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RESUMO 

 

As alergias alimentares são um grande problema de saúde pública a nível mundial, que ocorre em 

todas as faixas etárias, tendo maior incidência em crianças. Mediada pelo sistema imunitário, a 

alergia alimentar é uma reação adversa que ocorre devido à presença de alergénios alimentares, que 

são identificados erroneamente como sendo um perigo ao organismo. Como é uma patologia que não 

possui cura, a prevenção é a melhor forma de evitar que ocorram reações alérgicas em indivíduos 

sensíveis, sendo a rotulagem um componente indispensável para a identificação dos alergénios 

presentes nos alimentos. Dentro dos métodos utilizados para a deteção de alergénios está a Reação 

em Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR em tempo real), que é capaz de identificar o gene que 

codifica a proteína alergénica. Este método possui elevada sensibilidade e especificidade, sendo 

atualmente utilizado na área alimentar para a deteção de organismos genéticamente modificados e 

alergénios. Devido a uma grande procura de clientes e consumidores, para identificação de 

alergénios em alimentos, o objetivo do presente trabalho foi implementar e validar, a partir de análises 

de sensibilidade, precisão e robustez, o método de PCR em tempo real. Dessa forma, foi testada a 

deteção qualitativa de oito alergénios em alimentos, sendo estes o aipo, amendoim, avelã, caju, noz, 

pistáchio, sésamo e soja, no Laboratório da SGS - Société Générale de Surveillance. Destes 

alergénios, foi possível a validação de sete, demonstrando que o método de PCR em tempo real, 

para os presentes alergénios, possui elevada precisão e sensibilidade nos resultados obtidos.  

 

Palavras-chave: PCR em tempo real, alergénios, alimentos, validação, análise qualitativa. 
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ABSTRACT 

 

Food allergies are a major public health problem worldwide, which occurs in all age groups, with a 

higher incidence in children. Mediated by immune system, the food allergy is an adverse reaction that 

occurs due to the presence of food allergens, which are mistakenly identified as a threat to the 

organism. Since it is a pathology that has no cure, prevention is the best way to avoid the possibility of 

allergic reactions in sensitive individuals, being the labeling an indispensable component for the 

identification of allergens in food. Among the methods used for the detection of allergens the real-time 

Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) is able to identify the allergenic protein gene. This 

method has high sensitivity and specificity, being currently used in the food area for the detection of 

genetically modified organisms and allergens. Due to great demand by clients and consumers for 

identification of allergens in foods, the aim of this study was to implement and validate the PCR 

method in real time, from sensitivity, precision and robustness analysis. By this way, the qualitative 

detection of eight allergens was tested in foods, such as celery, peanuts, hazelnuts, cashews, 

walnuts, pistachio, sesame and soy, in the laboratory of SGS - Société Générale de Surveillance. 

Among those allergens, it was possible to validate seven of them, demonstrating that the real-time 

PCR method has high accuracy and sensitivity.  

 

Keywords: Real-time PCR, allergens, food, validation, qualitative analysis. 
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INTRODUÇÃO 

 

Alergia alimentar é uma reação do organismo mediada pelo sistema imunitário. Em 

indivíduos sensíveis, o sistema imune reage erroneamente à presença de alguns alergénios 

presentes naturalmente em alimentos, pensando que estes são perigosos ao organismo (Costa 

et al., 2012; Pereira et al., 2008; Skypala et al., 2015). 

Existem mais de 160 alimentos que podem causar alergias alimentares, porém 8 

destes abrangem 90% das reações alérgicas, que são o leite, ovos, peixes, crustáceos, frutos 

de casca rija, amendoim, trigo e soja (FDA, 2010; Monaci e Visconti, 2009; Skypala et al., 

2015). 

