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RESUMO. Hidrogéis constituídos de poli N-vinil-2-pirrolidona (PVP), ágar e polietilenoglicol (PEG)
são utilizados como membranas para uso tópico, no tratamento de lesões de pele. Com o objetivo de
melhorar algumas das propriedades mecânicas da membrana, como tensão de ruptura e elongação,
substituiu-se o PEG pelo copolímero poli (dimetilsiloxano)-co-poli (óxido de etileno) (SEO). A
biocompatibilidade “in vitro” das membranas de PVP-SEO com diferentes concentrações de SEO foi
testada em cultura de células. O teste de citotoxicidade foi realizado pelo estudo comparativo de dois
métodos:1) difusão em ágar, utilizando-se as linhagens celulares RC-IAL e NCTC Clone L-929 e 2)
inibição da formação de colônias utilizando-se a linhagem celular CHO-K

1
. Os resultados obtidos nos

dois métodos foram análogos e demonstraram que as membranas do PVP-SEO apresentam toxicidade
nas concentrações testadas e nas linhagens celulares utilizadas. Foi possível também concluir que a
adição de SEO ocasiona caráter citotóxico às membranas de PVP.

PALAVRAS-CHAVE.  Hidrogel; cultura de células; citotoxicidade; biocompatibilidade;
polivinilpirrolidona.
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INTRODUÇÃO

Membranas de hidrogel constituídas por poli N-vinil-2-
pirrolidona (PVP), ágar e polietilenoglicol (PEG), reticuladas por
radiação ionizante vêm sendo utilizadas como dispositivos
médicos para uso tópico8,11. A principal vantagem desta

metodologia está na capacidade da radiação promover a reticu-
lação em condições razoavelmente brandas, sem qualquer
aditivo, além da esterilização simultânea4. Souza et al.13

mostraram que a substituição do PEG nas membranas de
hidrogel pelo copolímero poli (dimetilsiloxano)-co-poli (óxido
de etileno) (SEO) aumenta o grau de reticulação tornando-as
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mais resistentes à ruptura quando submetidas a uma força
externa. O SEO foi selecionado por ser utilizado na indústria
de cosméticos e na fabricação de lentes de contato12.

As membranas de hidrogel, como todos os biomateriais,
devem ser submetidas a avaliação de biocompatibilidade que
incluem ensaios “in vitro” e “in vivo”14.

Vários métodos “in vitro”, para avaliação da toxicidade
de biomateriais, foram padronizados utilizando-se culturas
celulares. Os testes de citotoxicidade consistem em colocar
o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura
de células de mamíferos, verificando-se a viabilidade celular
por diferentes mecanismos, entre os quais a incorporação de
corantes vitais ou a inibição da formação de colônias2,3,5,7,9.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
citotoxicidade dos filmes de PVP, com diferentes concentra-
ções de SEO, em sistemas celulares “in vitro”, bem como
comparar a sensibilidade dos dois métodos utilizados: difusão
em ágar e inibição da formação de colônias.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Preparo das membranas
Os reagentes utilizados no preparo das membranas

foram: PVP K-90 proveniente da GAF Corporation com massa
molar 3,6 x 105 g/mol, o copolímero SEO L7604 gentilmente
cedido pela Osi Specialties, com massa molar 4x103 g/mol e
o ágar técnico n° 03 Oxóid L13.

Os 5 tipos de membranas foram preparados com PVP a
6%, ágar a 0,4% e SEO nas concentrações de 0; 0,5; 1,5; 3,5 e
4,5% (P/P), nas membranas numeradas de 1 a 5, respectiva-
mente. As soluções aquosas de PVP, SEO e ágar foram
preparadas separadamente, incorporadas a uma temperatura
aproximada de 60°C e distribuídas em placas de Petri. Após a
gelificação, as placas cobertas com filmes de PVC foram
irradiadas com uma dose de 25kGy no acelerador de elétrons
Dynamitron, com energia de 1,5MeV e taxa de dose de
22,4kGy/s. Ao término da irradiação, as amostras ficaram em
repouso por 24h para atingir o equilíbrio.

2. Teste de citotoxicidade
A avaliação da citotoxicidade das membranas de hidrogel

foi realizada utilizando-se dois métodos:

2.1.  Método de difusão em ágar
As linhagens celulares utilizadas foram: células de

tecido conectivo de camundongo, NCTC Clone L-929 (CCL1-
ATCC)1 e células fibroblásticas de rim de coelho RC-IAL,
isoladas no Instituto Adolfo Lutz6.

As células foram semeadas em placa de Petri
(15x60mm), na concentração de 3,0 x 105 células/mL em Meio
Mínimo de Eagle (MEM) com 10% de soro fetal bovino (SFB),
sem antibióticos, no volume de 5mL e incubadas durante 48h
a 37°C em atmosfera úmida com 5% de CO

2
. Após esse

período, com a monocamada de células já formada, o meio de

cultura foi desprezado e adicionado 5mL do meio “overlay” em
cada placa de Petri. Este meio é composto de partes iguais de
MEM duas vezes concentrado e ágar (Difco) a 1,8% contendo
0,01% de vermelho neutro como corante vital. No momento do
uso, o ágar foi fundido e misturado na mesma proporção com o
MEM duas vezes concentrado, ambos a uma temperatura de
44°C. As membranas a serem testadas foram cortadas em
fragmentos de 5mm de diâmetro e colocadas sobre o ágar antes
de sua solidificação completa. As placas de Petri foram
incubadas novamente em estufa com 5% CO

2
 a 37oC por

24h3,5,7,9,14.
Foram utilizados como controles positivos fragmentos

de látex e como controles negativos discos de papel de filtro
de natureza comprovadamente atóxica, respeitando a dimensão
de 5mm de diâmetro. As amostras foram avaliadas em duplicata
para cada linhagem celular.

As placas foram analisadas macroscópica e microscopi-
camente e a característica de citotoxicidade constatada por
halo claro ao redor do material testado.

2.2.  Método inibição da formação de colônias2,9

Para a preparação dos extratos das amostras, utilizou-
se a proporção de 1,4cm2 de área superficial das membranas
para cada mL do meio de cultura RPMI-SFB (RPMI 1640 com
10% de SFB e 1% de solução de penicilina e estreptomicina)
em frascos de vidro com tampa rosqueada incubados a
37°C/24h. Após este período foram feitas diluições seriadas
de 50; 25; 12,5 e 6,25% dos extratos das membranas. Os
controles negativo, extrato de polietileno de alta densidade
(HDPE), e positivo, solução de fenol 0,02%, foram igualmente
diluídos.

Utilizou-se a linhagem celular de ovário de hamster
chinês CHO-K

1 
(CCL-61-ATCC)1, mantida em garrafas

plásticas com o meio RPMI SFB. No momento do ensaio,
volume de 2mL de uma suspensão celular contendo 100
células/mL, foi distribuído em placas de Petri de 15X60mm,
as quais foram incubadas por 5h para permitir adesão celular,
em incubadora úmida a 37°C com 5% de CO

2
. Após este

período, o meio de cultura foi removido e substituído por 5mL
dos extratos puros e das diferentes diluições. As placas foram
novamente colocadas em estufa úmida com 5% de CO

2
 a 37°C,

por 7 dias. Para cada diluição do extrato utilizou-se placas em
triplicata.

Após o período de incubação, os meios foram
removidos e as colônias formadas fixadas em solução de
formol 10% em solução salina 0,9% e coradas com Giemsa.
As colônias visíveis foram contadas e comparadas com o
número de colônias formadas na placa controle da linhagem
celular CHO-K

1
, previamente incubada com o meio RPMI-

SFB.
O potencial citotóxico foi avaliado e expresso pelo

índice de citotoxicidade IC
50(%)

, correspondente à concentração
do extrato que suprime em 50% a formação de colônias em
relação ao controle.
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Figura 2. Placas de  Petri do teste de citotoxicidade pelo método
de inibição de formação de colônias

Tabela 2. Percentual da média do número de colônias forma-
das, em diferentes concentrações dos extratos, em relação à
placa controle, nas amostras de PVP-SEO e nos controles
negativo e positivo

% da Média do Número de Colônias
Amostras Concentração do Extrato

6,25 % 12,5 % 25 % 50 % 100 %

Contr.Negat. 84 103 78 93 87
Contr. Posit. 76 69 52 19 1

1 88 93 94 101 97
2 83 88 86 60 3
3 79 65 19 0 0
4 15 3 0 3 0

5 17 9 0 3 3

RESULTADOS

No teste de citotoxicidade, pelo método de difusão em
ágar, a intensidade de morte celular foi avaliada pelo dimensio-
namento do halo claro formado ao redor da membrana em teste.
O diâmetro do halo foi medido com uma régua milimétrica, e
os resultados estão apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teste de citotoxicidade pela difusão em ágar das
membranas de PVP-SEO

Amostras
Média dos diâmetros dos halos*

Linhagem celular NCTC L929 Linhagem celular RC-IAL

Contr. Negat. 0,0 0,0
Contr. Posit. 35,0 35,0

1 0,0 0,0
2 5,0 5,0
3 9,0 9,0
4 15,0 25,0
5 21,0 35,0

* Valores expressos em mm

A presença do halo claro ao redor da membrana de PVP-
SEO, contendo 1,5% de SEO, corresponde as células mortas
(Figura 1).

Figura 1. Teste de citotoxicidade pelo método de difusão em
ágar: a- Controle negativo, b- Membrana de PVP-SEO com 1,5%
de SEO

Na Figura 2 são apresentadas as placas de Petri do
controle de células CHO-K

1
; do controle negativo; do controle

positivo e da membrana de PVP contendo 0% de SEO, do ensaio
de citotoxicidade pelo método de inibição de formação de
colônias. A porcentagem da média do número de colônias em
cada diluição foi calculada em relação à placa controle de
células CHO-K

1
 (Tabela 2).

Lançando-se os dados da Tabela 2 num gráfico pode-se
calcular quantitativamente o índice de citotoxicidade, que é
representado pelo IC

50(%)
, como mostra a Figura 3. Figura 3. Curva de supressão de colônias. 1- 0% SEO; 2- 0,5%

SEO; 3- 1,5% SEO; 4-3,5% SEO e 5- 4,5% SEO
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Os ensaios “in vitro” são habitualmente efetuados como
testes de triagem no início da avaliação de biocompatibilidade
de materiais. A ISO 10993-5 (1992) refere-se ao teste de
citotoxicidade como um teste “in vitro” de aplicabilidade geral,
usado largamente com o objetivo de sugerir, a partir de seus
resultados, um plano de ensaios aplicáveis ao material. Uma
das vantagens deste teste é sua alta sensibilidade, e os resultados
obtidos tanto pela inibição de crescimento celular, formação
de colônias, morte celular, e outros, indicam que este tipo de
avaliação fornece informação integrada da ação dos componen-
tes do material no meio biológico.

O copolímero SEO, constituído de cadeias de poli
dimetil siloxana com cadeias enxertadas de poli óxido de
etileno, foi adicionado às membranas de hidrogel de PVP por
incrementar a resistência mecânica das mesmas. Ranby e Rabek
(1977) verificaram que quando o poli óxido de etileno é subme-
tido à radiação ionizante, há formação de radicais que podem
ser decorrentes da cisão da cadeia.

Como a obtenção das membranas é feita via radiação
ionizante, este fato pode levar à formação de algum componen-
te tóxico, conforme verificado nos ensaios de citotoxicidade
apresentados.

No teste de difusão em ágar (Tabela 1), a presença de
halo foi observada em todas as membranas exceto naquela

identificada como 1, PVP com 0% de SEO, evidenciando liberação
de componente tóxico pelas membranas de PVP com diferentes
concentrações de SEO. A presença de halo nas placas indica
morte celular, ou seja, citotoxicidade como se verifica no controle
positivo, que apresentou um halo de 35mm.

Na Figura 3 observa-se que a membrana de PVP sem a
presença de SEO apresenta IC

50%
 superior a 100, portanto não

citotóxica, assim como o controle negativo. A medida em que
a concentração de SEO foi aumentada na formulação, houve
aumento da citotoxicidade da membrana. O controle positivo
apresentou IC

 50%
 de 28, isto é, a solução de fenol numa diluição

de 28%, provoca a morte de 50% da população celular.
Os métodos de difusão em ágar e de inibição de forma-

ção de colônias podem ser utilizados para avaliar a citotoxici-
dade “in vitro”, das membranas de hidrogel, pois ambos
demonstraram sensibilidade equivalente. Por estes testes
concluiu-se que a adição de SEO na formulação torna as
membranas de PVP citotóxicas e que o aumento da toxicidade
é proporcional à concentração de SEO na formulação.
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ABSTRACT.  Hydrogels composed by PVP, agar and PEG are used as wound dressings in the treatment
of skin ulcers. In order to improve the mechanical properties of the membrane, such as tensile strength
and elongation, PEG was replaced by copolymer poly (dimethilsiloxane)-co-polyoxiethylene (SEO).
The “in vitro” biocompatibility evaluation of PVP-SEO membranes with different concentrations of SEO
was carried out in cell culture. A comparative study of cytotoxicity assays was performed by two
methods: 1) diffusion agar assay, using RC-IAL and NCTC Clone L-929 cells and 2) colony suppression
assay, using CHO-K

1
 cells. In the cytotoxic evaluation of PVP-SEO membranes by both methods,

analogous results were obtained. It was also possible to conclude that the addition of SEO promotes
cytotoxicity in PVP membranes.

KEY WORDS. Hydrogel, cell culture, cytotoxicity, biocompatibility, polyvynilpirrolidone.
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Diferenças sensoriais entre mel floral e mel de melato

Sensorial differences between floral honey and honeydew honey
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RESUMO. Com a finalidade de verificar diferenças sensoriais entre mel de melato e mel floral e, identificar
a presença do mel de melato misturado ao mel floral, foi aplicado o teste de diferença pareado e a determinação
instrumental de cor e turbidez em várias amostras de mel. Foi tomada uma amostra de mel floral puro e uma
amostra de mel de melato puro como referências. Foram elaboradas no laboratório misturas de mel floral
com quantidades variadas de mel de melato para a aplicação dos testes. Na caracterização sensorial foi
observado que o mel floral apresentou aroma e sabor mais característico, menor viscosidade e gosto doce
mais acentuado que o mel de melato puro. Em relação às misturas, nos testes definitivos, foi observado
que, entre 10 e 15%, a mistura começou a perder aroma e sabor característicos, ficou mais viscosa e mais
doce. No entanto, ficou demonstrado que as amostras mostraram variabilidade sensorial. A medida de cor
foi afetada pela presença de mel de melato. As medidas de turbidez e luminosidade não mostraram resultados
significativos.

PALAVRAS-CHAVE.  Mel; mel de melato; análise sensorial.

INTRODUÇÃO

O mel é um produto natural de abelhas elaborado a partir
do néctar das flores (mel floral), de secreções de partes vivas
das plantas ou de excreções de insetos sugadores de partes vivas
da plantas (mel de melato). A origem floral do mel é determinada
pela análise polícia, físico-química e sensorial. Quando a
quantidade de pólen é muito pequena, ou a planta é estéril, (como
por exemplo lavanda híbrida) a análise sensorial é de extrema
utilidade para identificar a sua origem2. O mel de melato
portanto, difere do mel floral em vários aspectos, inclusive na
aparência. Para obter os nutrientes necessários ao seu
organismo, as abelhas utilizam os recursos disponíveis sendo
estes o pólen, a água o néctar e o melato. Portanto, o mais comum

1
Serviço de Química Bromatológica – DBT/IOM – Fundação Ezequiel Dias

2
EMBRAPA – Agroindústria de Alimentos

* Endereço para correspondência: Serviço de Química Bromatológica – DBT/IOM – Fundação Ezequiel Dias – Rua Conde Pereira Carneiro 80 –
Gameleira – 30510-010 – Belo Horizonte – MG

é a ocorrência de mel floral misturado com mel de melato1.
A análise sensorial pode ser um instrumento valioso

para detectar a presença do mel de melato no mel floral. A cor
do mel está relacionada com a sua origem, em conseqüência,
com a sua composição, modificando-se pelo processamento
e armazenamento. O escurecimento está relacionado com a
reação de tanatos e outras substâncias polifenólicas com sais
de ferro e também com a instabilidade da frutose em soluções
ácidas. A turbidez está relacionada com os materiais em
suspensão e portanto é um parâmetro de qualidade5. Com esta
finalidade foram realizados testes sensoriais e instrumentais
para cor e turbidez, tomando-se uma amostra de mel floral
puro e uma de mel de melato puro como referência e várias
misturas preparadas no laboratório.

Rev. Inst. Adolfo Lutz,
59(1/2):7-14, 2000 ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE
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MATERIAL E MÉTODOS

1. Preparação das amostras
No caso de mel líquido ou filtrado e sendo a amostra

livre de granulação, a mesma foi bem homogeneizada com o
bastão de vidro.

2. Delineamento experimental
O Quadro 1 mostra a classificação do mel em floral e

de melato conforme Campos (1998)4. Para se estudar a
associação entre as categorias de mel (floral ou melato) e os
aspectos quantitativos estudados (cor: L, a, b e ∆E e turbidez),
utilizou-se o teste exato de Fisher face à limitação da
amostragem. Para se estudar o efeito da adição gradativa de
melato no mel floral sobre os parâmetros (L, a, b, ∆E e turbidez)
foi feita uma análise de regressão para cada uma dessas
características, sendo o percentual adicionado de melato a
variável independente. O coeficiente de regressão encontrado
foi testado pelo teste t de Student (Snedecor e Cochran,
1989)9.

Quadro 1. Classificação do mel em floral e mel de melato de
acordo com Kirkwood e com White (Campos, 1998)4

Nº da Classificação Classificação
amostra conforme Kirkwood conforme White

1 mel floral mel floral
2 mel floral mel floral
3 mel floral mel floral
4 Mel de melato mel de melato
5 Mel de melato mel de melato
6 Mel de melato mel de melato
7 Mel de melato mel de melato
8 Mel de melato mel de melato
9 mel floral mel floral

10 Mel de melato mel floral
11 mel floral mel de melato
12 Mel de melato mel floral
13 Mel de melato mel de melato
14 mel floral mel floral
15 Mel de melato mel de melato
16 mel floral mel floral
17 mel floral mel floral
18 mel floral mel floral
19 mel floral mel floral
20 mel floral mel floral
21 mel floral mel floral
22 Mel de melato mel de melato
23 Mel de melato mel de melato
24 mel floral mel de melato
25 mel floral mel floral

Fonte: CAMPOS, 1998

3. Análise sensorial
Inicialmente foi realizada uma prova aberta com 10

provadores, selecionados anteriormente pela habilidade para
discriminar gosto doce, para definição dos atributos. Foram
oferecidas aos provadores amostras de mel padrão floral
(amostra nº 20), padrão de melato (amostras nº 22 e 5) e

misturas de mel floral com mel de melato nas concentrações de
25, 20, 15 e 10%.

Foi realizada reciclagem dos provadores sempre que
necessário.

As amostras apresentadas para treinamento, em prova
aberta, foram:

• duas amostras diferentes de mel floral, ambas com
predominância de pólen de eucalipto, coletadas em
épocas diferentes;

• amostras de mel de melato puro e uma amostra de
mel floral, para treinar os atributos que foram defi-
nidos anteriormente, aroma característico, consis-
tência, sabor característico e gosto doce.

As amostras apresentadas também para treinamento, já
aplicando o teste pareado direcional (bicaudal), foram: misturas
contendo 5, 10, 15, 25, 50 e 75% de mel de melato em mel
floral versus mel floral.

O teste sensorial definitivo foi o teste pareado dire-
cional (bicaudal). As amostras (cerca de 4g de cada amostra/
provador) foram servidas, à temperatura ambiente, em béqueres
de 50mL, em bandejas de aço inox, codificadas com números
aleatórios de três dígitos. Os béqueres foram envoltos em papel
alumínio para não haver interferência da cor. Os provadores
foram informados na ficha do teste (Quadro 2), qual a caracte-
rística ou atributo sensorial a ser julgado. As duas amostras
foram apresentadas juntas. Foi usada água mineral, à tempe-
ratura ambiente, e biscoito de água, para limpeza do palato.

Os testes foram realizados no laboratório de Análise
Sensorial da Embrapa - Agroindústria de Alimentos, em cabines
individuais, sob iluminação vermelha. Foi feito um teste pela
manhã e outro à tarde, com o número de repetições necessárias.

Quadro 2. Ficha para avaliação sensorial de amostras de mel

TESTE PAREADO - DIFERENÇA (BICAUDAL)

NOME: ___________________________________DATA:_____________

PRODUTO:    Mel

Por favor, marque a amostra com maior intensidade dos seguintes atributos:

Nº da amostra

Aroma característico ____      ____

Viscosidade ____      ____

Sabor característico ____      ____

Gosto doce ____      ____

Comentários __________________________________________________

__________________________________________________________________

As amostras testadas foram:
• mel floral padrão (amostra 20) versus misturas deste

mel com mel de melato (amostra 4) nas concen-
trações de 20, 10 e 5% oferecidas nesta ordem.
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• mel floral padrão (amostra 25) versus misturas deste
mel com mel de melato (amostra 23) nas concentra-
ções de 5, 10, 15, 20, 25 e 30% oferecidas nesta
ordem.

