo pode ser
oriundo de cavidade nasal, mãos contaminadas ou feridas etc.,
podendo se atribuir a sua presença aos maus hábitos de higiene
dos funcionários2,5,14.

Segundo dados da OMS o microrganismo responsável
por maior número de surtos de toxinfecção alimentar é o S.
aureus14. Deste modo, é de fundamental importância que os
funcionários das UAN’s sejam treinados para realizar suas
tarefas observando as práticas higiênico-sanitárias de maneira
adequada. Estudo realizado por Miranda et al.15 analisando
mãos de manipuladores detectou a presença de S. aureus em
54% dos casos (13 de 24 mãos analisadas).

Quanto a bolores nas esponjas, praticamente não houve
diferença em função dos métodos utilizados, detectando-se
somente maior contagem em PETRIFILM nas Empresas A e B
(Tabela 1). A Empresa D não apresentou contaminação por
bolores. Mesmo levando-se em consideração essas diferenças,
a contaminação por bolores foi detectada, sendo considerada
preocupante, pois fungos filamentosos além de deteriorarem
alimentos são produtores de micotoxinas, que têm ação
cancerígena, mutagênica, hepatotóxica, além de nefro e

Tabela 1. Avaliação microbiológica de esponjas contendo agente bactericida após três dias de uso em Unidades de Alimentação
e Nutrição.

Microrganismos                                 Contaminação microbiana das esponjas nas Empresas (UFC/ml***)

                                          A                            B                              C                         D                                 E                                     F

C. totais** 6,5x105 a 1,6x108                    >105 a >107         >105 a >108        2,9x107  a >108           3,2x106 a >108 2,0x105  a >108

E. coli** 6,0x105 a 3,0x107                     >105 a >107         5,0x106 a >108       3,0x106 a >108           3,0x105 a >108 2,0x105  a >108

Bolores* 1,0x103 a 2,0x103    1,0x102            1,0x102             Ausente         1,0x10 a 2,0x102 3,0x10 a 2,0x102

Bolores** 2,0x103 a 1,6x104                2,0x102 a 3,1x103                 1,5x10 a 4,0x102             Ausente                4,0 x 10 6,0x10 a 3,4x103

Leveduras* 6,0x103 a  8,2x104    1,2x102           Ausente             Ausente        3,3x10 a 7,4x103 5,0x10 a 1,5x103

Leveduras**        3,5x103                           1,6x103 a 3,2x104         2,5x10           Ausente             8,5 x 102 1,0x102 a 2,3x104

S. aureus* 2,6x102 a 5,3x102              2,0x10 a 5,1x102 1,8x102 a 5,3x103    1,0x10 a 4,9x103      2,0x10 a 6,5x103 1,2x102 a 7,5x103

S. aureus** 2,3x102 a 1,7x104             2,4x102 a 4,0x103 1,0x10 a 1,5x103    2,2x102 a 2,7x103      3,6x102 a 8,4x104 2,2x102 a 7,8x103

*método tradicional; **método PETRIFILM; ***Unidades Formadoras de Colônias/mililitro.
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neurotóxica5. Quanto a leveduras obtiveram-se diferenças
significativas entre o método tradicional e o PETRIFILM. Deste
modo, nas Empresas A e E notou-se menor contagem no
PETRIFILM. No entanto, as leveduras são apenas deteriorantes
de alimentos e não potencialmente patogênicas, quando
adquiridas por ingestão5.

Em estudo anterior11 também foi encontrada
contaminação por bolores e leveduras em todas as esponjas
analisadas, entretanto, não foi realizada contagem diferencial
entre esses microrganismos.

A contaminação encontrada nas esponjas da presente
pesquisa pode ter sido oriunda da falta de higiene dos
manipuladores, de restos de comida contaminados ou, até
mesmo, o não seguimento das normas de Boas Práticas de
Fabricação pelos funcionários.

CONCLUSÃO

As esponjas utilizadas nas UAN’s apresentaram alta
contaminação, principalmente por coliformes totais e E. coli,
demonstrando a ineficiência do agente bactericida, como
também a falta de higiene das empresas analisadas. Cabe às
UAN’s adequar-se às técnicas mais específicas voltadas ao
controle higiênico-sanitário das esponjas utilizadas nos seus
setores. Entretanto, devido à falta de pesquisas sobre o tema,
torna-se necessário mais estudos voltados ao uso de esponjas
relacionado a vários aspectos, tais como o tempo de uso da
mesma ou quantidade de utensílios higienizados etc., a fim de
validar uma sistemática que atenda a padrões de qualidade
sanitária de higiene de esponjas utilizadas em UAN’s.
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