 Globalmente, cerca de 220 a 250 milhões de pessoas sofrem com alergia alimentar, 

afetando a qualidade de vida, principalmente em relação às crianças, faixa etária em que há 

maior incidência (Fiocchi et al., 2011; Pereira et al., 2008). Esta patologia é considerada pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) como o quarto principal problema de saúde pública do 

mundo, devido à sua elevada incidência e pelo aumento da frequência em que as alergias 

estão afetar múltiplos órgãos, elevando a morbilidade e os serviços de saúde necessários para 

o seu tratamento (Costa et al., 2012; Pawankar et al., 2011; Pereira et al., 2008). 

 Como ainda não foi descoberta uma cura para as alergias alimentares, o ideal é evitar 

que ocorram reações alérgicas, eliminando da dieta de indivíduos sensíveis todos os alimentos 

que podem possuir na sua constituição ingredientes alergénicos. Isto é possível graças às 

informações contidas nos rótulos dos alimentos, que em diversos países possuem uma 

legislação específica para este tema (Costa et al., 2012; FDA, 2010; Monaci e Visconti, 2009; 

Ramos et al., 2013).  

Na União Europeia, os Regulamentos (UE) nº1169/2011 e nº828/2014 tornam 

obrigatória a indicação no rótulo de todos os auxiliares tecnológicos, ingredientes e seus 

derivados que possuam na sua constituição cereais que contém glúten (superior a 20 mg/kg), 

crustáceos, ovos, peixes, amendoim, soja, leite, frutos de casca rija, aipo, mostarda, sementes 

de sésamo, tremoço, molusco e dióxido de enxofre (sulfitos), sendo este último mencionado 

apenas em concentrações superiores a 10 mg/kg ou 10 mg/L. 

 A identificação dos alergénios alimentares é possível a partir da deteção das proteínas 

alergénicas ou pelo DNA (Melo, 2011). Dentro das metodologias utilizadas para deteção das 

proteínas estão os métodos  imunológicos como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay) e o LFD (Lateral flow devices), amplamente utilizados na indústria alimentar, e o 

método de separação de proteínas e peptídeos, conhecido como espectrometria de massa 

(Costa et al., 2012; Mϋller e Steinhart, 2007; Soares, 2012).  

 Em virtude de algumas limitações na deteção de proteínas, há a possibilidade de 

identificação de alérgenos pelo DNA, devido à sua maior estabilidade. O método utilizado para 

este fim é a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), que identifica o alergénio através da 
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amplificação de um gene que codifica a proteína alergénica, até que se torne possível 

visualizar sua presença (Costa et al., 2012; Ridley, 2015). Na área alimentar, o PCR já é 

utilizado na identificação de organismos geneticamente modificados e compostos alergénicos 

(Contri, 2006; Melo, 2011). 

Na Europa, o PCR é utilizado amplamente por órgãos de fiscalização e controlo da 

qualidade de alimentos. Isto porque mesmo que o alimento sofra diversas etapas de 

processamento, o que pode constituir um obstáculo para o sucesso da reação, pois podem vir 

a levar à clivagem aleatória do DNA, o PCR ainda é um método considerado eficaz, por ter a 

capacidade de amplificar pequenos fragmentos de DNA (Contri, 2006). 

Dentro dos tipos de PCR que podem ser utilizados, o PCR em tempo real é o mais 

aconselhado, pois além da sua elevada especificidade e seletividade, a amplificação e deteção 

de DNA ocorrem no mesmo local físico, diminuindo significativamente o risco de contaminação, 

além disso, é um método que possibilita uma deteção qualitativa ou quantitativa das 

sequências de DNA (Costa et al., 2012; Espy et al., 2006; Higuchi et al., 1993; Novais et al., 

2004). 

Entretanto, independentemente do método utilizado para deteção de alergénios, é 

necessário uma validação para os alimentos que serão utilizados e alergénios a serem 

detetados, com a finalidade de garantir a fiabilidade dos resultados obtidos (Soares, 2014). 

Para a validação do método em PCR são necessárias análises de sensibilidade e robustez, 

utilizadas para confirmar que a partir deste método é possível detetar uma amostra positiva e 

para fornecer a sua fiabilidade. Quando se utiliza o PCR em tempo real, é possível aplicar uma 

análise de precisão, com o objetivo de avaliar se o método é capaz de fornecer resultados 

constantes para a mesma amostra (Codex Alimentarius, 2010; Oliveira, 2009). 