As amostras utilizadas como referência foram classifi-
cadas como mel floral e mel de melato conforme Kirkwood e
White (Campos, 1998)4. O mel de melato referência foi prove-
niente de Santa Catarina. Este mel é produzido de 2 em 2 anos
e corresponde ao ciclo da cochonilha sendo, elaborado pelas
abelhas, a partir da excreção destes afídeos, que vivem sobre o
caule da bracatinga. As freqüências foram avaliadas segundo
Roessler et al. (1978) ao nível de 0,1%.

4. Determinação instrumental da cor e turbidez
Para a análise instrumental, as amostras que apresen-

tavam granulação foram colocadas dentro de recipientes
fechados em banho-maria sem submergir, sendo as mesmas
aquecidas por 30min a 60ºC, agitando-se ocasionalmente.

A análise instrumental de cor foi realizada por transmi-
tância no S & M Colour Computer modelo SM - 4 - CH da Suga,
no sistema Hunter com abertura de 30mm de diâmetro. Os
parâmetros medidos foram: L (luminosidade que varia de 0 =
preto a 100 = branco), a (-80 ao zero corresponde ao verde, do
zero ao +100 corresponde ao vermelho), b (-100 ao zero
corresponde ao azul, do zero ao +70 corresponde ao amarelo),
∆E representa a diferença total de cor = √ (∆L)2+(∆a)2+(∆b)2 e
turbidez, em relação à placa de Petri (L = 100,00; a = 0,02; b =
-0,02). Foram realizadas 3 repetições para cada amostra disposta
em placa de Petri com 5 cm de diâmetro e 1 cm de altura,
utilizando a quantidade de 25 mL.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na caracterização sensorial pôde-se observar que as
diferenças entre amostras de mel floral e de mel de melato
foram (Tabelas 1 e 2) quanto:

• ao aroma e ao sabor característico - melato ligeira-
mente menos característico;

• ao gosto ácido - perceptível apenas no floral;
• à viscosidade - melato mais viscoso;
• ao gosto doce - melato menos doce.
Assim, o mel floral apresentou aroma e sabor mais

característico, menor viscosidade, mais sabor característico
e gosto doce mais acentuado que o mel de melato puro.

Após a caracterização, durante o treinamento dos prova-
dores, os resultados mostraram que em misturas com 5 a 75%
de mel de melato em mel floral houve perda do aroma e do
sabor característico do mel, além da mistura ter se mostrado
não significativamente mais viscosa.

• em misturas de 5% a 75% de mel de melato em mel
floral houve perda do aroma e do sabor caracterís-
tico de mel, nas misturas;

Tabela 1. Caracterização sensorial de mel floral* (amostra 20)
e mel de melato**  (amostra 22)

Mel Aroma Viscosidade Sabor

Floral Característico Menos viscoso Característico
que o de melato Mais doce que o de melato

Ligeiramente amargo
Iniciando a (“ardido”)
cristalização Residual amargo

Melato Característico Mais viscoso Levemente salgado
que o floral Fumaça (forte)

Fumaça Lembra melado de cana
Trava nas laterais da boca
como fruta verde
Mais amargo que o floral
Menos doce, mas enjoativo
Sabor “verde”
Sabor residual de melado

* Procedência Barão de Cocais/MG contendo 60% de pólen de eucalipto
** Procedência Santa Catarina proveniente da casca da bracatinga

Tabela 2. Caracterização sensorial de mel floral* (amostra 20)
e méis de melato**  (amostras 5 e 22)

Mel Aroma Viscosidade Sabor

Floral Característico Fluido Característico
(Amostra 20) Pouco viscoso Levemente ácido

Cristalizado Residual amargo

Melato Mel, não tão Mais viscoso Lembra melado
(Amostra 5) característico que o mel Sabor homogêneo

(o mesmo desde
Xarope caseiro Encorpado quando coloca na

boca até o final)
Remédio Bastante viscoso Levemente amargo

Melato Fumaça Mais viscoso Sabor inicial amargo
(Amostra 22) que amostra 5 Fumaça

Formol Levemente Formol
mais encorpado Amargo

Mel, menos que amostra 5 Defumado
característico Bastante viscoso

*Procedência Barão de Cocais/MG contendo 60% de pólen de eucalipto
** Procedência Santa Catarina proveniente da casca da bracatinga

Tabela 3. Freqüência do teste pareado direcional (bicaudal)
entre misturas de mel floral a (20) e b (24) contendo diferentes
proporções de mel de melato - treinamento dos provadores

% de mel Aroma caract. Viscosidade Sabor caract. Gosto doce Total
de melato mel x mist mel x mist mel x mist mel x mist de testes

75b 6ns 1 1 6ns 7* 0 3 4 ns 7
50 b 7* 0 0 7* 7* 0 2 5 ns 7
25 b 7* 0 1 6ns 7* 0 4 ns 3 7
15 b 7* 0 1 6ns 7* 0 2 5 ns 7
75a 8* 0 1 7ns 7* 1 4 4 ns 8
50a 7ns 0 1 7ns 7ns 0 1 7 ns 8
25a 7ns 0 2 5ns 7ns 0 0 7 ns 8
15a 5* 0 3ns 2 5* 0 0 5* 5
10a 7* 0 2 5ns 6ns 1 5ns 2 7
5a 7* 0 1 6ns 6ns 1 1 6 ns 7

Segundo Roessler et al. (1978)8: ns - não significativo
∗ - significativo ao nível de 5%
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• em relação à viscosidade, embora os resultados não
tenham sido significativos, houve uma tendência para
a mistura ser mais viscosa, indicando que a medida
de viscosidade deve ser realizada instrumentalmente,
para obtenção de resultados mais precisos.

Isto pode ser confirmado pelos dados da Tabela 4 que
também mostrou aumento da doçura nas misturas.

As freqüências apresentadas nas Tabelas 5 e 6, referem-
se à continuação do treinamento dos provadores (por isso o
número baixo de testes). Mesmo assim foi possível perceber
que a adição de mel de melato no mel floral a partir de 5% já
permitiu detectar diferença entre os atributos definidos, mesmo
quando comparado com mel floral de épocas diferentes. Nas
misturas houve perda significativa do aroma e sabor caracterís-
ticos, e uma tendência de as mesmas serem mais viscosas.

Os testes definitivos comparando misturas de mel floral
com mel de melato foram realizados com méis florais
diferentes (amostra 20 e 25) e dois de melato (amostra 4 e
23). Os resultados são mostrados nas Tabelas 7 e 8. Pela Tabela
10 pode-se observar que para:

• aroma característico - a adição de 5% de melato não
permitiu perceber diferença em relação ao mel floral;
a partir de 10% de adição, o aroma do mel floral foi
significativamente mais característico que da mistura,

Tabela 4. Caracterização sensorial de mel floral* (amostra 20) e misturas de méis floral (amostra 20) com mel de melato**

(amostra 5 e 22)

Floral+Melato (%) Aroma Viscosidade Sabor

100+0 Característico Não há diferença entre os três Característico
Mínima diferença entre os três Menos viscoso Doce
Ligeiramente mais fraco Cristalizado Levemente ácido
Sem diferença entre os três Fluido Bem mais doce

Igual aos  outros dois
Característico

95+5 Ligeiramente menos característico que o floral Mais viscoso que o floral Ligeiramente menos característico que o floral
Mais doce que o floral
Residual amargo

90+10 Melado (mel) Igual ao floral Ligeiramente menos característico que o floral
Ligeiramente menos característico que o floral Igual a mistura com 5% Mais doce que o floral e mais doce que o 5%
Semelhante a mistura com 5% Presença de cristais de açúcar (arenoso) Residual amargo
Menos característico Semelhante ao floral Pouco salgado

Menos característico 85+15 Menos característico
Mel + melado Mais salgado
Ausência de odor de fumaça Mel + melado

Mais doce que o floral e que o 10%
Melado de cana
Amargo
Fumaça

80+20 Mel mais forte que o floral Mais viscoso que o floral Menos característico
Sem fumaça Mais doce
Característico Diferença perceptível em relação ao floral
Semelhante ao floral

75+25 Mais forte que o floral Mais viscoso que o floral Menos característico
Bem mais doce
Ardido (picante  muito diferente do floral)

*Procedência Barão de Cocais/MG contendo 60% de pólen de eucalipto ** Procedência Santa Catarina proveniente da casca da bracatinga

ou seja, houve perda do aroma característico de mel,
pela adição de mel de melato ao mel floral;

• a viscosidade - a adição de melato tornou a mistura
significativamente mais viscosa, a partir de 10%;

• sabor característico - a partir de 10% de adição, a
mistura foi significativamente menos característica
que o mel floral, ou seja, houve perda do sabor carac-
terístico de mel, pela adição de mel de melato ao
mel floral;

• gosto doce - não foi possível perceber uma tendên-
cia devido a variação dos resultados; no entanto, a
partir de 20% de adição de mel de melato houve
apenas uma tendência aleatória de a mistura ser mais
doce.

Na Tabela 8, como já explicado, foi avaliada outra
amostra de mel floral, assim como de mel de melato, e o que
pôde-se observar foi que, comparando-se mel floral com
mistura de mel floral e mel de melato para:

• aroma característico, até 15% de adição não houve
diferença em relação ao mel floral com uma tendên-
cia da mistura ser mais característica com 5 e 10%
de melato; a partir dessa porcentagem, houve uma
tendência de o mel floral ser mais característico do
que a mistura;
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Tabela 5. Freqüência do teste pareado direcional (bicaudal)
na comparação entre mel floral (amostra 24) e misturas de
mel floral com mel de melato (amostra 23)

Mel x Mist. Total Aroma Viscosidade Sabor Gosto doce
(F+m) de característico característico
(%) testes Mel x Mist. Mel x Mist Mel x Mist Mel x Mist

100 x (15+75) 7 6 ns x 1 1 x 6  ns 7* x 0 3 x 4 ns

100 x (50+50) 7 7* x 0 0 x 7* 7* x 0 2 x 5 ns

100 x (75+25) 7 7* x 0 1 x 6 ns 7* x 0 4 ns x 3
100 x (85+15) 7 7* x 0 1 x 6 ns 7* x 0 2 x 5 ns

F - floral
m - mel de melato
Segundo Roesller et al. (1978)8: ns - não significativo
∗ - significativo ao nível de 5%

Tabela 6. Freqüências do teste pareado direcional (bicaudal)
na comparação entre mel floral (amostra 20) e misturas de
mel floral com mel de melato (amostra 23)

Mel x Mist. Total de Aroma Viscosidade Sabor Gosto
(F+m) (%) testes característico característicodoce

100 x (15+75) 8 8* x 0 1 x 7ns 7* x 1 4ns x 4
100 x (50+50) 7 7* x 0 1 x 6ns 7* x 0 1 x 6ns

100 x (75+25) 7 7* x 0 2 x 5ns 7* x 0 0 x 7*s

100 x (85+15) 5 5* x 0 3ns x 2 5* x 0 0 x 5*
100 x (90+10) 7 7* x 0 2 x 5ns 6ns x 1 5ns x 2
100 x (95+ 5) 7 7* x 0 1 x 6ns 6ns x 1 1 x 6ns

F - floral
m - mel de melato
Segundo Roessler et al. (1978)8: ns - não significativo
*- significativo ao nível de 5%

• viscosidade, até 10% de adição houve uma tendência
do mel floral ser mais viscoso do que a mistura; a
partir dessa porcentagem, a tendência foi de a mis-
tura ser mais viscosa;

• sabor característico, aconteceu o inverso da viscosi-
dade; porém em relação à mistura com 30% de mela-
to, o floral foi significativamente mais característico;

• gosto doce, não houve coerência à medida em que
foi aumentada a concentração de mel de melato no
mel floral.

Assim pôde-se notar que, nas misturas a 10 e 20% de
mel de melato utilizando-se a amostra 20 de mel floral e a
amostra 4 de mel de melato, o aroma e o sabor mais caracte-
rísticos ocorreram no mel, enquanto a viscosidade e o gosto
doce foram mais acentuados na mistura.

Nas misturas com 5 e 10%, utilizando-se a amostra 25
de mel floral e a amostra 23 de mel de melato (Tabela 11), o
aroma e o sabor mais característicos ocorreram na mistura
enquanto a viscosidade e o gosto doce foram mais acentuados
no mel.

Portanto, há uma variação no comportamento das
misturas dependendo dos méis utilizados.

A partir de 15% (Tabela 11), o aroma e o sabor mais
característicos ocorreram no mel, indicando que houve perda
desses atributos pela adição do mel de melato, o que está de
acordo com o que foi percebido durante o treinamento nas
Tabelas 1, 2 e 3. Enquanto a viscosidade foi mais acentuada na
mistura no caso do gosto doce não houve coerência nos resul-
tados. Isso inclusive confirma os resultados da Tabela 7.

Entre 10 e 15%, a mistura começou a perder aroma e
sabor característicos, ficou mais viscosa e mais doce. No
entanto, pelos resultados das Tabelas 7 e 8, ficou evidente que
as amostras mostraram variabilidade sensorial. Por isto sugere-
se além de novos testes sensoriais, a aplicação para um número
maior de amostras de diferentes méis.

A literatura cita que correlações entre características
do mel e análise sensorial, mostraram que mel escuro, com
menor teor de água e maior viscosidade, apresentaram altos
índices de qualidade e que estes parâmetros podem ser
utilizados na determinação da qualidade do mel. Os resultados

Tabela 7. Freqüência do teste pareado direcional (bicaudal)
na comparação entre mel floral (amostra 20) e misturas de
mel floral com mel de melato (amostra 4)

Mel x Mist. Total de Aroma Viscosidade Sabor Gosto
(F+m) (%) testes característico característico doce

100 x (95+5) 16 6 x 10 ns 6 x 10 ns 7 x 9 ns 9 ns x 7
100 x (90+10) 25 18* x 7 6 x 19* 18* x 7 10 x 15 ns

100 x (80+20) 22 17* x 5 1 x 21*** 18** x 4 5 x 17*

F - floral
m - mel de melato
Segundo Roessler et al. (1978)8: ns - não significativo
*- significativo ao nível de 5%
** - significativo ao nível de 1%
*** - significativo ao nível de 0,1%

Tabela 8. Freqüência do teste pareado direcional (bicaudal)
na comparação entre mel floral (amostra 25) e misturas de
mel floral com mel de melato (amostra 23)

Mel x Mist. Total de Aroma Viscosidade Sabor Gosto
(F+m) (%) testes característico característico doce

100 x (95+5) 31 12 x 19 ns 19 ns x 12 13 x 18 ns 17 ns x 14
100 x (90+10) 29 13 x 16 ns 18 ns x 11 13 x 16 ns 18 ns x 11
100 x (85+15) 29 15 ns x 14 13 x 16 ns 17 ns x 12 13 x 16 ns

100 x (85+15r) 27 21* x 06 09 x 18 ns 20* x 07 10 x 17 ns

100 x (80+20) 38 21ns x 17 18 x 20 ns 19 ns x 14 21 ns x 17
100 x (75+25) 35 20 ns x 15 14 x 21 ns 20 ns x 15 19 ns x 16
100 x (70+30) 33 22 ns x 11 14 x 19 ns 23* x 10 13 x 20 ns

F - floral
m - mel de melato
Segundo Roessler et al. (1978)8: ns - não significativo
*- significativo ao nível 5%
** - significativo ao nível de 1%
r = repetição
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Contudo, em relação à medida de cor b (amarelo), de
acordo com a classificação de White (1980)10 cerca de 82% (9
méis do total de 11) dos méis de melato apresentaram esta medida
superior a 18,4, enquanto para os méis florais 42% (6 méis do
total de 14) apresentaram valor de b nesta faixa. Embora não
tenha sido estatisticamente comprovado, pela limitação da
amostragem, há uma associação entre mel de melato e valor de
b>18,4.

Os resultados da cor instrumental das misturas (Tabela
10), permitiram observar que, à medida que aumentou o teor
de melato na mistura diminuiu a luminosidade, aumentou
ligeiramente a quantidade de cor vermelha, e diminuiu sensivel-
mente a quantidade de cor amarela (b), significando mais
marrom e portanto mais escura. Porém, nas amostras analisa-
das, o mel classificado como mel de melato, apresentou, no
geral, b maior que o do mel floral. A turbidez também aumentou,
a medida que aumentou a porcentagem de mel de melato na
mistura, por isso houve diminuição da luminosidade demons-
trando um escurecimento das amostras a medida que aumentou
a porcentagem de mel de melato na mistura. Isto foi confirmado
pela aplicação da regressão linear que mostrou aumento ou
diminuição significativa no coeficiente de regressão b, nas
variáveis medidas exceto na medida de cor a (Tabela 11).

Tabela 9. Valores médios da cor instrumental de amostras de
mel

Amostra L a b ∆E Turbidez
Classificação

Kirkwood White

1 21,12 -5,73 4,17 79,06 99,83 Floral Floral
2 22,62 -4,40 5,70 77,57 98,96 Floral Floral
3 3,98 5,42 -0,16 96,19 97,90 Floral Floral
4 26,84 32,37 18,43 81,92 91,50 Melato Melato
5 34,80 38,56 23,89 79,42 92,00 Melato Melato
6 77,42 4,72 30,41 38,19 35,50 Melato Melato
7 19,40 -9,72 4,19 81,31 97,37 Melato Melato
8 50,53 6,74 22,40 54,74 70,83 Melato Melato
9 51,09 26,25 35,22 65,75 74,50 Floral Floral
10 21,46 -5,51 4,53 78,72 97,34 Melato Floral
11 73,72 1,28 31,47 41,00 47,33 Floral Melato
12 33,16 -5,89 12,83 68,32 91,40 Melato Floral
13 74,57 3,30 33,06 41,78 39,63 Melato Melato
14 61,54 4,98 31,15 49,66 55,10 Floral Floral
15 83,11 1,26 26,00 31,01 29,67 Melato Melato
16 71,23 4,00 34,25 44,85 51,83 Floral Floral
17 22,72 5,45 14,64 78,84 93,88 Floral Floral
18 33,80 7,79 21,20 69,74 81,45 Floral Floral
19 24,35 4,96 15,00 77,28 92,68 Floral Floral
20 40,70 11,07 26,25 65,79 82,63 Floral Floral
21 2,40 20,44 8,12 100,06 104,5 Floral Floral
22 32,18 32,51 22,30 78,44 86,70 Melato Melato
23 52,37 22,98 35,75 63,85 72,33 Melato Melato
24 12,69 5,14 8,14 87,84 98,38 Floral Melato
25 44,73 3,83 24,0 59,83 78,38 Floral Floral

L: luminosidade (0 = preto, 50 = cinza, 100 = branco)
a: - 80 (verde) a +100 (vermelho)
b: - 100 (azul) a + 70 (amarelo)
∆E: diferença total de cor

da avaliação sensorial foram considerados reprodutíveis o
bastante para dar suporte à introdução de um sistema de
graduação de qualidade para o mel, baseado em medidas
objetivas e sensoriais7. Especificamente em relação à análise
sensorial de mel de melato, a literatura é escassa.

Em relação às medidas de cor L, a, b , ∆E e turbidez
(Tabela 9), para as 25 amostras analisadas foi realizado o teste
exato de Fisher para verificar se o grupo de mel floral e de
mel de melato estão associados com determinados valores me-
didos para estas variáveis. A partir das tabelas de contingência
a seguir, os seguintes estudos de dispersão de freqüência
puderam ser feitos.

Kirkwood White
L  ≤ 30 L > 30 L ≤ 30 L > 30

Floral 7 7 Floral 7 7

Melato 3 8 Melato 3 8

      p< 0,42      p< 0,42

De acordo com Kirkwood (1960)6 e com White
(1980)10, sete amostras de mel floral apresentaram luminosida-
de menor ou igual a 30 e sete maior que 30. Três amostras de
mel de melato apresentaram luminosidade menor ou igual a
30 e 8 amostras de mel de melato apresentaram luminosidade
acima de 30. Estes resultados não foram significativos ao nivel
de 5%. Da mesma forma, em relação a turbidez e à medida de
cor a, os resultados também não foram significativos,
demonstrando que estas características foram independentes
do tipo de mel.