 Com base nas necessidades de identificação de alergénios em alimentos, devido à 

elevada procura por parte de clientes e consumidores, o objetivo do presente estudo foi 

implementar e validar o método de PCR em tempo real para deteção qualitativa de oito 

alergénios em alimentos, sendo estes aipo, amendoim, avelã, caju, noz, pistáchio, sésamo e 

soja, por serem alimentos frequentemente relacionados com alergias alimentares e devido à 

sua inserção na elaboração de muitos alimentos industrializados. 
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DESCRIÇÃO DOS CAPÍTULOS 

 

CAPÍTULO 1: SOCIÉTÉ GÉNÉRALE DE SURVEILLANCE 

Este capítulo é destinado a uma descrição breve da empresa em que foi desenvolvida a 

componente prática da tese. É realizada a caracterização da empresa, incluindo os seus 

valores, visão e missão, assim como os setores em que atua e a sua história centenária, com 

ênfase na história da SGS em Portugal e no laboratório presente em Lisboa. 

 

CAPÍTULO 2: HIPERSENSIBILIDADE ALIMENTAR 

Esta abordagem é necessária para esclarecer conceitos acerca deste tema, evidenciando a 

importância da identificação de alergénios em alimentos, principalmente para rotulagem, 

obrigatória por legislação. Também tem como função informar de que forma ocorre o 

desenvolvimento de uma alergia alimentar, fatores que estão envolvidos, o aumento da 

incidência, principais alimentos relacionados e sintomas gerados.  

 

CAPÍTULO 3: MÉTODOS DE DETEÇÃO DE ALERGÉNIOS EM ALIMENTOS 

Servindo como introdução para o capítulo seguinte, este capítulo aborda os métodos mais 

utilizados para deteção de alergénios em alimentos, informando as vantagens e desvantagens 

de cada um, além de indicar em que situações o seu uso é mais ou menos aconselhável. 

 

CAPÍTULO 4: REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

Capítulo elaborado para elucidar em pormenor no que consiste este método, partindo desde o 

princípio, com a exposição da sua história, seguido pelas áreas em que é possível a sua 

aplicação, limitações e variações do método, com destaque para o PCR em tempo real e as 

suas particularidades. 

 

CAPÍTULO 5: IMPLEMENTAÇÃO E VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

Etapa fundamental, que apresenta a metodologia aplicada para a realização das análises e os 

passos necessários para a validação do método. Também é neste capítulo que estão 

presentes os resultados e discussões das etapas de validação, com apresentação dos gráficos 

obtidos nas análises, para um melhor entendimento dos resultados. 

 

CONCLUSÃO 

Apresenta resumidamente os pontos fundamentais desta dissertação, evidencia o cumprimento 

dos objetivos iniciais e perspetivas futuras acerca do tema. 
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1. SOCIÉTÉ GÉNÉRALE DE SURVEILLANCE 

 

1.1 A EMPRESA 

 
A SGS (Société Générale de Surveillance) (Figura 1.1) é uma empresa conhecida 

mundialmente devido aos serviços realizados nas áreas de inspeção, análise, verificação e 

certificação (Gomes, 2012; SGS, 2014; SGS Portugal, 2016). Em dezembro de 2015 foi 

estimado que esta empresa, em termos mundiais, possui aproximadamente 88 mil funcionários 

e 1.800 escritórios e laboratórios (Figura 1.2) (Bruman, 2016). 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.1: Logo da SGS (SGS Portugal, 
2016). 
 

Figura 1.2: Quantidade atual de escritórios, laboratórios, MultiLabs e funcionários da SGS 
(Adaptado de Buman, 2016). 

 

Esta empresa possui como visão a pretensão “de ser a organização de serviços mais 

competitiva e mais produtiva do mundo”, tendo como missão a prestação de serviços com 

qualidade assegurada e como valores a paixão, integridade, espírito empreendedor e inovação 

(Gomes, 2012; SGS, 2015b). 
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1.2 HISTÓRIA 

 

A fundação da SGS ocorreu a 12 de dezembro de 1878 em França, após Henri 

Goldstück constatar a necessidade de um representante para os exportadores de grãos a 

granel, para verificação da quantidade e qualidade dos grãos na chegada ao porto, pois nesta 

época, devido à elevada humidade, roubos e acidentes, a quantidade e qualidade dos grãos 

variava significativamente durante o trânsito. Com isto, formou uma parceria com Johann A. 

Hainze, para realizar inspeções em navios que carregassem grãos, tendo o início da SGS sob 

o nome de Goldstück e Hainze & Ca (Gomes, 2012). 

A inovação realizada por esta empresa fez com que esta crescesse rapidamente, 

sendo que em 1913 já era responsável pela inspeção de 21 milhões de toneladas de grãos por 

ano, tornando-se líder neste setor, com 45 escritórios espalhados pela Europa (Gomes, 2012; 

SGS, 2014). 

Em 1915 a sede da empresa passou de Paris a Genebra, na Suíça, por este ser 

considerado um país neutro. E apenas em 19 de julho de 1919 a empresa foi registada com o 

nome de SGS - Société Générale de Surveillance (Gomes, 2012; SGS Portugal, 2016). 

 

1.2.1 SGS em Portugal 

 

O início da SGS em Portugal foi em 1922 (Figura 1.3), ano em que começou a ser 

representada pela empresa Garland Leidley, sendo responsável pela supervisão de carga e 

descarga de todos os navios. A expansão dos negócios no território português ocorreu em 

1939, com a inspeção e análise de matérias-primas, minerais e metais, devido a aquisição de 

laboratórios na Europa (Gomes, 2012; SGS, 2014; SGS, 2015b). 

 
Figura 1.3: Publicação no Diário do Governo referente à constituição da SGS em Portugal 
(Gomes, 2012). 
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No final da década de 60, com o início da supervisão de produtos petroquímicos em 

Portugal, a SGS começa a obter a sua própria identidade, deixando de ser simplesmente uma 

representação de Genebra (Gomes, 2012; SGS, 2014). 

 Na década de 70, firmou acordo com uma empresa de importação soviética para 

realizar inspeções na fábrica de indústrias de calçado. A partir daí, a SGS passou a inspecionar 

não apenas commodities, mas também produtos de consumo (Gomes, 2012). 

 Em 1980 a SGS expandiu-se mais ainda em Portugal, abrindo uma filial no Porto, em 

virtude do aumento de trabalho, principalmente devido ao acordo firmado para a inspeção pré-

embarque de importações angolanas, que eram expedidas na sua maioria a partir de Leixões. 

Esta foi uma grande empreitada para a empresa, visto que neste período cerca de 10% das 

exportações portuguesas tinham como destino Angola, incluindo desde graneis 

agroalimentares, minérios, petroquímicos, têxteis, alimentos a máquinas industriais (Gomes, 

2012). 

 Atualmente, a SGS em Portugal possui mais de 230 funcionários diretos, divididos 

pelos 8 escritórios presentes no continente e nas ilhas, 2 laboratórios e 2 entrepostos 

aduaneiros (Figura 1.4) (SGS, 2013; SGS, 2015b), atuando em inspeções, verificações 

metrológicas qualificadas, análises e ensaios e auditorias técnicas em diversas áreas (SGS 

Portugal, 2016). 

 

Figura 1.4: Atual sede da SGS em Lisboa, reunindo todos os serviços da Grande Lisboa, 
incluindo escritórios e SGS MultiLab. 

 

1.3 COMPETÊNCIAS 

 
Os principais serviços realizados pela SGS são inspeção, testes, certificação e 

verificação. Dentro dos serviços de inspeção está a verificação da qualidade e quantidade dos 
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bens comercializados na etapa de transbordo. Os testes conduzidos permitem reduzir riscos, 

garantir a qualidade e segurança dos produtos. As certificações podem ser realizadas em 

produtos, processos, serviços ou sistemas, com a finalidade de garantir o cumprimento das 

legislações vigentes. Na verificação é assegurada a conformidade dos produtos e serviços 

realizados pela SGS (SGS Portugal, 2016). 