Kirkwood White
a ≤  6,4 a > 6,4 a ≤ 6,4 a > 6,4

Floral 10 4 Floral 10 4

Melato 6 5 Melato 6 5

                   p< 0,44                                                  p< 0,44

Kirkwood White
b ≤ 18,4 b > 18,4 b ≤ 18,4 > 18,4

Floral 7 7 Floral 8 6

Melato 3 8 Melato 2 9

                    p<0,42                                                  p<0,1

Kirkwood White
turbidez

≤ 92 > 92
 turbidez
∆E ≤ 92 ∆E > 92

Floral 10 4 Floral 10 4

Melato 8 3 Melato 8 3

                       p<0,21                                                p<0,21
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Tabela 10. Valores médios (4 repetições) da cor instrumental
de misturas de mel floral (amostra 25) com de melato (amostra
23)

Floral+Melato (%) L A b ∆E Turbidez

100+0 44,73 3,83 24,10 59,83 78,38
95+5 46,26 3,69 24,91 58,75 81,22
90+10 35,51 4,14 20,28 67,74 86,00
85+15 41,83 4,26 23,31 62,85 85,57
85+15 R 38,52 4,56 22,13 65,21 84,17
80+20* 28,36 4,77 16,90 74,04 92,10
75+25 28,34 5,81 17,57 73,95 95,27
70+30 23,45 4,78 14,97 78,14 95,62

R= repetição
*= médias de 6 leituras

Tabela 11. Análise por Regressão Linear dos resultados da
análise de misturas de mel floral com mel de melato nas
proporções de 5, 10, 15, 20 e 25% de mel de melato

Variável Coeficiente Coeficiente Coeficiente
y  linear A regressão b Determinação r2

L 48,421 -0,8421* 0,8494
a 3,5180 0,06183 0,6430
b 25,9233 -0,3637* 0,8125

∆E 56,8827 0,7176* 0,8547
Turbidez 78,5160 0,6099* 0,9134

* Resultados significativos, indicando que para cada aumento de 1% de melato, há um
aumento ou diminuição de b unidades na variável y
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ABSTRACT. The paired comparison test and the instrumental determination of colour and turbidity were
applied to identify the presence of honeydew honey in various honey samples. The references used were a
pure floral honey and a pure honeydew honey. Mixtures containing both of them were made at the laboratory
to run the tests. The sensorial characterization showed the floral honey presented a more characteristic
flavor, less viscosity and it was sweeter than honeydew honey. The definitive test indicated that between 10
and 15% the mixture started to lose its characteristic flavor, became more viscous and sweeter than the floral
honey. In fact samples showed sensorial variability. The measure of colour was affected by the presence of
honeydew honey. Turbidity and luminosity did not show significant results.

KEY WORDS. Honey; honeydew honey; sensorial evaluation.

CONCLUSÕES

A análise sensorial não permitiu detectar a presença de
mel de melato no mel, em função da diferença entre as amostras
de mel floral, acarretando variação nos resultados. Devido a isto,
é necessário aumentar a amostragem em relação ao mel floral.

A medida de cor amarela b foi afetada pela presença de
mel de melato, sendo que valores superiores a 18,4 indicaram
a presença de melato nas amostras de mel analisadas. Porém,
nas misturas, o valor de b diminuiu à medida que aumentou a
quantidade de mel de melato.
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A turbidez e a luminosidade do mel floral foram
alteradas pela presença de mel de melato, porém de forma
insuficiente para permitir uma diferenciação entre estes dois
tipos de mel.
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Evaluation of the use of microtitre plate technique to determine the minimal
inhibitory concentration of isoniazid in Mycobacterium tuberculosis strains
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RESUMO. A técnica de microdiluição em placa, para determinação da concentração inibitória mínima, foi
comparada com as técnicas de macrodiluição em tubo e radiométrica. A padronização da microtécnica
visou sua utilização em ensaios de drogas alternativas e novos compostos com potencial ação antimicro-
biana contra o Mycobacterium tuberculosis. A droga utilizada, isoniazida, foi testada na cepa padrão
H

37
R

a
 e em 34 cepas de teste, sendo 26 sensíveis a isoniazida e oito resistentes, segundo perfil de

sensibilidade determinado pelo método da taxa de resistência. A comparação entre os métodos em
placa e o radiométrico resultou na concordância de 32 cepas e discordância de três. Estes dados indicam
que o método de microdiluição em placa é adequado para se testar o efeito de drogas ou compostos
químicos sobre o M. tuberculosis. A técnica é econômica, de fácil execução e não requer equipamento
para sua execução.

PALAVRAS-CHAVE.  Concentração inibitória mínima; Mycobacterium tuberculosis; resistência a
drogas; microdiluição em placa.

INTRODUÇÃO

A tuberculose, apesar de ser uma das doenças mais
antigas que acometem o homem, tem apresentado novos desa-
fios ao mundo moderno, de modo que novas metodologias
precisam ser desenvolvidas para serem aplicadas pelos labo-
ratórios.

Atualmente, o que mais preocupa as autoridades de
saúde em relação à tuberculose é a questão da resistência às
drogas correntemente utilizadas no tratamento.

1
Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz

* Endereço para correspondência: Instituto Adolfo Lutz – Laboratório Central – Seção de Bacteriologia – Av. Dr. Arnaldo, 355 – 01246-902 – São Paulo – SP

Os métodos laboratoriais convencionais de determina-
ção da sensibilidade às drogas das cepas de Mycobacterium
tuberculosis demandam um tempo excessivo para a obtenção
do resultado. Por outro lado, os métodos mais modernos e
eficientes como, por exemplo, o método radiométrico1,2,3,4,5 e
Mycobacteria Growth Indicator Tube6, apresentam custo
elevado inviabilizando sua utilização de maneira ampla e
descentralizada, especialmente em países pobres onde a tuber-
culose e, freqüentemente, o problema da resistência são mais
agudos e com maior amplitude.

Rev. Inst. Adolfo Lutz,
59(1/2):16-19, 2000 ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE
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A necessidade de novas drogas ativas é urgente e tem
causado renovado interesse, tanto em testar moléculas deriva-
das de tuberculostáticos já conhecidos7, quanto na busca de
novas substâncias isoladas de extratos de vegetais8 ou de
fermentação microbiana.

O Brasil, com sua enorme biodiversidade, apresenta
grande potencial para a descoberta de novas moléculas ativas
em micobactérias e outros agentes infecciosos. A quantidade
de substâncias candidatas a serem uma nova droga para
tratamento da tuberculose é enorme. Desta forma, será impor-
tante a utilização de um teste para esta triagem que apresente
rapidez, simplicidade e que seja padronizado, além de condizen-
te com as condições de infra-estrutura do país.

Por não haver método convencional padronizado para
as novas drogas, ou mesmo para algumas das drogas alternativas
do tratamento da tuberculose, é que a utilização de metodologia
que determine a concentração inibitória mínima (CIM) é a mais
indicada.

O método de determinação de CIM por microdiluição
em placa tem sido empregado para determinar o perfil de
resistência de micobactérias a antimicrobianos. Em decorrên-
cia da simplicidade tecnológica e baixo custo, o teste contém
alto potencial de utilização universal9,10,11,12.

O objetivo do presente estudo foi padronizar a técnica
de microdiluição em placa, visando sua utilização em ensaios
de drogas alternativas e novos compostos contra o
Mycobacterium tuberculosis, bem como sua comparação com
os métodos radiométrico e macrodiluição, em tubo, já
padronizados, e que utilizam meio líquido13.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Microrganismos
Foram utilizadas, para os testes, a cepa padrão avirulenta,

de Mycobacterium tuberculosis H
37

R
a
 (ATCC25177) e 34

cepas de M.tuberculosis de isolamentos clínicos realizados
no Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz. As cepas
possuíam seu perfil de sensibilidade a isoniazida previamente
determinado pelo método da taxa de resistência, método
convencional em meio sólido, tendo sido incluídas 26 sensí-
veis e oito resistentes. A cepa padrão também mostrou-se
sensível. A partir de culturas em meio sólido Lowenstein-Jensen,
as cepas foram cultivadas em meio líquido Middlebrook 7H9
adicionado de enriquecimento Albumina-Dextrose-Catalase
(ADC), incubada a 37°C por 7 dias. A padronização do inóculo
foi obtida por novo subcultivo em meio líquido Middlebrook
7H9, sendo o crescimento bacteriano medido diariamente em
espectrofotômetro utilizando-se comprimento de onda de 540 l,
até que a suspensão bacteriana atingisse leitura equivalente a
108 unidades formadoras de colônias. A suspensão resultante
foi diluída a 1:10 e 1:100 com água destilada, sendo as duas
diluições utilizadas como suspensão padronizada para inocula-
ção nas três técnicas testadas.

2. Antimicrobiano
A isoniazida (INH) foi utilizada como agente inibitório

do crescimento bacteriano, nas concentrações de: 0,025; 0,05;
0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 µg/ml.

3. Definição da Concentração Mínima Inibitória (CIM)
A CIM foi definida como a menor concentração da droga

na qual não se observou crescimento bacteriano. A cepa foi
considerada sensível à isoniazida quando apresentou CIM
menor do que 0,2 µg/ml.

3.1 Método clássico de determinação da Concentração
Mínima Inibitória (CIM) em meio líquido

Empregou-se a técnica descrita por Ericsson e Sheris13

sendo utilizados tubos com 5 ml de caldo Middlebrook 7H9
enriquecido com ADC contendo as diferentes concentrações
de INH, bem como tubos controles sem INH. Os tubos foram
inoculados com 0,5 ml da suspensão bacteriana padronizada.
A leitura foi realizada pela verificação visual do crescimento
bacteriano após 17 dias de incubação a 37°C.

3.2 Método de determinação de CIM em placa de
microdiluição

Em placas estéreis de 96 orifícios foram distribuídos
100 µl de meio Middlebrook 7H910. Na linha A da placa foi
adicionado 100 µl de uma solução INH com concentração de
3,2 µg/ml. Em seguida, com uma pipeta de microdiluição de
12 canais foram feitas as diluições seriadas, transferindo-se
100 µl da linha A para a linha B, e assim sucessivamente até a
linha G da placa, sendo que a última linha H foi deixada sem
droga, utilizada como controle do crescimento bacteriano.
Foram inoculados 10 µl da suspensão bacteriana padronizada
em cada um dos orifícios da placa. A placa foi selada com um
filme selador, e incubada por 20 dias e a leitura feita visual-
mente.

3.3 Método de determinação de CIM utilizando o método
radiométrico

A técnica utilizada é a descrita por Siddiqi, S.H. et al.3. A
partir de uma solução de Isoniazida 1% foram feitas diluições
até obter as concentrações necessárias para que ao se adicionar
ao frasco de meio 7H12 (BACTEC 12B, Becton Dickinson
Diagnostic Instruments Systems, Sparks, Md), que contém 4 ml
de meio, fosse atingida a concentração final desejada. Aos tubos
contendo 4 ml de 7H12 foram adicionados 0,1 ml de solução
de INH. Em cada frasco de meio 7H12 foi inoculado 0,1 ml da
suspensão bacteriana padronizada. O frasco foi incubado a 37°C
e a leitura em equipamento BACTEC 460TB (Becton Dickinson,
Sparks, Md) foi feita diariamente, sendo o crescimento expresso
em índice de crescimento (GI). Por esta técnica está
padronizado que quando o GI atinge valores entre 400 e 600, a
suspensão bacteriana pode ser então empregada para a realização
de testes de avaliação de efeito de antimicrobianos. Os frascos
contendo INH foram inoculados com 0,1 ml desta suspensão
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bacteriana e também em um frasco sem droga que foi utilizado
como controle do crescimento bacteriano. O controle foi
inoculado com a suspensão bacteriana diluída 1:100. Os frascos
foram incubados a 37°C e as leituras feitas no equipamento
BACTEC diariamente, a partir do terceiro dia de incubação, até
que o frasco controle apresentasse leitura de GI igual a 30. No
dia que o GI atinge o valor maior ou igual a 30, calcula-se o ∆
GI, sendo o ∆ GI calculado com dados do dia anterior3.

3.4 Método de determinação de CIM utilizando corante
Alamar Blue

Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 orifícios
preparadas de maneira similar ao método de determinação de
CIM9. O crescimento de M.tuberculosis foi detectado após a
adição de um corante indicador de óxido redução, o Alamar
Blue9. Neste método, a placa é preparada de modo que cada
orifício contém um total de 200 µl da mistura de meio de cultura,
droga e suspensão bacteriana. Após 15 dias de incubação, foi
adicionado a cada orifício 25 µl de Alamar Blue, preparado em
solução 1:1 de tween 80 a 10%. A placa foi reincubada por 24
horas, sendo, então, observado o aparecimento de cor. Nos
orifícios cuja cor do corante mudou para rosa o teste foi
considerado positivo e negativo se a cor permaneceu azul.

RESULTADOS

As oito cepas resistentes pelo método convencional
apresentaram-se resistentes nos métodos de placa e radiomé-
trico, enquanto que no método em tubo 6 cepas tiveram resulta-
do discordante. Das 27 cepas sensíveis, duas tiveram resultado
discordante no método de placa, apresentando concentrações
inibitórias mínimas maior ou igual a 0,2 µg/ml, enquanto que
os métodos radiométrico e de tubo apresentaram uma cepa
discordante.

Na Tabela 1 estão apresentados os resultados das con-
centrações inibitórias mínimas obtidas nos três métodos testa-
dos, mostrando que:

• a comparação dos resultados dos métodos em placa
e radiométrico evidenciou 32 cepas concordantes e
três discordantes, enquanto que a microdiluição quan-
do comparada com a macrodiluição resultou em 26
cepas concordantes e 9 discordantes.

• o método radiométrico em comparação ao método
em tubo apresentou 27 resultados concordantes e 8
discordantes.

A avaliação de sensibilidade, especificidade e valor
preditivo positivo dos métodos testados em relação ao método
convencional estão apresentados na Tabela 2.

A Figura 1 apresenta a comparação dos resultados de
CIM entre os métodos radiométrico e de placa, mostrando boa
correlação entre os dois métodos.

A análise do tempo decorrido, para cada teste, na obten-
ção de resultado, mostrou que o método radiométrico foi o mais
rápido, requerendo sete dias, sendo que para os métodos em

tubo e em placa foram necessários 17 e 20 dias respectivamente.
A utilização do corante Alamar Blue melhorou a visuali-

zação do crescimento bacteriano, e os resultados obtidos com
e sem adição do Alamar Blue foram concordantes.

Tabela 2. Sensibilidade, especificidade e valor preditivo positi-
vo dos métodos de placa, radiométrico e tubo em relação ao
método convencional

Placa Radiométrico Tubo

Sensibilidade 93 96 93
Especificidade 86 87 25
Valor preditivo positivo 96 96 81

∇ cepas resistentes pelo método convencional
• cepas sensíveis pelo método convencional
♦ cepas com resultados discordantes entre os métodos radiométrico e em

placa

Tabela 1. Comparação das Concentrações Inibitórias Mínimas
(µg/ml) da Isoniazida, de cepas sensíveis e resistentes, obtidas
nos três métodos

cepas sensíveis n = 27 cepas resistentes n = 8

n° cepas placa radiom. Tubo n° cepas placa radiom. tubo

8 0,050 0,050 0,050 1 1,600 0,4000,10
4 0,025 0,025 0,025 2 1,600>0,400 0,05
5 0,025 0,050 0,025 1 1,600 0,4000,05
2 0,025 0,025 0,050 1 0,025 0,0250,10
2 0,025 0,050 0,050 1 0,400>0,400 0,80
2 0,025 0,050 0,100 1 0,400>0,400 0,40
1 0,025 0,050 0,200 1 0,400 0,400 0,05
1 1,600 0,025 0,050
1 1,600 0,050 0,050
1 0,025 >0,400 0,025

Valores grifados indicam discordância de valores em relação aos outros
métodos

Figura 1. Comparação das Concentrações Inibitórias Mínimas
de Isoniazida obtidas nos métodos de placa e radiométrico
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DISCUSSÃO

A necessidade de padronização de um teste simples e
econômico para determinação de concentração inibitória
mínima de novas drogas e de drogas alternativas ao tratamento
de primeira linha da tuberculose, e de novas moléculas ativas
com potencial atividade sobre o M. tuberculosis, nos levaram
a avaliar o método de microdiluição em placa, comparando-o
com o método convencional e padronizado para determinação
de sensibilidade às drogas, o método da taxa de resistência.
Como o método em placa utiliza meio líquido, havia a necessi-
dade de ser comparado, portanto, com métodos padronizados
que utilizassem meio líquido, e por esta razão foi comparado
com os métodos radiométrico e o de diluição em tubo.

A avaliação da sensibilidade, especificidade e valor
preditivo positivo evidenciaram que os métodos de placa e
radiométrico apresentam valores muito equivalentes, sendo
que o método em tubo apresentou desempenho insuficiente
nos valores de especificidade e de valor preditivo positivo. Os
valores de sensibilidade mostraram-se altos para os três méto-
dos, 93 a 96%, no entanto os valores de especificidade foram
mais baixos, 86% para placa, 87% para radiométrico, sendo
que o método em tubo apresentou valor de especificidade
extremamente baixo, 25%. O valor preditivo positivo foi muito
bom para os métodos em placa e radiométrico (96%) e baixo
para o método em tubo (81%). O coeficiente de Kappa, calcula-
do para o método em placa foi de 0,70 recebendo a classifica-
ção de substancial e para o método radiométrico o coeficiente
apresentou o valor de 0,84 recebendo a classificação de quase
perfeito. Esta análise estatística dos dados foi realizada com o
auxílio do programa EPI-INFO, versão 6.04b (Center for
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, E.U.A.)

Por esta análise conclui-se que os métodos em placa e
radiométrico são os que apresentaram melhores resultados,
sendo que em relação às discordâncias, os dois métodos foram
totalmente comparáveis, o método radiométrico resultou em
dois discordantes e o de placa três.

O método em tubo, além de ser muito trabalhoso, acarre-
ta erros maiores de diluição das drogas, e os resultados mostra-
ram menor concordância.

Os métodos radiométrico e em placa mostraram-se
mais adequados para a determinação de CIM. No entanto o
radiométrico apresenta custo elevado para as condições labora-
toriais de países em desenvolvimento, exigindo, ainda, equipa-
mento específico, fator limitante em muitos laboratórios. Além
disso, utiliza materiais importados e radioativos, acarretando
dificuldades de aquisição e descarte dos mesmos.

O método em placa apresenta várias vantagens como:
baixo custo, não exigir equipamento específico para sua realiza-
ção e não utilizar material importado ou radioativo.

O método radiométrico, no presente estudo, apresentou
um tempo de obtenção do resultado reduzido em 10 dias em
relação ao método em placa.

Apesar de outros estudos mostrarem que os resultados
utilizando-se o método em placa podem ser obtidos em 7 a 10
dias9,10, no presente trabalho o retardamento no crescimento
bacteriano ocasionou um acréscimo de dias para a obtenção
dos resultados. Isto pode ser devido à característica intrínseca
do Mycobacterium tuberculosis, que apresenta tempo de
crescimento em meio de cultura bastante variável.

Os dados obtidos neste estudo indicam que o método
de microdiluição em placa é adequado para determinação da
CIM, testar a sensibilidade do Mycobacterium tuberculosis
frente a diferentes drogas e principalmente é prático e econô-
mico, podendo ser utilizado em larga escala em laboratórios
de países com baixos recursos tecnológicos.
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ABSTRACT. The microtitre plate method used to determine the minimal inhibitory concentration has been
compared with the method of tube macrodilution and the radiometric method, for the purpose of evaluating
this method in testing second-line drugs and new compounds which may have a potential effect against
Mycobacterium tuberculosis. The drug used was isoniazid and 34 strains were tested, besides the standard
strain H

37
R

a
. Out of those strains, 26 were sensitive to isoniazid and eight were resistant to it. The results

obtained showed that the plate method gave 32 concordant results and three discordant ones. There was
a good correlation between the results of these methods and the results of the radiometric method. The
sensitivity and specificity of this method were good, being very similar to the ones for the radiometric
method. The conclusion is that the microdilution plate method is appropriate to test the effect of drugs or
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RESUMO. Patulina é uma micotoxina produzida por várias espécies de fungos (Penicillium, Aspergillus
e Biossochlamys), principalmente pelo Peniccillium expansum, fungo presente nas maçãs podres. É
um composto tóxico, que em experimentos com animais tem demonstrado ter atividade mutagênica,
carcinogênica e teratogênica. O conteúdo de patulina em suco de maçã é um bom indicador da qualidade
das maçãs utilizadas no processamento. Treze marcas comercializadas em Belo Horizonte / Minas Gerais
foram coletadas entre março e setembro de 1999. A metodologia utilizada foi a cromatografia líquida
de alta eficiência (CLAE) em fase reversa. Patulina foi extraída com acetato de etila e o extrato foi
purificado por partição com solução de carbonato de sódio. A separação e quantificação foi realizada
em um cromatógrafo líquido por meio de uma coluna de fase reversa C

18
 (3 µm) e detetor de ultravioleta

a 278 nm. Patulina e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) foram completamente separados utilizando como
fase móvel 0,8% tetrahidrofurano em água contendo 0,02% de azida de sódio em uma vazão de 0,5 mL/minuto.
O limite de detecção foi < 5 µg/L. Foram obtidos recuperações média de patulina superiores a 73% e
coeficientes de variação menores que 7%. Patulina foi detectada em apenas uma amostra (10 µg/L). Apesar
da baixa incidência de patulina em suco de maçã neste estudo, autoridades brasileiras de saúde devem
continuar a monitorar estes produtos.
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INTRODUÇÃO

Patulina é um metabólito secundário produzido por
várias espécies de Penicillium, Aspergillus e Biossochlamys,
em condições de alta atividade de água (0,95-0,99) e tempera-
tura de 0-31° C e que podem contaminar frutas e alguns vege-
tais10,20,23.