Dentro das áreas de competência abrangidas por esta empresa estão análises e 

ensaios, formações, certificação e auditorias, supervisão de cargas e descargas nos portos, 

entrepostagem aduaneira, segurança alimentar, controlo de qualidade de produtos de 

consumo, avaliação de aspetos ambientais, avaliação de riscos de saúde e segurança, 

inspeção industrial, peritagem e averiguação do setor automobilístico (SGS, 2013). 

No setor agroalimentar a SGS atua com base no princípio “do prado ao prato com 

qualidade e segurança”, atuando na área de agricultura e pescas com análises da produção, 

de produtos, monitorização e certificação, na indústria alimentar com análises microbiológicas, 

físico-químicas, nutricionais, sensoriais e de biologia molecular, acompanhamento de produto, 

inspeções na produção, auditorias de segurança alimentar, certificação de produtos, da cadeia 

produtiva e de sistemas, no transporte com supervisão de cargas e descargas, no retalho e 

restauração com análises de qualidade, auditorias, apoio técnico e certificação (SGS, 2015b). 

 

1.4 LABORATÓRIOS EM PORTUGAL 

 

Para apoiar os exportadores portugueses e atender com mais rapidez os prazos 

estipulados pelos clientes foram abertos dois laboratórios pela SGS, o Laboratório Têxtil em 

1983 no Porto e o Laboratório Agroalimentar em 1988 em Lisboa (Figura 1.5), este último 

conhecido também como MultiLab (Gomes, 2012). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5: Logo da SGS MultiLab 
(Gomes, 2013). 

 
No início da década de 90, devido a alteração da legislação portuária da concorrência 

no setor e devido a um grande número de isenções de inspeções pré-embarque das cargas 

com destino a Angola, a SGS viu-se na obrigação de explorar novas estratégias para aumentar 

a eficiência das operações internas, ao mesmo tempo em que se buscava um aumento da 
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diversificação do portfólio de serviços. Nesta estratégia de desenvolvimento foi oferecido 

serviços laboratoriais, como auditoria e recolha de amostras para verificar questões de higiene 

e qualidade, começando com clientes de grandes cadeias de Fast food, pastelarias, empresas 

de distribuição e indústrias transformadoras (Gomes, 2012). 

Hoje em dia, o laboratório agroalimentar atua em diversas áreas, devido ao aumento da 

demanda, com uma equipe altamente qualificada (Figura 1.6). Possui laboratório acreditado na 

área agroalimentar, de detergentes, cosméticos, produtos de higiene, dispositivos médicos, 

ensaios não destrutivos, segurança ocupacional e ambiental (Gomes, 2013; SGS Portugal, 

2016). 

 

Figura 1.6: Organograma da SGS MultiLab Portugal (Adaptado de SGS, 2015a). 
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2. HIPERSENSIBILIDADE ALIMENTAR 

 

A hipersensibilidade é ocasionada pela ingestão ou contato com alimentos ou aditivos 

alimentares que pode ser caracterizada por alergia ou intolerância alimentar. A alergia é 

quando há ação do sistema imunitário, enquanto a intolerância não há ação do sistema 

imunitário (Fagundes Neto, 2009; Ispano et al., 1998; Skypala et al., 2015; Verdú, 2005). 

 

2.1 INTOLERÂNCIA ALIMENTAR 

 

A intolerância alimentar é causada por mecanismos não imunológicos, que provocam 

efeitos adversos devido a uma característica fisiológica específica do indivíduo, podendo ser 

devido a alterações dos processos normais de digestão e absorção ou a substâncias presentes 

no alimento que causam algum tipo de irritação intestinal (Fagundes Neto, 2009; Verdú, 2005).  