Patulina é tóxica e produz tumores em ratos no local de
aplicação quando injetado por via subcutânea8, tendo
demonstrado atividade mutagênica, carcinogênica e teratogêni-
ca em vários experimentos com animais7, 17.

Os alimentos mais susceptíveis à contaminação por
patulina na dieta humana são as maçãs e seus produtos (purê e
sucos)24. Embora a contaminação com patulina esteja primaria-
mente associada com áreas de tecido podre, ela pode penetrar
cerca de 1 cm em região sadia da fruta16,26. Desta forma, a
determinação de patulina pode ser utilizada como um indicador
de qualidade em sucos de maçãs processados e produtos de
frutas, desde que quantidade apreciável de toxina possa estar
presente no alimento5.

Admitindo a toxicidade da patulina, autoridades de saúde
de diversos países têm estabelecido uma concentração máxima
de 50 µg/L, em suco de maçã convenientemente diluído para
consumo. A Organização Mundial de Saúde tem adotado o
mesmo nível9. O Brasil não tem legislação que estabeleça níveis
permitidos de patulina em alimentos.

Estudos conduzidos em diferentes países revelaram uma
incidência de patulina, principalmente em produtos de maçã,
em níveis geralmente baixos12,19,22,28 e ocasionalmente eleva-
dos5.

Os métodos que têm sido desenvolvidos para
quantificação de patulina em suco de maçã incluem principal-
mente cromatografia em camada delgada (CCD)11,21 e cromato-
grafia líquida de alta eficiência (CLAE)14, 18, 27.

Entretanto, substâncias interferentes co-extraídas,
como o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), têm afetado a quanti-
ficação de patulina em suco de maçã e devem ser considerados
na metodologia analítica empregadas rotineiramente, principal-
mente porque os níveis de 5-HMF são o dobro ou o triplo dos
níveis normalmente detectados de patulina2,12.

O objetivo deste trabalho foi verificar os níveis de
patulina, em suco de maçã consumidos no Brasil, por cromato-
grafia líquida de alta eficiência.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Amostragem e tratamento da amostra
Todas as marcas disponíveis de suco de maçã foram

coletadas em supermercados de Belo Horizonte/MG, no perío-
do de março a setembro de 1999. As amostras foram utilizadas
diretamente para análise ou previamente centrifugadas a 4000
rpm por 15 minutos e diluídas como recomendado para
consumo. As análises foram efetuadas em triplicata.

2. Metodologia
2.1 Dissolução do padrão e determinação da concen-

tração da solução padrão de patulina
Foi dissolvido 5 mg de patulina (Sigma) em 25 mL de

acetato de etila. Pipetou-se 250 µL para balão volumétrico de
5 mL e o solvente foi evaporado até secura em atmosfera de
nitrogênio. Imediatamente adicionou-se álcool etílico absoluto,
agitou-se em ultra-som e completou-se o volume com álcool
etílico absoluto. A partir do registro do espectro na região do
ultravioleta da solução padrão, foi lida a absorvância a 278 nm
(pico máximo) e determinada a concentração de patulina a par-
tir de seu peso molecular (154) e absortividade molar, 14601,9.

2.2 Determinação da recuperação de patulina adicio-
nada ao suco de maçã
Amostra de suco de maçã, isenta de patulina, foi conta-

minada, em triplicata, em quantidades variáveis de solução
padrão de patulina (10,72 a 85,72 µg/L), cuja concentração
foi determinada como descrito no item 2.1. Em seguida
procedeu-se a extração da patulina.

2.3 Determinação de patulina em suco de maçã
Foi utilizado o método descrito por Brause et al.4. A

patulina foi extraída com acetato de etila e purificada por parti-
ção com solução de carbonato de sódio. O resíduo de água do
extrato da amostra foi removido com sulfato de sódio anidro
e, após evaporação do acetato de etila, a patulina foi determi-
nada por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção
a 278 nm. A identificação da patulina foi feita comparando-se
o tempo de retenção e os espectros obtidos no detetor por
arranjo de diodos das soluções padrões de patulina e soluções
das amostras. Para limpeza da coluna, 50 µL de solução acética
ácida (pH = 4) foi injetada entre repetições de cada amostra.
A determinação foi feita em triplicata e cada repetição foi
injetada duas vezes.

2.4 Instrumental
2.4.1 Cromatógrafo líquido de alta eficiência
Foi utilizado o equipamento Shimadzu, modelo LC-

10AD, equipado com injetor automático (50 µL), detetor de
ultravioleta SPD-10AV e detetor por arranjos de diodos para
confirmação de patulina.

2.4.2 Coluna
A coluna utilizada foi a de fase reversa Techsphere C

18
,

250 mm x 4,6 mm diâmetro interno, de 3 µm o diâmetro da
partícula, operada a 30°C e precedida por uma coluna de guarda
C

18
 de 25 mm x 4,6 mm o diâmetro interno. Após as injeções

no final do dia, a coluna era lavada com acetonitrila: água
(60:40) por 2 horas para limpeza.

2.4.3 Fase móvel
Solução aquosa de tetrahidrofurano 0,8% contendo

0,02% de azida de sódio, filtrada previamente em membrana
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de celulose regenerada de 0,45 µm e 15 mm de diâmetro, a uma
vazão de 0,5 mL/min. Os solventes utilizados eram grau
cromatografia líquida e a água foi purificada pelo sistema de
ultrafiltração (Barnstead). Durante toda a análise era borbulha-
do gás hélio na fase móvel.

2.5 Verificação da eficiência da coluna para separação
de patulina e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)
Transferiu-se 100 µL da solução padrão de patulina e

100 µL da solução de 5-HMF (5 mg/25 mL acetato de etila)
para um balão volumétrico de 10 mL. Evaporou-se até resíduo
em atmosfera de nitrogênio e diluiu-se com solução acética
ácida (pH = 4). Injetou-se então 50 µL dessa solução no
cromatógrafo líquido15.

2.6 Cálculo
A quantificação de patulina foi feita por padronização

externa, utilizando-se uma curva padrão com soluções
contendo 0,0625, 0,125, 0,25, 0,50 e 1,0 ng/µL de patulina,
preparadas em solução acética ácida (pH = 4). A partir do
cálculo da área do pico da patulina do extrato da amostra e das
soluções padrão, foi calculado o teor de patulina na amostra.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Separação entre patulina e 5-HMF
Pelos cromatogramas apresentados nas Figuras 1 e 2,

observa-se que a fase móvel e a coluna utilizada, com o
diâmetro da partícula de 3 µm, possibilitaram uma última
separação entre patulina e 5-HMF. Os tempos de retenção
foram 16,34 e 19,21 minutos, para 5-HMF e patulina, respec-
tivamente.

3.2 Recuperação
Os resultados de recuperação e coeficientes de variação

estão apresentados na Tabela 1. Observa-se que os valores de
recuperação variaram de 73,8 a 78,3% e os coeficientes de varia-
ção (C.V.) de 1,8 a 7,0%, demonstrando a adequação do método
na quantificação de patulina em suco de maçã. Segundo Horwitz
et al.15, valores de recuperação acima de 70% e C. V. até 30%
são aceitáveis para qualquer contaminante ao nível de µg/Kg. O
valor médio de recuperação para patulina (76,1%) pode ser expli-
cado, em parte, porque a vitamina C, componente do suco de maçã,
na forma natural ou adicionado, parece reagir com patulina3,4.

3.3 Ocorrência
Foram analisadas 13 amostras de suco de maçã e a

patulina foi detectada em apenas uma amostra, com uma
concentração de 10 µg/L (Tabela 2). A baixa incidência de
patulina pode ser devido à presença de vitamina C ou dióxido
de enxofre, normalmente encontrados no suco de maçã e que
reagem com a patulina3,4,6. Sylos e Rodriguez-Amaya25, em
1999, também detectaram patulina em apenas uma amostra de
suco de maçã de 30 comercializadas, em Campinas, SP.
Entretanto, Mancnisky e Mídio19 analisaram no período de
janeiro/1992 a abril/1993, 76 amostras de suco de maçã coleta-
das na cidade Maringá (Paraná) e detectaram patulina em 15
(21%), com média de 15,38 µg/L e faixa de concentração de
6,4–77,5 µg/L. Essa variação nos níveis de contaminação de
patulina em suco de maçã no Brasil revelam a necessidade da
continuidade do monitoramento pelas indústrias e órgãos de
fiscalização, uma vez que a presença de patulina decorre do
crescimento de fungos em maçãs podres durante o armazena-
mento26. Todos os trabalhos citados utilizaram como metodolo-
gia de análise a cromatografia líquida de alta eficiência.

Figura 1. Cromatograma característico de (A) padrão de patulina (B) padrão de 5-hidroximetilfurfural. Condições
cromatográficas: coluna C

18
 (3µ), 250 mm x 4,6 mm; guarda coluna C

18
 de 25 mm x 4,6 mm; Fase móvel: 0,8% tetrahidrofurano

em água com 0,02% azida de sódio; Vazão: 0,5ml/min; Detecção: 278 nm
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Os níveis de contaminação de patulina em suco de maçã
consumidos no Brasil são inferiores quando comparados aos
descritos em outros países. Na Austrália, Burda5 e Watkins et
al.28 detectaram patulina em 58% e 65% das amostras analisa-
das, respectivamente. Cerca de 50% das amostras contamina-
das apresentavam níveis de patulina superiores a 50 µg/L. Na
Espanha, Prieta et al.22 detectaram patulina em 82% das
amostras, sendo que em 75% a concentração foi inferior a 10
µg/L. Trabalhos desenvolvidos por Gokmen e Acar12,13 na
Turquia revelaram presença de patulina em suco de maçã, na
quase totalidade das amostras.

Figura 2. Cromatograma característico de (C) Mistura de 5-hidroximetilfurfural e patulina (D) Suco de maçã naturalmente
contaminado. Condições cromatográficas: coluna C

18
 (3µ), 250 mm x 4,6 mm; guarda coluna C

18
 de 25 mm x 4,6 mm; Fase

móvel: 0,8% tetrahidrofurano em água com 0,02% azida de sódio; Vazão: 0,5ml/min; Detecção: 278 nm

Tabela 1. Recuperação e coeficientes de variação de patulina
em suco de maçã

Nível de Valor Coeficiente
Contaminação Encontrado Média Recuperação1

de Variação
(µg/L) (µg/L) (µg/L) (%) (%)

8,20
10,72 8,00 8,4 78,30 5,6

8,90

16,97
21,43 16,36 16,7 77,90 1,8

16,68

30,00
42,86 34,40 32,6 76,00 7,0

33,36

56,90
76,40 59,00 56,4 73,80 5,1

53,30

66,80
85,73 62,49 63,8 74,50 4,0

62,22

1
 Recuperação Média: 76,1% CONCLUSÃO

Os resultados obtidos parecem indicar que a contami-
nação de sucos de maçã por patulina no Brasil é baixa.
Entretanto, como os levantamentos realizados ainda são
poucos e existe a possibilidade de variações devido à matéria
prima utilizada, a real dimensão do problema somente será
conhecida após monitoramento por um período maior de
tempo e com a participação de outros grupos de pesquisa de
outros estados.
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Tabela 2. Niveis de patulina em amostras de suco de maçã
coletadas em Belo Horizonte/Minas Gerais, em 1999

Marca Origem Embalagem Resultado1 Presença de
(µg/L) vitamina C

A México Lata ND S
B México Tetra Pak ND S
C México Tetra Pak ND S
D Coréia Lata ND S
E Portugal Tetra Pak ND S
F Argentina Tetra Pak ND S
G Bahia Tetra Pak ND S
H Rio de Janeiro Tetra Pak ND S
I Minas Gerais Tetra Pak 10,0 S
J Rio Grande do Sul Tetra Pak ND S
L São Paulo Tetra Pak ND S
M Ceará Vidro ND N
N Rio Grande do Sul Tetra Pak ND S

1 Triplicata
ND - Não Detectado. Limite de Detecção: < 5 µg/L
S: Sim; N: Não
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ABSTRACT.  Patulin is a mycotoxin produced by several species of moulds (Penicillium, Aspergillus and
Bissochlamys), but mainly by the apple-rotting fungus Penicillium expansum. Patulin is a highly toxic
compound that has been shown to be mutagenic, carcinogenic and teratogenic in experiments with animals.
The patulin content of apple juice is a good indicator of the quality of the apples used in the process.
Thirteen brands were collected from retail markets in the city of Belo Horizonte, state of Minas Gerais,
Brazil, between March and September 1999. A rapid reversed-phase liquid chromatographic determination
of patulin was used. Patulin was extracted with ethyl acetate and the extract was cleaned up by partition
with sodium carbonate solution. The identification and quantification of patulin was determined by C

18

reversed phase column (3 µm) and a variable-wavelength UV-VIS detector set at 278 nm. Patulin and 5-
hydroxymethylfurfural were completely resolved by using 0,8% tetrahydrofuran in water containing 0,02%
sodium azide as the mobile phase at a flow rate of 0,5 mL/min. The detection limit was < 5 µg/L. Average
recoveries greater than 73% of patulin and coefficients of variation of less than 7% were obtained. Patulin
was detected in only one sample (10 µg/L). Although the incidence of patulin in apple juice in the present
study was low, Brazilian health authorities should continue monitoring these products.
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RESUMO. Considerando a escassez de informações em relação às condições de saúde e nutrição dos pré-
escolares da Calha do Rio Negro, avaliou-se 109 dietas de pré-escolares de Barcelos e 06 da área indígena
de Ajuricaba-AM, por meio da análise química e percentual de adequação em relação aos valores
recomendados pelo National Academy of Sciences/National Research Council (NAS/NRC). Verificou-se
que os alimentos freqüentemente consumidos foram: farinha de mandioca, pão, peixe, arroz, bolacha doce,
feijão, café, banana e outros, com uma freqüência inferior a 10%. As dietas analisadas apresentaram uma
adequação energética média de 21,5% e 10%, proteína de 57,9% e 76% para as dietas dos pré-escolares de
Barcelos e Ajuricaba respectivamente.
Os elementos minerais Ca, Zn e K apresentaram uma adequação inferior a 40%; ferro próximo a 40% e
valores superiores a 100% para Na e Mo na dieta de Barcelos. De acordo com os resultados obtidos,
conclui-se que o consumo de frutas e verduras não faz parte do hábito alimentar dos pré-escolares
ribeirinhos, o aporte energético é limitante, seguido do cálcio, zinco e ferro e a dieta não atende às
recomendações preconizadas para a maioria dos nutrientes estudados.
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INTRODUÇÃO

As deficiências nutricionais ocorrem em todo o mundo,
atingindo principalmente os países em desenvolvimento e
regiões onde a fome e a alimentação inadequada imperam com
freqüência. Por sua vez, a avaliação dietética é um dos parâme-
tros importantes para se traçar o perfil nutricional de um grupo
populacional, pois por meio desses estudos, pode-se obter a
identificação de grupos de alto risco e monitoramento de
programas apropriados de intervenção nutricional15.

No Brasil, as informações sobre consumo alimentar da
população, indicador de grande importância para o conhecimento
da cadeia causal da desnutrição, são escassas e a melhor fonte
de dados baseia-se, principalmente, em alguns inquéritos de
abrangência nacional, realizados pela Fundação Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatística entre 1974-7512, 1987-
8813 e 1995-199614. Mais recentemente, por meio de um estudo
multicêntrico, levantou-se o consumo alimentar em 6 cidades
brasileiras, demonstrando que as famílias com renda de até dois
salários mínimos nos Municípios de Campinas, Ouro Preto, Rio
de Janeiro e Goiânia apresentaram risco nutricional de macro e
micro nutrientes com ênfase para cálcio, ferro, retinol e
vitamina B

2
, e índices de inadequação de 20 até 70%20. Outros

estudos demonstram que a alimentação é inadequada em
cálcio11,22,24,30, zinco11,19,21,31, ferro9,21,22,30 e selênio7,11, exceto para
a região de Manaus11,32 e Santa Catarina II11, cujas concentrações
de selênio superam as recomendações da NAS/NRC25.

Entretanto, quando se fala na avaliação de macro e
microelementos minerais, a avaliação dietética por meio de
inquéritos e tabelas de composição de alimentos torna-se pouco
satisfatória, pois sabe-se que a informação obtida por este
método não proporciona dados reais sobre o consumo destes
nutrientes, sendo, portanto, recomendada a análise química
laboratorial da porção em duplicata da dieta consumida1.

No Amazonas, há uma grande lacuna de informações,
em especial da alimentação dos pré-escolares da área rural de
Manaus, dada a dificuldade de acesso e apoio logístico, bem
como sua diversidade regional com características específicas
de cada um dos Ecossistemas Amazônicos. Dessa forma, a
presente proposta teve como objetivo avaliar quali e quantitati-
vamente a dieta dos pré-escolares do Município de Barcelos e
Ajuricaba – Estado do Amazonas.

MATERIAL E MÉTODOS

O estudo foi realizado em Barcelos, maior Município
do Estado do Amazonas, com uma área de 89.572 km2 e uma
população de 10.856 habitantes, o que configura uma densidade
demográfica de 0,12 hab./km2. Situa-se na margem direita do
Rio Negro, afluente do Rio Amazonas, a 40 m acima do nível
do mar, distando da capital do Estado 396 km em linha reta e
496 km por via fluvial. Localiza-se ao Norte do Estado do Ama-
zonas, limitando-se com os Municípios de Novo Airão, Coda-
jás, Moura, Santa Isabel do Rio Negro, com o Estado de Rorai-

ma e República da Venezuela a 0°58’01'’ de Latitude Sul e
62°56’00”de longitude a Oeste de Greenwich26.

De um universo de 312 pré-escolares estudados do
Município de Barcelos-AM, envolvendo a área urbana e rural,
coletou-se de uma sub-amostra de dietas de 109 crianças, por
meio da porção em duplicata de um dia, incluindo todas as
refeições inclusive os líquidos consumidos e 06 dietas da área
indígena de Ajuricaba-AM. As dietas foram congeladas em
freezer a –15°C e transportadas até o Laboratório de Nutrição
e Físico-Química de Alimentos, do Instituto Nacional de Pes-
quisas da Amazônia, onde procedeu-se a secagem em estufa
com circulação de ar forçada a 60°C até peso constante a fim
de determinação da umidade. Em seguida, as dietas secas foram
pulverizadas e analisadas quimicamente, com quantidades espe-
cíficas para cada análise, conforme descrição nos diferentes
métodos utilizados4,5,33.

Uma alíquota da dieta foi encaminhada à Supervisão de
Radioquímica do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nuclea-
res – Comissão Nacional de Energia Nuclear (IPEN–CNEN),
para a determinação dos teores de elementos minerais pela
técnica de Análise por Ativação com Nêutrons Instrumental,
descrito no trabalho de Yuyama et al.33.

As demais análises foram realizadas no Laboratório de
Nutrição e Físico-Química de Alimentos do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazônia – INPA. A determinação da compo-
sição centesimal em triplicata seguiu as recomendações da
AOAC5, a fração fibra (solúvel e insolúvel) o método enzímico-
gravimétrico de Asp et al.4, e o percentual de adequação
tomando-se como referencial crianças na faixa etária de 4 a 6
anos, de acordo com as recomendações da NAS/NRC25. O valor
energético da dieta foi calculado a partir dos teores da fração
protéica, lipídica e nifext, utilizando-se os coeficientes especí-
ficos que levam em consideração o calor de combustão 4,0;
9,0 e 4,0 kcal respectivamente.

RESULTADOS

Uma característica importante da dieta analisada foi o
alto consumo de farinha de mandioca, hábito típico da popula-
ção amazonense, em especial do interior, com uma freqüência
de 68,0%, seguido do pão (54,0%), peixe (50,5%), arroz
(46,0%), bolacha (30%), feijão (27,5%), café (26%), banana
(14,0%), ovo (10%) e leite (9,0%) (Figura 1), enquanto que a
dieta da área indígena apresentou maior freqüência no consumo
de carne de caça (100%) e de farinha de mandioca (66,6%),
seguido de beiju (33,3%), mamão e jerimum (6,6%) (Figura 2).

Quanto à composição centesimal das dietas analisadas,
observou-se um maior teor de proteína e fibra alimentar total
na alimentação consumida pelos pré-escolares de Ajuricaba–
AM. (Tabela 1).

O consumo “per capita” diário de nutrientes, adequação
protéica, energética e mineral de Barcelos e Ajuricaba-AM,
encontram-se na Tabela 2.
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Figura 2. Freqüência de consumo de alimentos da dieta dos pré-escolares da área indígena de Ajuricaba-AM
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Figura 1. Freqüência de consumo de alimentos da dieta dos pré-escolares de Barcelos-AM

Tabela 1. Composição centesimal e energia da dieta1 de pré-
escolares de Barcelos e Ajuricaba-AM

Constituintes
Valores médios

Barcelos Ajuricaba

Umidade (%) 69,7 50,3
Nifext (%)* 21,6 19,0
Proteína (%) 4,5 21,8
Lipídio (%) 2,3 5,8
Cinza (%) 1,0 1,4
Fibra insolúvel (g) 0,6 1,7
Fibra solúvel (g) 0,2 0,1
Fibra total (g) 0,8 1,8
Energia (kcal/100g) 125,1 215,4

* Calculado por diferença
1  Base úmida

Tabela 2. Percentagem de adequação de proteínas, calorias e
minerais da dieta dos pré-escolares de Barcelos e Ajuricaba-AM

Nutrientes
Consumo per capita RDA* % de adequação

Barcelos Ajuricaba 4-6 anos Barcelos Ajuricaba

Proteína (g) 13,9 18,2 24 57,9 76,0
Calorias 387,2 180,2 1800 21,5 10,0
Na (mg) 663,6±39,4 190,4±14,3 300 221,2 63,5
K (mg) 418,5±73,9 262,0±13,1 1400 29,9 18,7
Ca (mg) 96,2±27,3 13,5±1,7 800 12,0 1,7
Mg (mg) 50,9±5,6 20,2±0,4 120 42,4 16,8
Se (µg) 15,6±1,8 7,6±0,2 20 78,0 38,0
Fe (mg)  4,0±0,6 3,5±0,5 10 40,0 35,0
Mn (µg) 670,5±51,5 108,1±24,9 1500-2000 44,7-33,5 7,2-5,4
Zn (mg) 1,6±0,1 3,8±0,4 10 16,0 38,0
Br (µg) 938,8±18,8 212,1±4,2
Mo (µg)  48,8±15,9 24,5±0,4 30-75 162,7-65,1 81,7-32,7
Cl (mg) 1000±100 300±100 500 200,0 60,0

* NAS/NRC
25

Consumo médio: Dieta de Barcelos 309,55g/dia; Ajuricaba 83,68g/dia (resulta-
dos em peso úmido)
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DISCUSSÃO

A quantidade de fibra total encontrada na dieta da popula-
ção indígena de Ajuricaba (1,8 g/100 g) foi maior que na dieta de
Barcelos, sendo que em relação à fração solúvel ambas
apresentaram apenas traços (Tabela 1), refletindo dessa forma,
o baixo consumo de alimentos ricos em fibra como frutas e
verduras, conforme demonstrado na composição da dieta
(Figura1).

Confrontando os resultados do presente estudo com os
da literatura regional, percebe-se que o panorama nutricional
tem se mantido praticamente inalterado nas últimas décadas,
principalmente nas comunidades ribeirinhas e localidades do
interior. Esta realidade alimentar é marcada pelo baixo consu-
mo de frutas e hortaliças. Shrimpton e Giugliano28, desde a
década de 70, já enfatizaram a monotonia alimentar e a preva-
lência do alto consumo de peixe, pão e farinha como sendo
características marcantes da dieta do amazonense.

Esses resultados refletem a forte influência do fator
cultural arraigado na população amazônica em não consumir
verduras conforme já mencionado em trabalhos anterio-
res9,16,17,27,28, apesar da existência de frutos, com quantidades
consideráveis de fibra alimentar2, elementos minerais33 e vita-
minas3.

A adequação protéica das dietas analisadas foi inferior
a 80%, índice inferior àquelas habitualmente registradas por
outros estudos, cujo aporte protéico esteve acima do recomen-
dado9,27. Entretanto, resultados semelhantes foram verificados
por Vasquez30 em crianças com idade compreendida entre 1 a 3
anos, apesar de serem oriundas de uma creche de Manaus.
Ainda assim, os ribeirinhos mantêm o hábito tradicional em
relação ao consumo de peixes, dependendo da safra e do local
estudado.

A adequação energética foi baixa (21,5 e 10 %) para as
dietas dos pré-escolares de Barcelos e Ajuricaba, respectiva-
mente, muito aquém dos valores encontrados em outros
estudos da região9,23. A deficiência de energia na alimentação
representa um grave problema nutricional, visto que se a
ingestão calórica não satisfaz as necessidades, torna-se muito
difícil manter o aproveitamento adequado dos demais nutrien-
tes essenciais. Concorrendo com esta situação, a proteína, que
também se encontrou deficitária, provavelmente teria a sua
utilização plástica desviada para o suprimento das necessidades
energéticas, como forma de minimizar o gasto energético,
podendo contribuir para o agravamento do quadro da desnutri-
ção energético-protéica. Obviamente, há necessidade de
estudos específicos no que se refere ao aporte energético,
objetivando a minimização da desnutrição energético-protéica,
uma das deficiências nutricionais de maior abrangência epide-
miológica6,18.

A adequação de consumo de sódio e molibdênio da dieta
de Barcelos apresentou-se superior a 100%, contrapondo-se
com a baixa adequação desses elementos na dieta de Ajuricaba
(Tabela 2). Considerando que o molibdênio participa de várias

reações enzimáticas vitais ao organismo, tais como na síntese
de proteína e ácidos nucléicos29, salienta-se a relevância do
registro da composição do mesmo nas dietas estudadas.

Em relação ao sódio, o valor encontrado foi semelhante
aos de outros estudos11,22,24,30. Geralmente a ingestão deste
mineral ultrapassa em muito as recomendações nutricionais,
variando entre 1,75 g a 15,6 g8. Em dietas regionais brasileiras
analisadas quimicamente, os valores encontrados situam-se
entre 3,5 a 7,8 g11.

Os demais elementos minerais presentes nas dietas dos
pré-escolares de Barcelos e Ajuricaba apresentaram adequação
inferior a 50% (Tabela 2). Tais limitações foram observadas
em alguns estudos realizados em algumas áreas da região
Amazônica16,22,27,30,31,32 bem como em diferentes regiões e
grupos etários do Brasil, onde a alimentação também é
inadequada em cálcio11,33, zinco19, ferro11. A dieta dos pré-
escolares de Barcelos–AM apresentou uma adequação de
selênio de aproximadamente 80%, demonstrando que de uma
certa forma, o solo pode conter quantidades consideráveis
deste elemento. Yuyama e Cozzolino11,32 encontraram resulta-
dos superiores à recomendação para o selênio em dieta de
Manaus. Concentrações elevadas também foram encontradas
na dieta de Mato Grosso7,11.

Apesar do número inexpressivo de dietas da área
indígena de Ajuricaba, os resultados apresentados têm a sua
importância epidemiológica considerando-se o vazio demográ-
fico da Amazônia, notadamente na área indígena, bem como a
monotonia de cardápios constatado na maloca estudada.

Numa revisão sobre a dieta e estado nutricional de
ameríndios, habitantes de distintas regiões das florestas tropi-
cais da Amazônia, verificou-se que a macaxeira (Manihot
esculenta), em forma de beiju, goma ou farinha; peixe; alguns
frutos de palmáceas ou bananas; animais silvestres e invertebra-
dos, faziam parte do hábito alimentar da maioria dos grupos,
diferenciando em alguns frutos ou vegetais como o palmito,
arroz e castanhas10.

Diferentemente do presente estudo, o aporte energético
e protéico de alguns grupos indígenas adultos registrados, na
referida revisão, foi superior a 100% do recomendado, sendo
extensivo aos minerais: cálcio, fósforo, ferro e vitaminas como
o ácido ascórbico, tiamina, riblofavina e niacina. É necessário
enfatizar que estes resultados foram obtidos pelo método da
análise direta dos alimentos.

CONCLUSÕES

Conclui-se que na dieta dos pré-escolares de
Barcelos-AM e área indígena de Ajuricaba-AM, os alimentos
freqüentemente consumidos foram a farinha de mandioca,
pão, arroz e peixe, destacando-se o baixo consumo de frutas
e verduras. A dieta consumida apresentou um déficit energé-
tico e protéico demonstrando o risco de acometimento de
desnutrição energético-protéico a que o grupo estudado está
submetido.
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O sódio e molibdênio foram os elementos minerais com
maior percentual de adequação na dieta de Barcelos–AM, ao
passo que o ferro e o cálcio apresentaram baixa adequação em
ambas localidades estudadas, seguido do zinco. Vale ressaltar
que a baixa adequação no que se refere aos elementos minerais
é preocupante, por se tratarem de nutrientes importantes ao

crescimento e desenvolvimento do organismo, atingindo
diretamente o grupo estudado. Dessa forma, sugere-se um
melhor aproveitamento de certas frutas típicas da Amazônia, que
podem contribuir na melhoria do hábito alimentar e consequen-
temente no estado nutricional, assim como programas que
possam nortear a melhoria das condições de saúde e nutrição.
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ABSTRACT. Considering the scanty information about health and nutrition conditions of the pre-school
in Calha do Rio Negro, 109 diets from the Barcelos region and 06 diets from the indigenous area of
Ajuricaba–AM, were evaluated by means of chemical analysis and adequacy percentage related to the
recommended intakes set by National Academy of Sciences/National Research Council (NAS/NRC)
for children (4-6 years old). The duplicate portion technique was used for sampling the diets. It was
verified that the foods more frequently consumed were: cassava flour, bread, fish, rice, crackers, beans,
coffee, banana. Others had a frequency below 10%. The diets analyzed showed an energy deficit of
21,5% and 10% and a proteic deficit of 57,9% and 76%, for Barcelos and Ajuricaba regions, respectively.
According to the results obtained, it can be concluded that the consumption of greens is not part of the
feeding habits of rural Amazon population, and the caloric contribution content of the available food is
very low. Considering the mineral elements Ca, Fe, Mg, Se, and Zn, we were able to verify that both
diets analyzed in the present work have not reached the values recommended by NAS/NRC. With regard
to Na and Mo, the diet in Barcelos exceeded the values recommended.

KEY WORDS. Feeding evaluation; pre-school children; feeding; mineral.
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RESUMO. No período de janeiro de 1990 a dezembro de 1999, no Instituto Adolfo Lutz – Lab. I de São José
do Rio Preto–SP, foram isoladas 324 cepas de Salmonella, sendo 155 de infecções humanas e 169 de
alimentos destinados ao consumo humano. Dos 17 diferentes sorotipos identificados a partir de infecções
humanas, S. enterica subsp. enterica sorotipo enteritidis (S. enteritidis) foi o predominante (75,0%). O
material fecal representou a principal fonte de isolamento das cepas, principalmente pela ocorrência dos
vários surtos de doenças veiculadas por alimentos (DVA). A partir dos alimentos, 26,6% deles envolvidos
em surtos de DVA, foram identificados 30 diferentes sorotipos, também com a predominância de S. enteritidis
(56,2%). Os alimentos apresentando maior número de isolamentos de cepas de Salmonella foram a carne
e seus derivados (59,7%), seguidos por ovos e seus derivados (16,0%), nos quais, S. enteritidis foi o
sorotipo mais prevalente (57,4% e 81,5%, respectivamente). Estes resultados demonstram que S. enteritidis
permanece o sorotipo mais freqüentemente isolado, tanto em infecções humanas quanto em alimentos. Os
alimentos mais comumente implicados em DVA ainda são as carnes de aves e ovos, bem como os seus
derivados, quando consumidos crus ou mal cozidos.

PALAVRAS-CHAVE.  Salmonella; sorotipos; Salmonella em alimentos; Salmonella em materiais
clínicos.
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INTRODUÇÃO

O gênero Salmonella tem sido de importância para a
saúde pública, considerando-se seu caráter zoonótico e sua

ampla distribuição na natureza. Entre os 2.435 sorotipos de
Salmonella existentes18, a maioria, classificada como
ubiqüitária, tem sido responsável principalmente por surtos
de doenças veiculadas por alimentos (DVA), em vários
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países do mundo, incluindo o Brasil1,3,4,5,6,11,13,14,17,19,20.
A produção industrial de alimentos de origem animal e

o intercâmbio comercial intensivo de animais e produtos deri-
vados destinados ao consumo humano têm favorecido a intro-
dução e disseminação de novos sorotipos de Salmonella na
cadeia alimentar2. Alguns estão associados com determinadas
fontes de contaminação, e são isolados com maior freqüência
em uma área geográfica específica. Outros, podem ser
freqüentemente isolados em diferentes países, a exemplo de
S. typhimurium e S. enteritidis10.

No Estado de São Paulo, de acordo com Taunay et al.21,
foram observadas alterações na freqüência dos sorotipos de
Salmonella, isolados de amostras de infecções humanas e de
materiais de origem não-humana, no período de 1950–1990.
Em estudo realizado posteriormente, foi verificada também
no nosso meio variação na prevalência dos sorotipos de
Salmonella, com um aumento significativo no isolamento de
S. enteritidis22. A partir de 1993, S. enteritidis tem represen-
tado o sorotipo predominante e responsável pelo grande
número de surtos de DVA, sendo incriminados, principalmente,
os alimentos preparados à base de ovos crus ou insuficiente-
mente cozidos1,11,14,17.

A sorotipagem de cepas de Salmonella é considerada
uma etapa inicial de grande importância no rastreamento
epidemiológico de uma fonte de infecção. A associação entre
sorotipos isolados de materiais de origem humana e não-
humana permite direcionar a ação de órgãos competentes no
que se refere ao controle do agravo.

Este estudo visa avaliar a distribuição anual e freqüência
dos sorotipos de Salmonella isolados de infecções humanas
e de alimentos, no período de 1990-1999, no Instituto Adolfo
Lutz – Laboratório I de São José do Rio Preto-SP.

MATERIAL E MÉTODOS

No período de janeiro de 1990 a dezembro de 1999,
no Instituto Adolfo Lutz – Laboratório I de São José do Rio
Preto, foram isoladas 324 cepas de Salmonella, sendo 155 de
casos de infecções humanas e 169 de alimentos destinados ao
consumo humano.

O isolamento de Salmonella a partir de materiais clíni-
cos (sangue, fezes e líquor) foi realizado segundo Ewing8 e
Pessoa et al15.

Para a análise de alimentos, foi utilizada a metodologia
recomendada por Flowers et al.9 com modificações pertinentes
relacionadas à substituição do caldo de pré-enriquecimento
por água peptonada 1% tamponada, do meio de identificação
presuntiva pelo IAL16 e introdução do meio de enriquecimento
seletivo Rappaport-Vassiliadis e do meio de isolamento
Brilliant-Green.

A caracterização dos sorotipos, baseada na determina-
ção dos antígenos somáticos e flagelares, foi realizada de
acordo com o esquema Kauffmann-White descrito por Popoff

e Le Minor18. Tanto a sorotipagem, como a produção de todos
os antissoros, polivalentes e monovalentes, necessários para
a diferenciação dos 2.435 sorotipos de Salmonella existentes
até 1997, foram realizados no Setor de Enterobactérias da
Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, Laboratório
Central.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Durante o período estudado, foram identificados 36
diferentes sorotipos de Salmonella (Tabela 1). Observou-se
que até o ano de 1992 foi isolada uma pequena variedade de
sorotipos, não havendo predomínio evidente de nenhum
deles. Entretanto, nos anos seguintes nota-se o aumento no
isolamento de S. enteritidis. Ainda, na Tabela 1, observa-se
o isolamento de alguns sorotipos apenas em um determinado
período, como S. berta em 1991, S. dublin em 1992 e
S. heidelberg em 1996.

Em relação às cepas de Salmonella isoladas de origem
humana, foram caracterizados 17 sorotipos, cuja principal
fonte de isolamento foi material fecal (Tabela 2). Verificou-
se, também, que S. enteritidis representou o sorotipo mais
freqüentemente isolado a partir de 1993, sendo que a maioria
destas cepas estava associada a surtos de DVA. Kaku et al.12

em 1993 relataram o primeiro surto de DVA por S. enteritidis
no Estado de São Paulo, o qual ocorreu na região de São José
do Rio Preto. Desde então, tem sido freqüente a ocorrência
de surtos com número significativo de afetados e hospitaliza-
dos nesta região.

O aumento progressivo no isolamento de S. enteritidis,
desde 1994, tem sido observado, também, em outras regiões
do Estado de São Paulo1,7,11,14,17,22.

No que se refere às cepas de Salmonella isoladas de
alimentos, foram identificados 30 diferentes sorotipos (Tabela
3). Apesar da diversidade de sorotipos observada, a S. enteritidis
também foi a mais freqüente (56,2%), principalmente, a partir
de 1994.

Nas diversas classes de alimentos analisados (Tabela 3),
a presença de salmonela foi predominante nas carnes e
derivados (59,7%), sendo 90,0% de origem aviária, e nos ovos
e derivados (16,0%). Verificou-se, também, maior variedade de
sorotipos em carnes e especiarias, sendo que a S. oranienburg
foi detectada apenas em especiarias e temperos e que as carnes
e derivados constituíram importantes fontes de isolamento de
S. albany e S. agona.

Os resultados também demonstraram a grande contami-
nação de ovos e carnes e derivados por S. enteritidis. É impor-
tante salientar que 26,6% dos alimentos analisados estavam
associados com surtos de DVA. A evidência da importância de
S. enteritidis em infecções humanas e nos alimentos,
principalmente os de origem animal, permite suspeitar do risco
que estes representam à Saúde Pública, se consumidos inade-
quadamente preparados.
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Tabela 1.  Freqüência anual dos sorotipos de Salmonella identificados em materiais de origem humana e alimentos, no período de
1990 – 1999, na região de São José do Rio Preto

Sorotipos
1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 Total

Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº %

S. enteritidis - - - - - - 0531,3 30 100,0 45 57,0 50 63,3 54 71,1 09 52,9 18 90,0 211 65,1

S. infantis - - 01 50,0 - - - - - - 04 5,1 - - - - 01 5,9 - - 06 1,8

S. agona - - - - - - - - - - 07 8,9 02 2,5 - - - - - - 09 2,8

S. hadar - - - - 01 25,0 - - - - 01 1,3 - - - - - - - - 02 0,6

S. anatum - - - - - - 01 6,2 - - - - - - - - - - - - 01 0,3

S. typhimurium 01100,0 - - 01 25,0 01 6,2 - - 01 1,3 - - - - 01 5,9 - - 05 1,5

S. ohio - - - - - - 06 37,5 - - - - - - - - - - - - 06 1,9

S. oranienburg - - - - - - - - - - - - - - 03 3,9 0211,8 - - 05 1,5

S. senftenberg - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - - - 01 0,3

S. give - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - 01 0,3

S. mbandaka - - - - - - 0318,8 - - 03 3,8 06 7,6 - - - - - - 12 3,7

S. newport - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - 01 0,3

S. javiana - - - - - - - - - - - - 02 2,5 01 1,3 - - 0210,0 05 1,5

S. montevideo - - - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - 01 0,3

S. rubislaw - - - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - 01 0,3

S. schwarzengrund - - - - - - - - - - 04 5,1 - - 01 1,3 - - - - 05 1,5

S. emek - - - - - - - - - - 01 1,3 - - 1317,1 - - - - 14 4,3

S. saphra - - - - - - - - - - - - - - 01 1,3 01 5,9 - - 02 0,6

S. sandiego - - - - - - - - - - 01 1,3 02 2,5 01 1,3 - - - - 04 1,2

S. gloucester - - - - - - - - - - 03 3,8 - - - - - - - - 03 0,9

S. I  4,12:g,s,t:- - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - - - 01 0,3

S. enterica subsp - - - - - - - - - - 01 1,3 03 3,8 - - 0211,8 - - 06 1,9
enterica cepa rugosa

S. ealing - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - - - 01 0,3

S. albany - - - - - - - - - - 02 2,5 03 3,8 - - - - - - 05 1,5

S. arechavaleta - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - - - 01 0,3

S. livingstone - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - 01 0,3

S. lexington - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - 01 0,3

S. I  9,12:-:- - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - 01 0,3

S. I  1,3,19:-:- - - - - - - - - - - - - 02 2,5 - - - - - - 02 0,6

S. belem - - - - - - - - - - - - - - - - 01 5,9 - - 01 0,3

S. berta - - 01 50,0 - - - - - - - - - - - - - - - - 01 0,3

S. bredeney - - - - 0125,0 - - - - 02 2,5 - - - - - - - - 03 0,9

S. dublin - - - - 01 25,0 - - - - - - - - - - - - - - 01 0,3

S. heidelberg - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - 01 0,3

S. I  4,5,12:r:- - - - - - - - - - - - - 02 2,5 - - - - - - 02 0,6

S.typhi - - - - - - - - - - - - 01 1,3 - - - - - - 01 0,3

TOTAL 01 0,3 02 0,6 04 1,2 16 4,9 30 9,3 79 24,4 79 24,4 76 23,5 17 5,2 20 6,2 324100,0
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Tabela 2.  Sorotipos de Salmonella isolados de materiais de
origem humana, na região de São José do Rio Preto, no período
de 1990 - 1999

Sorotipos
Sangue Fezes Líquor

Nº % Nº % Nº %

S. enteritidis - - 116 76,3 - -
S. agona - - 05 3,2 - -
S. infantis - - 01 0,7 - -
S. berta - - 01 0,7 - -
S. bredeney - - 03 2,0 - -
S. hadar - - 01 0,7 - -
S. typhimurium 01 50,0 01 0,7 - -
S. dublin - - 01 0,7 - -
S. ohio - - 04 2,6 - -
S. mbandaka - - 02 1,3 - -
S. heidelberg - - 01 0,7 - -
S. I  4,5,12:r:- - - 02 1,3 - -
S. emek - - 10 6,5 - -
S. schwarzengrund - - - - 01 100,0
S. typhi 01 50,0 - - - -
S. sandiego - - 01 0,7 - -
S. javiana - - 03 2,0 - -

TOTAL 02 1,3 152 98,1 01 0,6

A implantação de S. enteritidis no Estado de São Paulo
parece estar relacionada ao comércio de matrizes de aves com
países desenvolvidos. Também, o desenvolvimento industrial
na região, nos últimos anos, particularmente de frigoríficos
avícolas, pode ter favorecido a disseminação de S. enteritidis
em nosso meio, através de alimentos contaminados, principal-
mente de origem aviária, responsáveis pelo grande número de
surtos ocorridos14.

A identificação de sorotipos emergentes, bem como a
detecção de suas origens e procedências, direciona medidas
de controle que podem minimizar a ocorrência de bactérias
nos alimentos, com conseqüente diminuição de DVA.

Este estudo, que representa parte do papel do Laborató-
rio de Saúde Pública, oferece subsídios para o controle das
salmoneloses, doença de âmbito mundial, cujas conseqüências
refletem negativamente na economia do país.

Tabela 3.  Sorotipos de Salmonella isolados por grupo de alimentos, na região de São José do Rio Preto, no período de 1990 - 1999

carnes e pescados e
pratos prontos

ovos e leite e produtos de
especiarias TotalSorotipos derivados derivados derivados derivados confeitaria

N º % N º % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº %

S. enteritidis 58 57,4 01 100,0 04 80,0 22 81,5 - - 10 71,4 - - 95 56,2
S. infantis 04 3,9 - - - - - - - - - - 01 5,3 05 2,9
S. agona 04 3,9 - - - - - - - - - - - - 04 2,3
S. hadar 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. anatum - - - - - - - - - - 01 7,1 - - 01 0,6
S. typhimurium - - - - - - - - 02 100,0 - - 01 5,3 03 1,7
S. ohio - - - - - - - - - - 02 14,3 - - 02 1,2
S. oranienburg - - - - - - - - - - - - 05 26,3 05 2,9
S. senftenberg 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. give 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. mbandaka 05 5,0 - - 01 20,0 04 14,8 - - - - - - 10 6,0
S. newport 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. javiana - - - - - - - - - - - - 02 10,5 02 1,2
S. montevideo 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. rubislaw - - - - - - - - - - - - 01 5,3 01 0,6
S. schwarzengrund 02 2,0 - - - - - - - - - - 02 10,5 04 2,3
S. emek 02 2,0 - - - - 01 3,7 - - 01 7,1 - - 04 2,3
S. saphra - - - - - - - - - - - - 02 10,5 02 1,2
S. sandiego 01 1,0 - - - - - - - - - - 02 10,5 03 1,7
S. gloucester 03 2,9 - - - - - - - - - - - - 03 1,7
S. I  4,12:g,s,t:- 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. enterica subsp 04 3,9 - - - - - - - - - - 02 10,5 06 3,5

enterica cepa rugosa
S. ealing 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. albany 05 5,0 - - - - - - - - - - - - 05 2,9
S. arechavaleta 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. livingstone 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. lexington 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. I  9,12:-:- 01 1,0 - - - - - - - - - - - - 01 0,6
S. I  1,3,19:-:- 02 2,0 - - - - - - - - - - - - 02 1,2
S. belem - - - - - - - - - - - - 01 5,3 01 0,6

TOTAL 101 59,7 01 0,6 05 3,0 27 16,0 02 1,2 14 8,3 19 11,2 169 100,0
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ABSTRACT.  From January 1990 to December 1999, 324 Salmonella strains were isolated at Instituto
Adolfo Lutz – São José do Rio Preto–SP Lab. I, 155 from human infections and 169 from food for human
consumption. S. enterica subsp. Enterica serotype enteritidis (S. enteritidis) was the most prevalent
serotype (75.0%) among the 17 different ones identified in human infections. Fecal material represented
the main human source of the isolated strains, due to several foodborne outbreaks occurring in the period
under study. Thirty different serotypes were identified in food, S. enteritidis being the prevailing one.
About 26.6% of the analyzed foods were linked to foodborne outbreaks. Foods presenting the highest rate
of isolated strains were meat and its products (59.7%), followed by eggs and egg products (16.0%). These
results show that S. enteritidis still remains as the most common serotype isolated from human sources
and foods. Foods frequently implicated in foodborne outbreaks are chicken meat and eggs, as well as their
products, particularly raw and undercooked ones.

KEY WORDS.  Salmonella; Salmonella serotypes; Salmonella in foods; Salmonella in clinical
materials.
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RESUMO. O suco de laranja é um alimento rico em nutrientes e muito consumido em diversas partes do
mundo. Ribeirão Preto e Araraquara são cidades do interior do Estado de São Paulo - Brasil, nas quais
surgiram nos últimos anos, muitas processadoras de suco de laranja fresco e pasteurizado. O objetivo
desse estudo foi avaliar a qualidade físico-química e higiênico-sanitária do suco de laranja fresco e
pasteurizado produzidos e/ou comercializados nessas duas cidades. Foram analisadas 130 amostras de
suco fresco provenientes de diferentes processadoras de suco de laranja localizadas em Ribeirão Preto e
Araraquara e 33 amostras de suco pasteurizado de processadoras localizadas em diferentes cidades do
Estado de São Paulo. Os resultados desse estudo mostraram que 48,5% das amostras de suco fresco
apresentaram-se fora dos padrões físico-químicos estabelecidos pela legislação brasileira, 6,1% estavam
em desacordo quanto ao exame microscópico e 50,0% quanto ao microbiológico. Dentre as amostras de
suco pasteurizado, 9,1% e 15,6 % apresentaram-se fora dos padrões quanto às análises físico-químicas e
ao exame microscópico, respectivamente. Nenhuma das amostras de suco fresco pasteurizado apresentou-
se fora dos padrões microbiológicos.

PALAVRAS-CHAVE. Suco de laranja fresco; suco de laranja fresco pasteurizado; características físico-
químicas; qualidade higiênico-sanitária e legislação.
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INTRODUÇÃO

O suco de laranja é um alimento rico em nutrientes21 e
muito consumido em diferentes partes do mundo. Nos últimos

anos, devido principalmente à conscientização sobre as proprie-
dades nutricionais das frutas e dos sucos naturais, o interesse
do consumidor pelo suco fresco refrigerado com pequena vida
útil de prateleira vem aumentando9. O suco fresco e o suco
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fresco pasteurizado com sabor e aroma mais próximo do suco
fresco espremido manualmente tem tido uma considerável
aceitação em diversas partes do mundo como Estados Unidos,
Europa5, Japão e Brasil.

O suco de laranja apresenta características físico-
químicas próprias, sendo que algumas destas possuem estreita
relação com fatores climáticos, variedade da fruta, grau de
maturação, tipo de solo e irrigação21. Até o final de 1999, a
Portaria nº 371 de 9 de setembro de 19747 estabelecia os
parâmetros físico-químicos para suco de laranja. No decorrer
de 1996 o Ministério da Agricultura publicou os ofícios
circulares 04/9615 e 05/9616 alterando provisoriamente essa
Portaria quanto a graus Brix, sólidos em suspensão e vitamina
C. Recentemente, o Ministério da Agricultura e Abastecimento
publicou a Instrução Normativa nº 1 de 7 de janeiro de 20006,
a qual estabelece os padrões de identidade e qualidade para o
suco de laranja no país e que está em vigor desde a data da sua
publicação.

As condições higiênico-sanitárias desses sucos também
são estabelecidas pela legislação brasileira6,7 sendo que, princi-
palmente no caso do suco fresco, as condições de higiene
devem ser muito bem controladas, para não oferecer risco ao
consumidor e também para que o mesmo tenha uma vida útil
de prateleira suficiente para sua comercialização.

Atualmente, o Brasil é o maior produtor de laranja do
mundo5,12, sendo que a maioria dos produtores se concentra
no Estado de São Paulo10,12,21 na região de Limeira, Araraquara,
Bebedouro e Araras, onde se instalaram diversas indústrias de
suco de laranja fresco e concentrado10. Com o aparecimento
destas indústrias processadoras de laranja, estas regiões se
tornaram zonas citrícolas estáveis10, melhorando o padrão e a
qualidade desta fruta.

Nas regiões de Ribeirão Preto e Araraquara, onde
existem grandes plantações de laranja, surgiram muitas proces-
sadoras de suco que o comercializam como suco fresco ou
suco fresco pasteurizado acondicionados em garrafas plásticas
ou Tetra Brik®. Grande parte das processadoras de suco fresco
não tem registro do produto no Ministério da Agricultura e
nem um controle de qualidade adequado. O produto é vendido
principalmente por ambulantes nas ruas, ou estabelecimentos
comerciais tais como padarias e supermercados, onde algumas
vezes o suco é extraído no próprio local através de uma máquina
extratora17.

Com a produção e consumo crescentes do suco de
laranja pronto para beber, a avaliação adequada de tais produtos
torna-se relevante. O Instituto Adolfo Lutz – Laboratório I de
Ribeirão Preto, juntamente com as Vigilâncias Sanitárias das
Prefeituras de Ribeirão Preto e Araraquara iniciaram um moni-
toramento das diferentes marcas de suco de laranja comercia-
lizadas nestas cidades. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
qualidade físico-química e higiênico-sanitária do suco de
laranja fresco e do fresco pasteurizado, consumido nas cidades
de Ribeirão Preto e Araraquara-SP.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Amostra
Foram analisadas 130 amostras de suco de laranja

fresco, provenientes de 36 processadoras, das quais 25 estão
localizadas em Ribeirão Preto e 11 em Araraquara, e 33 amos-
tras de suco fresco pasteurizado de 10 diferentes processa-
doras de suco, localizadas em diferentes cidades do Estado de
São Paulo. As amostras foram coletadas no decorrer de 2 anos,
sendo que de cada processadora foram analisadas de 2 a 5
amostras ao longo desde período.

2. Procedimentos
As amostras de suco de laranja foram coletadas nas

processadoras pelas Vigilâncias Sanitárias Municipais das
cidades de Ribeirão Preto e Araraquara, e as amostras de suco
pasteurizado foram adquiridas nos supermercados das duas
cidades. As amostras foram transportadas em caixa térmica
sob temperatura máxima de 10°C e, ao chegarem no laborató-
rio, era coletada uma alíquota para a análise microbiológica e
o restante utilizado para as análises microscópica e físico-
químicas.

2.1 Análise físico-química
Os parâmetros físico-químicos analisados se referiam

à: densidade relativa a 20°C, utilizando densímetro; sólidos
solúveis expressos em graus Brix a 20°C; acidez total, expressa
em ácido cítrico anidro (g/100g); teores de ácido ascórbico
(mg/100g); glicídios redutores, expressos em glicose (g/100g);
glicídios não-redutores, expressos em sacarose (g/100g); açú-
cares totais, naturais da laranja (g/100g) e corantes orgânicos
artificiais conforme métodos descritos no livro de Normas
Analíticas do IAL11. Os sólidos em suspensão (%v/v) e a relação
de sólidos solúveis em Brix/acidez em g/100g de ácido cítrico
anidro foram determinados de acordo com os métodos descri-
tos na legislação brasileira7.

2.2 Análise microscópica
A análise microscópica do suco de laranja foi realizada

de acordo com o método descrito na A.O.A.C.4, com modi-
ficações para determinação de sujidades leves por flutuação
e filtração do resíduo22. Para a pesquisa de sujidades leves
utilizou-se 250 g de amostra que foram transferidas para um
frasco-armadilha de Wildman. A etapa da extração da camada
oleosa para o béquer foi realizada duas vezes com 40 mL de
óleo mineral, seguido de filtração a vácuo. O resíduo foi
examinado ao microscópio estereoscópico e, quando
necessário, o resultado era confirmado no microscópio
óptico composto.

Para a pesquisa da presença de larvas e ovos de insetos,
o resíduo do frasco-armadilha foi transferido para a peneira nº
140 e lavado com jatos de água filtrada. Filtrado a vácuo em
tecido escuro, o material foi examinado ao microscópio
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estereoscópico e, em caso de dúvida, o resultado era confirma-
do no microscópio óptico composto.

Os elementos histológicos da fruta foram examinados
ao microscópio óptico composto e a confirmação foi feita
por comparação com padrões e literatura específica14.

2.3 Análise microbiológica
As análises microbiológicas realizadas se referiam à:

determinação do número mais provável (NMP) de bactérias
do grupo coliforme de origem fecal (NMP/mL); enumeração
de bolores e leveduras e pesquisa de Salmonella sp, de acordo
com os parâmetros estabelecidos pela legislação em vigor8.

A determinação do NMP de coliformes de origem fecal
foi realizada de acordo com a metodologia descrita pela
APHA2, substituindo-se o caldo Lauryl tryptose pelo caldo
Lactosado (concentração dupla e simples).

A contagem de bolores e leveduras foi realizada de
acordo com a metodologia descrita pela APHA3 utilizando-se
Potato Dextrose Agar acidificado com ácido tartárico 10%.

A pesquisa para presença de Salmonella sp foi avaliada
de acordo com a APHA2, com adaptações referentes ao preparo
da amostra para o pré-enriquecimento: homogeneização de
25mL do suco em 225mL de água peptonada tamponada 1%,
incubados durante 18–24h a 35 + 1°C. Os meios de enrique-
cimento seletivo usados foram caldo selenito, caldo tetrationa-
to segundo Kauffmann e caldo Rappaport-Vassiliadis,
incubados a 42°C durante 48 h. Em seguida, o material foi
plaqueado em Brilliant Green agar e MacConkey agar e
incubado durante 18–24h a 35 + 1°C. As colônias que
apresentaram características semelhantes às da Salmonella sp
foram isoladas em meio IAL19 identificação presuntiva.

3. Avaliação da Qualidade do Suco de Laranja
Os resultados obtidos na análise físico-química foram

comparados com os valores estabelecidos pela Instrução
Normativa nº 1 de 7 de janeiro de 2000 – Regulamento Técnico
para Fixação dos Padrões de Identidade e Qualidade para o suco
de laranja – do Ministério da Agricultura e Abastecimento6.
Os resultados obtidos na análise microbiológica foram compa-
radas com os valores padrões estabelecidos pela legislação
em vigor – Portaria nº 451 de 19 de setembro de 1997 da
Secretaria de Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde8 e os
resultados da análise microscópica foram comparados com
os valores estabelecidos pelo Decreto Estadual nº 12.486 de
20 de outubro de 197823 e Instrução Normativa nº 1, de 7 de
janeiro de 20006.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra a porcentagem de amostras de suco
de laranja fresco engarrafado e de suco pasteurizado, em
desacordo com a legislação em vigor, quanto às análises físico-
químicas e às análises microscópicas e microbiológicas.

Não foram encontrados corantes orgânicos artificiais
em nenhuma das amostras de suco fresco ou pasteurizado
avaliadas.

Na Tabela 1 estão apresentados os resultados de todos
os parâmetros físico-químicos avaliados e na Tabela 2,
distribuição de coliformes fecais, bolores e leveduras nas amostras
de suco de laranja pasteurizado e comercializados nas cidades de
Ribeirão Preto e Araraquara-SP.

DISCUSSÃO

Como mostra a Figura 1, dentre as 130 amostras de
suco fresco analisadas, 48,5% (63) estavam em desacordo com

n=3 0
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Figura 1. Avaliação físico-química e higiênico-sanitária dos sucos de laranja fresco e pasteurizado, comercializados nas cidades de
Araraquara e Ribeirão Preto-SP
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os padrões físico-químicos estabelecidos pela Instrução
Normativa nº 1 de 7 de janeiro de 20006, sendo que 2 amostras
apresentaram ácido ascórbico inferior a 25 mg/100g, 60
amostras apresentaram sólidos solúveis em Brix inferior a 10,5
e 2 amostras a relação sólidos solúveis em Brix/acidez em g/100g
de ácido cítrico anidro inferior a 7,0 g.

O teor mínimo de ácido ascórbico exigido para o suco
fresco na Portaria nº 371 de setembro de 1974 era de
38mg/100g. Atualmente de acordo com Instrução Normativa
nº 1 de 7 de janeiro de 20006 esse teor mínimo passa para
25mg/100g. Dentre as amostras de suco fresco estudadas treze
apresentaram conteúdo de ácido ascórbico inferior a
38mg/100g e apenas duas conteúdo inferior a 25mg/100g.
Sabe-se que o teor de ácido ascórbico varia de acordo com a

variedade, estágio e maturação da fruta, variações climáticas21,
condições e tempo de armazenamento1,18 e como mostram os
nossos dados, o conteúdo de vitamina C dos frutos da região
estudada é na maioria das vezes bastante superior ao mínimo
exigido na legislação atual, constituindo importante fonte desse
nutriente.

O valor Brix mínimo estabelecido para o suco de laranja
na portaria 371 de setembro de 1974 era de 10,5. No entanto, a
partir de abril de 96, o mesmo deixou de ser exigido para suco
de laranja, conforme circular 04/9615 do Ministério da
Agricultura.

Porém, a Normativa nº 1 de 7 de janeiro de 2000 voltou a
estabelecer para o suco de laranja o valor mínimo de 10,5 para
graus Brix e, dessa forma, 60 das amostras estudadas
apresentaram valores inferiores ao referido acima. Como o valor
Brix indica o estágio de maturação da laranja, os dados encon-
trados nesse estudo podem sugerir a utilização de frutos verdes.
Por outro lado, apenas 2 das amostras estudadas apresentaram
a relação graus Brix/acidez abaixo dos limites estabelecidos na
mesma Normativa.

Quanto ao suco de laranja pasteurizado, dentre as 33
amostras analisadas 9,1% (3) apresentaram sólidos solúveis
em graus Brix abaixo do valor mínimo. Quanto aos outros
parâmetros físico-químicos todos estavam de acordo com os
padrões de identidade e qualidade estabelecidos na legislação.

Os valores obtidos para a densidade e sólidos em
suspensão estão apresentados na Tabela 1, mas não foram
comparados com os padrões estabelecidos na legislação, pois
não constam dos padrões de identidade e qualidade para o suco
de laranja estabelecidos na Instrução Normativa nº 1 de 7 de
janeiro de 20006.

Tabela 1. Caracteristicas físico-químicas dos sucos de laranja fresco e pasteurizado comercializados nas cidades de Ribeirão Preto
e Araraquara-SP

Valores Média + DP (*) Variação

Parâmetro estabelecidos Mínimo - Máximo
na legislação6 pasteurizado fresco pasteurizado fresco

(n = 33) (n = 130) (n = 33) (n = 130)

Densidade relativa a 20ºC - 1,043+ 0,004 1,041+ 0,005 1,035 - 1,050 1,031 - 1,057

Graus Brix solúveis a 20ºC Mín. 10,5 11,3 + 1,0 10,4+ 1,2 9,0 - 13,2 8,0 - 14,5

Acidez (g/100g ácido cítrico anidro) - 0,71 + 0,12 0,82+ 0,23 0,44 - 1,00 0,37 - 1,80

Relação de sólidos solúveis em ºBrix/Acidez Mín. 7,0 16,4 + 2,9 13,6+ 4,2 11,2 - 25,9 6,1 - 34,5
em g/100g ácido cítrico anidro

Ácido ascórbico (mg/100g) Mín. 25,00 39,9 + 7,9 47,7+ 9,0 25,1 - 58,1 21,5 - 76,0

Açúcares redutores (g glicose/100g) - 4,6+ 0,7 4,2+ 0,9 3,3 - 6,5 1,6 - 6,9

Açúcar não redutor (g sacarose/100g) - 3,5+ 0,8 3,8+ 1,2 1,9 - 5,8 0,7 - 8,8

Açúcares totais (g/100g) Máx. 13,0 8,1+ 1,0 7,9+ 1,4 6,1 - 11,2 5,7 - 13,0

Sólidos em suspensão (%, v/v) - 5,3+ 1,3 6,9+ 1,7 3,0 - 9,0 3,0 - 12,5

* média + Desvio Padrão
- valores não estabelecidos na legislação6

Tabela 2. Distribuição de coliformes fecais, bolores e leveduras
nas amostras de suco de laranja fresco e pasteurizado comercia-
lizados nas cidades de Ribeirão Preto e Araraquara-SP

Microrganismos
Pasteurizado (n=33) Fresco (n=130)

n % n %

Coliformes fecais  (NMP/mL)
< 10 33 100 113 86,9
> 10 0 0 17 13,1

Bolores (UFC/mL)
< 104 33 100 125 96,1
> 104 0 0 5 3,9

Leveduras (UFC/mL)
< 104 33 100 74 56,9
> 104 0 0 56 43,1
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Na análise microscópica foram encontrados ácaros,
larvas, insetos ou fragmentos de insetos em 6,7% (7) e 15,6% (5)
amostras de suco fresco e de suco fresco pasteurizado,
respectivamente. Este tipo de contaminação ocorreu, provavel-
mente, devido à condição precária da fruta e/ou falta de higiene
ambiental no armazenamento ou mesmo durante o processo
de extração do suco. Os elementos histológicos da fruta cítrica
foram identificados em todas as amostras analisadas.

Foram encontradas sementes (parte não comestível da
fruta) em 02 amostras de suco fresco de laranja. Nas indústrias
de suco de laranja concentrado existe um controle de qualidade
da laranja utilizada como matéria-prima e do produto acabado.
Nestas indústrias, a fruta é comprada diretamente do produtor
e chega à indústria ainda fresca. A laranja é submetida a etapas
de escolha manual e/ou seleção mecânica, lavagem e, após a
extração, passa por um sistema de peneiramento e ciclona-
gem12,20, o que inclusive reduz os sólidos em suspensão (Tabela
1). A maioria das processadoras de suco de laranja fresco não
tem este controle utilizando as laranjas fornecidas pelo merca-
do, onde a filtração do suco é feita apenas na máquina extratora,
não existindo nenhum controle de qualidade do produto
acabado.

Quanto a análise microbiológica, pode-se observar na
Tabela 2 que das 130 amostras de suco fresco, 13,1% (17)
apresentaram coliformes fecais, 3,9% (5) bolores e 43,1%
(56) leveduras acima dos limites máximos permitidos na
legislação. Existe uma tolerância para os valores dos padrões
microbiológicos para esses microrganismos, uma vez que é
praticamente impossível verificar sua ausência em produtos
de origem natural (vegetal), porém, nas amostras estudadas, a
freqüência de níveis acima do tolerado foi alta, especialmente
para leveduras.

Por outro lado, durante visita técnica às processadoras
de suco fresco, observou-se que as condições higiênico-sani-
tárias das mesmas variaram de locais limpos, equipados com
lâmpadas e mata-moscas, até locais sujos, apresentando fortes
odores de laranja podre e presença de insetos e animais
domésticos.

Para manter a condição de consumo, o suco pronto
para beber (pasteurizado ou não) deve ser conservado em
recipiente fechado e mantido sob refrigeração9. No caso das
processadoras que foram visitadas, o suco era engarrafado
logo após a extração e conservado refrigerado ou então
armazenado em carrinhos, denominados “laranjinhas”, para a
venda direta ao consumidor ou abastecimento de
supermercados, padarias, etc.

Os resultados das 33 amostras de suco fresco pasteuri-
zado analisadas estavam de acordo com a legislação em vigor
quanto aos padrões microbiológicos, apesar de terem sido
observados insetos e fragmentos de insetos em 15,6 % das
amostras estudadas. O suco de laranja fresco pasteurizado é
submetido a um processo de pasteurização que elimina a grande
maioria dos microrganismos existentes10, e aumentando desta
forma a vida de prateleira do suco13,17. Não foram realizadas

visitas aos estabelecimentos das processadoras de suco
pasteurizado, mas cabe ressaltar que a maioria delas é dotada de
controle de qualidade.

Todas as processadoras de suco fresco pasteurizado
estudadas tinham o registro do produto no Ministério da
Agricultura, bem como rotulagem correta. Das 130 amostras
de suco fresco, 31 amostras não tinham registro no órgão
competente, 20 amostras não continham os dizeres de rotula-
gem de forma correta, principalmente quanto ao nome, local
de extração ou prazo de validade e 01 amostra não continha
sequer o rótulo.

As irregularidades observadas nos rótulos e não obser-
vância dos registros das amostras de suco fresco decorrem do
fato das processadoras de tais sucos serem estabelecimentos
mais simples, e não havendo uma preocupação com estes itens,
uma vez que encarece o produto, cuja venda é realizada princi-
palmente por ambulantes apenas na cidade onde é realizada a
extração. A maioria das processadoras de suco de laranja fresco
pasteurizado avaliada neste estudo consiste de empresas de
médio e grande porte, cujos produtos são comercializados em
diversas regiões do Brasil.

CONCLUSÕES

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, o
produto que oferece menor risco de saúde do consumidor é o
suco que passou por um processo de pasteurização, pois
oferece maior garantia das condições adequadas para o consu-
mo, situação semelhante à observada para o leite.

Por outro lado, em algumas cidades como Ribeirão
Preto e Araraquara a oferta do suco fresco atualmente é grande,
sendo comercializado por ambulantes em diversos pontos da
cidade, o que acaba gerando um aumento de consumo e por
esta razão o controle desse produto pelas autoridades sanitárias
deve ser constante.

Durante o desenvolvimento desse estudo, com a
intensificação de fiscalização por parte das Vigilâncias Sanitá-
rias em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz – Laboratório I
de Ribeirão Preto foi observado que muitas processadoras
foram desativadas devido às condições higiênico-sanitárias e/
ou econômicas. No início do estudo existiam 36 processadoras
de suco fresco, das quais 31 não tinham registro do produto
no Ministério da Agricultura. No final, restaram apenas 11
extratoras, sendo que 5 já tinham registro do produto e 3 delas
estavam providenciando.

Segundo Decio e Gherardi9, tanto nos Estados Unidos
como na Europa, não existia um padrão para uma correta
denominação do suco até o ano de 1992, o que causava um
abuso por parte dos extratores. No Brasil, alguns parâmetros
ainda estão sendo estabelecidos e, devido ao aumento crescen-
te do consumo, tornou-se necessária uma melhor caracteriza-
ção desses parâmetros e os dados deste trabalho podem
contribuir para esta finalidade.
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ABSTRACT. Orange juice is a food rich in nutrients and widely consumed throughout the world. During
the last years many fresh bottled and pasteurized orange juice plants have settled in the cities of Ribeirão
Preto and Araraquara, located in the State of São Paulo, Brazil. The objective of the present study was to
evaluate the physicochemical and hygienic-sanitary quality of the fresh and pasteurized orange juices
consumed in these cities. One hundred and thirty fresh and thirty-three pasteurized orange juice samples
provided by different plants located in the Araraquara and Ribeirão Preto regions were analyzed. The
results showed that for fresh juice 63 (48,5%) samples were in disagreement with physicochemical
standards established by the legislation, 8 (6,1%) with relation to microscopic and 65 (50,0%) with
relation to microbiological analysis. With regard to the pasteurized juice, 3 (9,1%) and 5 (15,1%)
samples did not agree with the legislation according to physicochemical analysis and microscopic
examination, respectively. No pasteurized juice sample was in disagreement with the microbiologic
examination.

KEY WORDS. Fresh orange juice; fresh pasteurized orange juice; physicochemical characteristics;
sanitary-hygienic quality; Brazilian legislation.
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RESUMO. Vermes da família Anisakidae são nematóides parasitas do aparelho gástrico de mamíferos
marinhos como focas, baleias e golfinhos. Larvas destes parasitas são encontradas freqüentemente em
carne de salmão, bacalhau, arenque, atum, hadoque, linguado (hospedeiros intermediários). A infecção
humana resulta do hábito do homem se alimentar com peixe cru, insuficientemente cozido, congelado,
salgado ou defumado, contendo larvas infectantes vivas do nematóide. As espécies mais comumente
envolvidas na infecção humana são Anisakis simplex e Pseudoterranova decipiens. O objetivo deste
trabalho é registrar a ocorrência de larvas da família Anisakidae em bacalhau comercializado no Estado
de São Paulo. Foram analisadas 22 amostras de bacalhau importado, provenientes da Delegacia do
Consumidor (Decon), do Centro de Vigilância Sanitária do Estado de São Paulo e de empresas particulares,
entre dezembro de 1997 e dezembro de 1998. Foram encontrados nematóides em 9 das amostras
analisadas (40,91%) sendo que 6 (27,27%) pertenciam à família Anisakidae, gêneros Anisakis e
Pseudoterranova. Os autores alertam as autoridades sobre a possibilidade desta infecção ocorrer devido
ao aumento de consumo de “sushi” e “sashimi”.
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INTRODUÇÃO

As infecções parasitárias adquiridas através dos alimen-
tos têm sido descritas há muito tempo, e continuam sendo de
grande importância em muitas regiões do mundo. Muitos para-
sitas têm complexos ciclos de vida, os quais têm como fator
característico a troca de hospedeiros em determinada fase da
evolução32.

Anisaquíase é uma importante infecção transmitida por
peixes e causada por larvas do terceiro estágio (L

3
) de nematói-

des da família Anisakidae. Os primeiros casos foram atribuídos
ao nematóide Anisakis marina32,37. A taxonomia vem mudando
com freqüência e atualmente as espécies mais comuns envolvi-
das são Anisakis simplex e Pseudoterranova decipiens.

A primeira descrição da anisaquíase humana ocorreu
na Holanda em 196035 e em seguida foram relatados casos no
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Japão18,33,36,37, onde a população tem o hábito difundido e ampla-
mente aceito de consumir carne de peixe crua, como sushi e
sashimi, e onde a anisaquíase é considerada problema de Saúde
Pública37.

Atualmente são muitos os relatos sobre o encontro de
larvas do terceiro e quarto estágios do nematóide no homem,
nos EUA6,13,16,17, França7,9,24, Itália22, Espanha2, Noruega10 e
Chile20.

O ciclo de vida do parasito ocorre em regiões mais frias
dos oceanos10; envolve dois hospedeiros intermediários e a
possibilidade de grande número de hospedeiros paratênicos
(peixes marinhos)8,32. O verme adulto parasita o estômago e
intestino delgado de mamíferos marinhos como baleia, golfi-
nho, leão marinho, foca e morsa. Os ovos eliminados nas fezes,
sofrem, na água, o desenvolvimento larvário, onde as larvas
são ingeridas pelo primeiro hospedeiro intermediário, crustá-
ceos, como camarão (krill). Os hospedeiros secundários são
peixes que se alimentam de crustáceos, adquirindo as larvas
do terceiro estágio que migram para as cavidades ou muscu-
laturas. Os peixes mais conhecidos por albergarem a larva do
terceiro estágio são: bacalhau, arenque, hadoque e salmão7.
No Brasil, Rego et al.25 encontraram anchovas parasitadas por
larvas de Anisakis sp e São Clemente et al.28 analisaram 70
amostras de peixe espada do litoral do Rio de Janeiro,
observando que 20,0% das amostras estavam parasitadas por
larvas de Anisakis sp., 70,0% por Phocanema sp. e 100,0%
por Contracaecum sp.

Geralmente, a infecção humana ocorre com a presença
de uma única larva no trato digestivo, mucosa gástrica ou
intestinal, podendo raramente ocorrer casos com algumas
dezenas de larvas. As mais freqüentemente encontradas
pertencem ao terceiro estágio de desenvolvimento7; porém, já
foram relatados encontros de L

4
 parasitando o homem15,17.

A doença provocada por nematóides do gênero Anisakis
ocorre com menor freqüência em relação à provocada pelo
gênero Pseudoterranova, e é mais grave, invasiva e geralmente
a larva se localiza na mucosa intestinal do homem19,29. As larvas
do gênero Pseudoterranova, antigo Phocanema11,16, podem
invadir a mucosa gástrica1,24 porém, com maior freqüência, não
conseguem se fixar e são eliminadas junto ao vômito, através
da tosse, pelas fezes ou são colhidas da garganta15,17. É
significativa a observação de que a infecção humana por larvas
de Anisakis sp são detectadas por biópsia enquanto as larvas
do gênero Pseudoterranova são visualizadas quando
eliminadas oralmente ou pelas fezes. Germano e Germano8

consideram estes casos assintomáticos, uma das razões da
ausência de relatos em países onde o hábito de consumir
pescado cru ou semi-cru é adotado por alguns segmentos da
população. A localização também pode ser extragastrointesti-
nal, cavidade abdominal16, mesentério32, pulmão14,18 e músculo
lingual8.

O quadro de sintomas1,19,20,24,36 composto por náuseas,
vômito, distúrbios gastrointestinais, dor epigástrica e abdomi-
nal, febre baixa, leucocitose e eosinofilia, ocorre entre duas

horas após a ingestão do pescado contaminado até as duas
primeiras semanas da infecção. Com a evolução do quadro pode
haver hemorragia gástrica, perda de peso ou obstrução intesti-
nal, sugerindo tumor36,37, porém a maioria dos casos relatados
são agudos, confundindo com quadros de apendicite2,26,34. Na
literatura há casos de anisaquíase associada a quadros reumato-
lógicos2,7 e de infecção pulmonar14,18, assim como intensas
reações alérgicas1, principalmente nas infecções crônicas.

O melhor tratamento para a anisaquíase é a profilaxia.
As larvas não sobrevivem a temperaturas maiores que 60oC
por 10 minutos e abaixo de –20oC por 24 horas1,8,31. Segundo
Alonso et al.1 apud Kasuya et al. (1990), a ingestão de carne
de peixes bem cozidos, mas contendo larvas mortas, podem
ser danosos à população, causando processos alérgicos.

Existe grande dificuldade em diferenciar gêneros e
espécies da família Anisakidae21. As larvas dos dois gêneros
podem ser encontradas em vísceras e músculos dos peixes.
Os detalhes morfológicos de esôfago e intestino, como a veri-
ficação da ausência ou presença de cecum, são difíceis de
visualizar e interpretar nos estágios larvários, não permitindo,
desta forma, a identificação de gênero ou espécie a que
pertencem21. Em geral, morfologicamente, as larvas de
Pseudoterranova se apresentam frouxamente enroladas no
tecido e possuem cor “amarronzada” enquanto as larvas do
gênero Anisakis são rosadas e mais fortemente enroladas na
musculatura3,13.

Desde 1993, o Instituto Adolfo Lutz vem recebendo
amostras de bacalhau provenientes de denúncias de consumi-
dores, que adquiriram bacalhau fresco e salgado em estabeleci-
mentos comerciais e notaram algumas alterações em sua
aparência observando a presença de parasitas nos mesmos.
Procuraram então os órgãos de fiscalização para esclarecer o
tipo de contaminação ocorrida no peixe.

O objetivo deste trabalho foi verificar a incidência de
nematóides em amostras de bacalhau comercializado no Estado
de São Paulo pela identificação do nematóide através de sua
morfologia.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 22 amostras de bacalhau, sendo 19
seco e salgado e 3 amostras de bacalhau fresco, enviadas à
Seção de Microscopia Alimentar da Divisão de Bromatologia
e Química do Instituto Adolfo Lutz, pela Delegacia de Consu-
midor – DECON, pelo Centro de Vigilância Sanitária do Estado
de São Paulo, por outras Instituições Públicas e particulares e
algumas amostras adquiridas no comércio da Capital do Estado
de São Paulo de dezembro de 1997 a dezembro de 1998.

A análise para pesquisa de nematóides em amostras de
bacalhau foi baseada no método descrito no Manual de Análise
Microscópica de Alimentos38. Nas amostras analisadas as larvas
encontravam-se inseridas na musculatura e na superfície do
bacalhau que encontrava-se eviscerado. Após a retirada dos
nematóides das amostras, foram enviados ao Laboratório de
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Enteroparasitoses da Divisão de Biologia Médica para
identificação dos gêneros.

As larvas foram clarificadas com lactofenol de
Amman e coradas posteriormente pelo carmin clorídrico12,23.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foram analisadas 22 amostras de bacalhau salgado e
fresco e os resultados obtidos estão apresentados nas Tabelas
1 e 2.

As larvas L3 e L4 encontradas (Figuras 1 e 2) mediram
entre 15 e 45 mm, com diâmetro entre 0,4 e 1,5mm,
apresentando 3 lábios, pequeno dente na extremidade anterior
e pequena estrutura tipo espículo na extremidade posterior. O
esôfago apresentava porção muscular longa e porção ventricu-
lar. Em uma das amostras foram identificadas vinte quatro
larvas de nematóides dos dois gêneros da família Anisakidae.

Tabela 1. Número e porcentagem de amostras de bacalhau
condenadas, contendo larvas de nematóides. São Paulo, 1998

Larvas de nematóides
Amostras de bacalhau
Nº %

Família Anisakidae 6 66,66
Nematóide não-identificado 3 33,33

TOTAL 9 100,00

Na Tabela 1 pode-se observar que 6 (66,66%) das amos-
tras continham nematóides da família Anisakidae e 3 (33,33%)
nematóides não identificados, totalizando assim 9 (100,00%)
de amostras impróprias para o consumo por conter nematóides.

Tabela 2. Número e porcentagem de amostras de bacalhau
aprovadas e condenadas, segundo o tipo de bacalhau. São
Paulo, 1998

Amostras de bacalhau
Fresco Salgado Total

nº % nº % nº %

Aprovadas 0 0,00 13 59,09 13 59,09
Condenadas 3 13,64 6 27,27 9 40,91

TOTAL 3 13,64 19 86,36 22 100,00

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2,
verifica-se que 9 (40,91%) das amostras foram condenadas por
conter larvas de nematóides. Do total de 22 amostras de bacalhau,
6 apresentavam larvas da família Anisakidae, incluindo as 3
amostras de bacalhau fresco. Considerando a legislação de
Ministério da Agricultura5 para pescado curado, ela considera
alterado o peixe que apresentar larvas ou parasitas. Em relação
ao Decreto Lei Estadual n° 12.486 para conserva de pescado, a
mesma exige ausência de sujidade, parasitas e larvas30.

Santos e Lodi27 em 1998 relataram a ocorrência de A.
physeteris Baylis, 1923 e Pseudoterranova sp em uma
espécie de baleia, Kogia breviceps (De Blainvillei, 1983)
(Physeteridae) encontrada no arquipélago de Fernando de
Noronha. Os autores relataram o primeiro caso da incidência
destes parasitas em baleia na região nordeste do Brasil, repre-
sentando uma nova distribuição geográfica destes parasitos.

Barros e Cavalcanti4 (1998) examinaram 113 espécimes
de peixes provenientes do litoral nordeste do Brasil e encon-
traram larvas de Anisaquídeos em 47 (41,59%). Entre os 82
pargos examinados, 46,34% estavam parasitados e entre os
18 dourados, 9 (50,00%) estavam parasitados com larvas de
anisaquídeos.

Devido à crescente popularidade dos restaurantes e fast-
food brasileiros especializados em sushi e sashimi, acredita-se
que em breve será possível observar os primeiros casos de
anisaquíase no Brasil. Por se tratar de infecção ainda não
diagnosticada em nosso país, talvez pela dificuldade de diagnós-
tico diferencial com câncer gástrico, úlcera gástrica, carcino-
ma de cólon, apendicite, urticária e outras patologias, poderia
estar ocorrendo subnotificação de casos por parte dos serviços
médicos.

Figura 1. Larvas da família Anisakidae em bacalhau fresco (240x)

Figura 2. Larva obtida de bacalhau salgado, importado, corada
pelo carmim clorídrico (320x)

Ú
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CONCLUSÕES

A anisaquíase é uma doença parasitária de distribuição
mundial. No Brasil ainda não existem registros de sua ocorrên-
cia no homem, embora larvas de Anisakidae tenham sido
encontradas em peixes-espada28, anchovas25, pargos4 e doura-
dos4, capturados na costa brasileira. De acordo com esses auto-
res e os resultados obtidos neste trabalho, pode-se considerar
a anisaquíase uma zoonose emergente no país, principalmente
em razão da vulgarização e aumento do consumo do pescado
marinho cru, sob forma de sushi e sashimi, em restaurantes
orientais, fast-food, áreas de alimentação em shopping centers e
deliveries.

Outro fator que predispõe à infecção é a maior facilidade
de viagens, atualmente, a turismo ou a negócios para países
onde esses hábitos alimentares são comuns.

A abertura de mercado, favorecendo a importação de
produtos marinhos, incluindo os frescos, defumados e salgados,
pode colaborar na ocorrência de casos.

Por estas razões, a legislação brasileira de alimentos, no
âmbito da Vigilância Sanitária, deveria prever normas e proce-
dimentos específicos para o preparo de pratos à base de pescado
marinho cru, defumado, insuficientemente cozido ou salgado, a
exemplo de que foi adotado por outros países.

Os autores alertam as autoridades responsáveis pela
importação e fiscalização do bacalhau, principalmente o fresco
viscerado, em razão da alta incidência de larvas de nematóides
da família Anisakidae encontradas na totalidade das amostras
frescas analisadas e relatada neste trabalho, principalmente em
razão do aumento do consumo do pescado marinho cru.
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ABSTRACT.  Anisakid nematode parasites are adult worms that feed in the gastric tract of amphibians,
reptiles, birds and mammals (whales and dolphins). Sea foods are the principal sources of human
infections with these larval worms. These parasites are known to occur frequently in the flesh of cod,
haddock, fluke, pacific salmon, herring, flounder, and monkfish. The disease is transmitted by raw,
undercooked or insufficiently frozen fish and shellfish, and its incidence is expected to increase with
the increase in the number of sushi and sashimi bars. The survey of cod marketed in the State of São Paulo
is probably the first to be  reported. This work deals with a parasitological survey of Anisakis from 22
samples. 9 (40,9%) were infected with nematodes, 6 of which (27,3%) belonged to the anisakidae family.
Larve from two genera, Anisakis and Pseudoterranova, of the family Anisakidae, have been definitely
identified from human cases. Although anisakiasis is not a major public health problem, there is a need for
regulation in the fish industry and for consumer information.

KEY WORDS. Nematode parasites; Anisakidae; cod.
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RESUMO. Foram analisadas amostras de água e de dializados coletados de diferentes pontos do sistema
de hemodiálise de um Centro de Hemodiálise de um hospital de Campinas, São Paulo, Brasil, após um
surto de bacteriemia ocorrido em setembro de 1996. As amostras foram submetidas à contagem de
bactérias heterotróficas e pesquisa de coliformes totais, assim como foram realizadas as hemoculturas
dos pacientes com bacteriemia. As cepas isoladas e identificadas como Pseudomonas aeruginosa
foram submetidas à sorotipagem e à piocinotipagem e, naquelas pertencentes ao mesmo sorotipo e
piocinotipo, procurou-se determinar o perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos e o ribotipo.
Quanto à pesquisa de Pseudomonas, 80% das amostras correspondentes à segunda coleta foram positivas
e em todas as amostras referentes à terceira coleta foram isoladas Pseudomonas aeruginosa ou
Bulkholderia cepacia. Apenas uma cepa de P.aeruginosa de água pertencia aos mesmos sorotipo (O15)
e piocinotipo (P10) daqueles obtidos dos pacientes. A compatibilidade genética das amostras das duas
origens, verificada pela ribotipagem, sugere um veículo comum na propagação da infecção.
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INTRODUÇÃO

Pacientes renais crônicos submetidos ao processo de
hemodiálise estão mais expostos à contaminação da água do
que a população normal, resultando assim no risco de apresentar

reações pirogênicas e/ou bacteriemias, quase sempre associa-
das à reutilização de dializadores5,15.

Bacilos Gram negativos, principalmente Pseudomonas
aeruginosa20, têm sido freqüentemente associados à ocorrên-
cia de surtos de bacteriemias por fluidos de diálise conta-
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minados, onde a desinfecção inadequada do sistema de trata-
mento da água e da máquina de diálise representam a principal
causa na maioria dos surtos13,24.

Neste trabalho é relatado um surto de bacteriemia por
Pseudomonas aeruginosa, ocorrido em setembro de 1996,
em uma unidade de hemodiálise de um hospital localizado em
Campinas, São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Caracterização do surto
O Centro de Hemodiálise é uma das unidades de um

hospital geral, localizado em Campinas, São Paulo e constituído
de três salas, sendo duas destinadas aos pacientes com soro-
logia negativa para HBsAg e a outra para pacientes com
sorologia positiva para HBsAg. O surto teve início em 11 de
setembro de 1996, quando três pacientes, de distintas salas,
evidenciaram sinais de bacteriemia durante a hemodiálise. Em
16 de setembro, a equipe de Vigilância Epidemiológica local
voltou a relatar a ocorrência de vários casos de bacteriemia
nesta unidade, sendo indicada a realização da análise da água
que abastecia o Centro de Diálise. A última análise da água
datando de maio/1996 apresentava contagem de microrga-
nismos acima do padrão. Casos de bacteriemia continuaram
mesmo após a revisão realizada pela empresa responsável pelo
sistema de tratamento da água que abastecia a unidade. Nesta
data, 16 de setembro, foram coletadas amostras de sangue de
11 pacientes um dos quais foi a óbito. Entre 18 e 19 de setem-
bro, foi realizada uma completa revisão do sistema de desmi-
neralização da água. No entanto, casos de bacteriemia continua-
ram ocorrendo, razão pela qual todos os pacientes foram
transferidos para outras unidades de hemodiálise da região. A
partir de 23 de setembro, a unidade foi interditada e lacrada
pela Vigilância Sanitária e amostras de água e dos dialisados
foram coletados nesta data e repetidas em outras datas.

2. Coleta das amostras
Foram recolhidas 18 amostras de diferentes pontos do

sistema de hemodiálise e em diferentes datas, especificadas
no Quadro 1.

3. Análise das amostras
Com exceção das amostras A17 e A18, as demais foram

submetidas à contagem de bactérias heterotróficas, às pesqui-
sas de coliformes totais e de Pseudomonas spp. As análises
foram realizadas no Laboratório de Microbiologia Alimentar
da Seção de Bromatologia e Química do Laboratório Regional
de Campinas, seguindo as metodologias clássicas1. As cepas,
com identificação presuntiva de Pseudomonas sp, foram enca-
minhadas à Seção de Bacteriologia – Laboratório Central, para
a posterior caracterização.

4. Hemocultura
Das 11 amostras de sangue coletadas, 3 foram processa-

das no Laboratório do próprio hospital e 8 foram encaminhadas
ao Setor de Bacteriologia do Laboratório Regional de Campi-
nas. As hemoculturas foram realizadas seguindo os procedi-
mentos recomendados pelo Manual de Normas Analíticas do
Instituto Adolfo Lutz19. Todas as cepas isoladas foram encami-
nhadas ao Laboratório Central para as caracterizações fenotípi-
ca e genotípica.

5. Caracterização de espécies
As espécies do gênero Pseudomonas foram classifi-

cadas segundo o critério apresentado pelo Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology27.

5.1 Sorotipagem e Piocinotipagem
As cepas bioquimicamente caracterizadas como

Pseudomonas aeruginosa foram sorotipadas segundo Lanyi
e Bergan22 e os piocinotipos determinados pela técnica descrita
por Fyfe et al.14.

5.2 Determinação do perfil de resistência aos agentes
antimicrobianos
Nas cepas identificadas como Pseudomonas aeruginosa

sorotipo O15, foi determinado o perfil de resistência aos seguin-
tes antimicrobianos (Cecon – Centro de Controle e Produtos
para Diagnóstico Ltda., São Paulo, Brasil): amicacina (AM,
30mg), ampicilina (AP, 10mg), carbenicilina (CB, 100mg),
cefalexina (CX, 30mg), cefalotina (CF, 30mg), cefoperazona
(CZ, 75mg), cefoxitina (CO, 30mg), ciprofoxacina (CP, 5mg),
cloranfenicol (CL, 30mg), gentamicina (GN, 10mg), tetraciclina

Quadro 1. Localização dos pontos de coleta das amostras no
período de setembro a outubro de 1996

Data da coleta Amostras e pontos de coleta
23.09.1996 Água do poço – A1

Água da rede municipal – A2
Água do reservatório (água da rede municipal+água
do poço) – A3

25.09.1996 Máquina 1 – A4*
Máquina 2 – A5
Máquina 3 – A6
Máquina 4 – A7
Máquina 5 – A8
Máquina 6 – A9
Máquina 7 – A10
Máquina 8 – A11
Máquina 9 – A12
Máquina 10 – A13

01.10.1996 Água da saída do reservatório – A14
Água coletada antes da entrada da máquina 10 – A15
Água coletada antes da entrada da máquina 5 – A16
Água da cápsula de filtro da máquina 5 – A17
Água da cápsula de filtro da máquina 10 – A18

* dialisados das máquinas
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(TT, 30mg) e imipenem (IP, 10mg). Utilizou-se a técnica de
antibiograma recomendado pelo National Committee for
Clinical Laboratory Standards26. Como controles foram
utilizadas as seguintes cepas: Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212.

5.3 Ribotipagem
Cinco cepas de Pseudomonas aeruginosa (quatro

isoladas de sangue e uma isolada de água), que apresentavam
as mesmas características fenotípicas, foram submetidas à
extração de DNA cromossômico segundo Brenner et al.8. As
amostras de DNA cromossômico purificado foram clivadas com
as enzimas de restrição EcoRI e BamHI, sendo os fragmentos
de restrição separados por eletroforese em gel de agarose e
transferidos a vácuo para a membrana de nylon. Procedeu-se à
hibridização com a sonda cDNA preparada por transcrição
reversa a partir de rRNA29. O tamanho dos fragmentos foi
estimado em relação ao tamanho dos fragmentos de DNA de
Haemophilus aegyptius 3031 clivado com a enzima EcoRI
(fragmentos com tamanhos variando de 1.5 a 17 kb), utilizado
como referência de tamanho molecular. Os tamanhos dos
fragmentos foram estimados no programa DNAStar.

RESULTADOS

1. Análise de amostras de água e dos dialisados
Os resultados das análises das três coletas estão apre-

sentadas na Tabela 1. Quanto à pesquisa de Pseudomonas, as
amostras A1, A2 e A3 foram negativas e na segunda coleta
(A4 a A13), 80% das amostras revelaram a presença da bactéria,
assim como as cinco amostras (A14 a A18) da terceira coleta
evidenciaram Pseudomonas aeruginosa e/ou Burkholderia
cepacia (Pseudomonas cepacia).

2. Hemoculturas
De quatro pacientes foram isoladas Pseudomonas

aeruginosa.

3. Caracterização fenotípica de Pseudomonas aeruginosa
As cepas isoladas de sangue pertenciam ao sorotipo

O15 e ao piocinotipo P10, acrescida de uma cepa isolada de
água que também pertencia ao sorotipo O15 e piocinotipo P10.
Quanto ao perfil de resistência aos antimicrobianos, dessas
cinco cepas, observou-se o mesmo padrão de resistência
(Tabela 2).

Tabela 1. Resultados das análises de amostras de água coletadas no período 23 de Setembro a 1o de Outubro de 1996, dos diferentes
pontos do sistema de hemodiálise

Amostra Ponto de coleta Pesquisa

CPP(1) Bolores e leveduras Coliformes totais Pseudomonas spp

A1 Poço < 30UFC(2) < 10 UFC Ausente Ausente

A2 Rede Municipal < 30 UFC < 10 UFC Ausente Ausente

A3 Reservatório (água do poço+água da rede) < 30 UFC < 10 UFC Ausente Ausente

A4 Máquina 1(3) 2.8.102 UFC < 10 UFC 3 UFC P.aeruginosa

A5 Máquina 2 > 3.103 UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa

A6 Maquina 3 1.1.103 UFC < 10 UFC 18 UFC Ausente

A7 Maquina 4 > 3.103 UFC < 10 UFC Ausente P.aeruginosa

A8 Máquina 5 > 3.103 UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa

A9 Máquina 6 2.1.103 UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa

A10 Máquina 7 2.2.103 UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa

A11 Máquina 8 7.1.102 UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa

A12 Máquina 9 2.0.103 UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa

A13 Máquina 10 3.2.102 UFC < 10 UFC 132 UFC Ausente

A14 Saída do reservatório de água tratada > 3.103 UFC < 10 UFC 15 UFC B.cepacia

A15 Antes da entrada da máquina 5 > 3.103 UFC < 10 UFC Ausente B.cepacia

A16 Antes da entrada da máquina 10 > 3.103 UFC < 10 UFC Ausente B.cepacia

A17 Cápsula do filtro da máquina 5 -(4) - - B.cepacia

A18 Cápsula do filtro da da máquina 10 - - - P.aeruginosa

(1)CPP, contagem padrão em placa; UFC/mL (2)unidade formadora de colonia/mL; (3)as amostras coletadas correspondem ao dialisado das máquinas; (4) testes não
realizados
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Figura 1. Ribotipo de cepas Pseudomonas aeruginosa isoladas de sangue e de água,  obtido após digestão do DNA com EcoRI
(2-6) e BamHI (8-12). O marcador de peso molecular (DNA de H.aegyptius 3031 digerido com EcoRI) está mostrado em 1 e
7. O perfil de cepas isoladas de sangue correspondem a 2-5 e 8-11, e da cepa isolada da água está mostrado em 6 e 12

4. Ribotipagem
As cinco cepas de P.aeruginosa com as mesmas carac-

terísticas fenotípicas apresentaram um padrão único de bandas
quando as amostras de DNA foram clivadas com a enzima EcoRI.
A identidade genética destas cepas foi confirmada com a utilização
de uma segunda enzima, BamHI (Figura 1) e os resultados
completos de todos os ensaios realizados foram lançados na
Tabela 2.

DISCUSSÃO

Os microrganismos freqüentemente associados à conta-
minação de dialisados e água utilizada no preparo de fluidos de
diálise e na desinfecção das máquinas de hemodiálise são os
bacilos Gram negativos, particularmente Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia, Pseudomonas spp,
Achromobacter, Moraxella, Acinetobacter e Stenotrophomonas
maltophilia5,12,24.

Espécies do gênero Pseudomonas estão amplamente
disseminadas na natureza (sistemas aquáticos doce e marinho,
superfícies de vegetais e solo), facilitada pela sua extraordinária
versatilidade fisiológica, podendo se multiplicar mesmo em
água destilada10,11,17,30.

A rápida multiplicação destes microrganismos nos
dialisados é favorecida pela presença de elementos químicos
do sangue dos pacientes que passam para os dialisados durante
o processo de hemodiálise. Concentrações bacterianas seme-
lhantes às obtidas em meios de cultura podem ser observadas
nos dialisados, representando um risco potencial para pacientes
de outras unidades11,12. Pseudomonas aeruginosa, reconhecida
como um dos mais importantes agentes etiológicos de infecções
nosocomiais4,21, propaga-se com facilidade para outros pacientes
imunocomprometidos de diferentes unidades do mesmo
hospital, além de disseminar a resistência às drogas12. Por esta
razão, a “Association for the Advancement of Medical
Instrumentation” (AAMI)2 recomenda que a contagem bacteriana
não deve exceder 2.000 UFC/mL. Por outro lado, recomenda-
se que a contagem bacteriana não deve ser superior a 200
UFC/mL na água utilizada no preparo de soluções germicidas

Tabela 2.  Características fenotípicas e genotípicas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas de sangue e de amostras de
água coletadas de diferentes pontos do sistema de hemodiálise

Material Sorotipos Piocinotipo Perfil de resistência Ribotipo
aos antimicrobianos

Sangue O15 P10 AP,CF,CL,CO,CX,TT E1B1

Sangue O15 P10 AP,CF,CL,CO,CX,TT E1B1

Sangue O15 P10 AP,CF,CL,CO,CX,TT E1B1

Sangue O15 P10 AP,CF,CL,CO,CX,TT E1B1

Água- Amostra A4 O7,8 -* -

Água- Amostra A5 O15 P10 AP,CF,CL,CO,CX,TT E1B1

Água- Amostra A7 O10 - -

Água- Amostra A8 O4 - -

Água- Amostra  A9 O10 - -

Água-Amostra A10 O11 - -

Água-Amostra A18 O7,8 - -

*A determinação do piocinotipo e do padrão de resistência  e a ribotipagem
foram realizadas somente nas cepas de Pseudomonas aeruginosa pertencentes
ao sorotipo O15.  AP, ampicilina; CF, cefalotina; CL, cloranfenicol; CO, cefoxitina;
CX, cefalexina; TT, tetraciclina
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para a desinfecção de dializadores, assim como na água tratada
utilizada na preparação de solução de diálise e fluidos de diálise
e ainda na água utilizada para lavar os dialisadores2,3.

Pela inexistência de uma legislação específica vigente no
país, os resultados obtidos nas análises das amostras de água e
dos dialisados da unidade onde ocorreu o surto de bacteriemia
foram comparados com os padrões microbiológicos estabelecidos
pela Farmacopéia Britânica7, que recomenda que a contagem
bacteriana não deva exceder a 102 microrganismos/ml. Somente
em 11 de outubro de 1996, entrou em vigor a Portaria 2042 do
Ministério da Saúde, atualmente substituída pela Portaria 82/2.000
de 03 de janeiro de 2000 que estabelece o Regulamento Técnico
para o funcionamento dos serviços e as normas para cadastramento
destes serviços ao Sistema Único de Saúde25.

A alta contagem de bactérias nos dialisados de todas as
máquinas, excedendo o limite recomendado pela Farmacopéia
Britânica7, demonstra que aquele centro estava processando
as hemodiálises em condições totalmente inadequadas. Segun-
do Favero et al.11, fatores que podem estar associados à conta-
minação microbiana dos fluidos utilizados em máquinas de
hemodiálise são os métodos de tratamento e distribuição de
água e tipos de sistemas de diálise.

 Os casos de bacteriemia ocorridos neste surto tiveram
uma fonte única de contaminação, como ficou demonstrado
pela caracterização das cepas de Pseudomonas aeruginosa
isoladas de sangue. Os marcadores fenotípicos como o
sorotipo, piocinotipo e o perfil de resistência aos agentes
antimicrobianos sugerem uma origem comum para estas
cepas. A utilização da ribotipagem, técnica amplamente
utilizada em estudos epidemiológicos de surtos de infecções
por Pseudomonas spp6,16,18,28, demonstra a identidade genética
das cepas isoladas dos quatro pacientes com bacteriemia. É

interessante observar que uma cepa de Pseudomonas
aeruginosa com as mesmas características fenotípicas e
genotípicas também foi isolada do dialisado da máquina 2
(Amostra A5), coletada nove dias após a coleta de sangue
dos pacientes. Durante a coleta de dialisados, as máquinas
não estavam em funcionamento e haviam sido formolizadas
três dias antes da coleta.

Bacilos Gram negativos, particularmente aqueles
designados como bactérias da água como as espécies do gênero
Pseudomonas, embora sejam os mais freqüentes, não são os
únicos que representam riscos aos pacientes renais crônicos.
Bactérias do gênero Mycobacterium (“não tuberculosas”)
também são freqüentes em águas de hemodiálise, responsa-
bilizadas inclusive por um surto de bacteriemia ocorrido na
Califórnia, EUA9,23.

Manter um nível baixo de contaminação bacteriana na
água que abastece o sistema de hemodiálise pode representar
uma maneira de prevenir os riscos aos pacientes. Segundo
Gordon et al.15, a obtenção de resultados satisfatórios depende
da rigorosa e sistemática adoção das recomendações tais como
a análise rotineira (mensal) de água tratada utilizada nos proces-
sos de hemodiálise, estabelecimento de um sistema de vigilân-
cia ativa para reações adversas em pacientes submetidos à
hemodiálise, controle rotineiro das membranas de diálise e
desinfecção mensal do sistema de distribuição da água.

A freqüente ocorrência de surtos, alguns de extrema
gravidade, levando inúmeros pacientes a óbito, mostra a
importância do cumprimento da Portaria 82/2000 do Ministé-
rio da Saúde que estabelece os procedimentos que asseguram
a qualidade da água empregada em todas as etapas do processo
de diálise, a monitorização dos parâmetros microbiológicos,
bem como os procedimentos de tratamento da água.
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ABSTRACT. Between September 11 and 20, 1996, an outbreak of bacteremia occurred in patients undergoing
hemodialysis at one dialysis center in Campinas, São Paulo, Brazil. Water and dialysate samples as well as
blood samples from patients with bacteremia were collected for bacteriological analysis. All Pseudomonas
aeruginosa strains were serotyped and pyocin-typed. P. aeruginosa strains belonging to the same serotype
(O15) and pyocin type (P10) were submitted to antimicrobial susceptibility testing and to ribotyping using
two restriction enzymes, EcoRI and BamHI. The high concentrations of bacteria detected in all hemodialyzers
and their heavy rate of contamination (86.7%) by Pseudomonas aeruginosa or Burkholderia cepacia showed
that this dialysis center was operating in inadequate conditions. One strain of P. aeruginosa isolated from
hemodialyzer and the strains recovered from blood cultures of patients showed similar phenotypical and
genetic traits which suggest a common source of infection in this oubreak. We report the potential risk for
patients undergoing hemodialysis to acquire infections due to the inadequate practice of reusing disposable
dialyzers during the reprocessing procedures.

KEY WORDS. Hemodialysis; bacteremia; Pseudomonas aeruginosa; serotyping; pyocintyping;
ribotyping.
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