O mecanismo de ação pode ser por via enzimática, farmacológica ou indefinida. A mais 

conhecida é a intolerância a lactose, causada por via enzimática, visto que em alguns 

indivíduos há uma deficiência na atuação da enzima lactase, responsável pela quebra da 

lactose em glicose e galactose (Ispano et al., 1998; NIAID, 2012; Ortolani e Pastorello, 2006; 

Skypala et al., 2015). 

A intolerância farmacológica pode ocorrer devido a atividade de algumas aminas 

vasoativas presentes em alimentos, tendo como exemplo o vinho tinto. Já as de mecanismo 

indefinido, como no caso de aditivos como sulfitos e glutamato monossódico, são intolerâncias 

alimentares que ainda não se sabe o mecanismo de ação (Ispano et al., 1998; Ortolani e 

Pastorello, 2006). 

Na Tabela 2.1 estão descritos os principais sintomas provocados por intolerância 

alimentar. 

 

Tabela 2.1: Principais sintomas provocados por intolerâncias alimentares. 

Local Sintomas 

Trato gastrointestinal 
Cólica, náusea, vômito, flatulência, dor abdominal, azia, 

diarreia, constipação 

Pele 
Urticária, dermatite atópica, eczema, coceira, erupções 

cutâneas, acne 

Sistema respiratório Rinite, sinusite, asma 

Sistema nervoso central 
Enxaqueca, mudança de humor, depressão, ansiedade, 

fadiga, hiperatividade 

Sistema cardiovascular Hipertensão, taquicardia 
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Tabela 2.1: Principais sintomas provocados por intolerâncias alimentares (Continuação). 

Local Sintomas 

Outros 

Perda de peso, obesidade, retenção de água, desnutrição, 

artrite, inflamação nas articulações, comprometimento do 

crescimento e desenvolvimento de crianças 

Fonte: Ortolani e Pastorello, 2006; Sousa, 2013; Tooke e Nelson, 2007; Vatn, 1997. 

 

2.2 ALERGIA ALIMENTAR 

 

A alergia alimentar ocorre quando o sistema imune reage erroneamente a presença de 

um antígeno, pensando ser um perigo ao organismo, e desta forma reage contra ele. Os 

antígenos são compostos estranhos ao nosso organismo, que neste caso são os alergénios, 

componentes específicos dos alimentos ou ingredientes adicionados aos mesmos, sendo 

geralmente proteínas ou glicoproteínas (Granja, 2013; NIAID, 2012; Pereira et al., 2008; Ramos 

et al., 2013; Skypala et al., 2015). 

Um alergénio pode possuir um único epítopo, que se vai repetindo ao longo da cadeia, 

ou vários epítopos diferentes (Sathe et al., 2005). Epítopo, também conhecido como 

determinante antigénico, é a menor porção do antígeno com potencial para gerar uma resposta 

imune, pois é a área da molécula que se liga ao anticorpo, tornando possível a interação 

antígeno-anticorpo (Lenz, 2004). 

Algumas propriedades dos alergénios alimentares são resistência às proteases, ácidos, 

cocção e digestão (Pereira, 2012). Alguns podem promover reações alérgicas apenas pelo 

consumo, mas variando da sensibilidade do indivíduo e característica do alergénio, podem 

provocar reações alérgicas apenas pela inalação ou contato (Carrapatoso, 2004; Pilolli et al., 

2013). 

A alergia alimentar normalmente desenvolve-se em duas etapas: a primeira e segunda 

exposição ao mesmo alergénio. Na primeira exposição não ocorrerá uma reação adversa, pois 

nesta etapa o organismo prepara-se para responder a uma segunda exposição, aí sim ocorrerá 

uma reação (NIAID, 2012). 

 Na primeira exposição ao alergénio ocorre a sensibilização, tendo o organismo 

detetado que o mesmo é um perigo, estimulando uma resposta imune primária, produzindo 

anticorpos IgE específicos ao alergénio consumido. Estes anticorpos são transportados na 

corrente sanguínea até se anexarem aos mastócitos e basófilos. Os mastócitos são 

encontrados em todos os tecidos do corpo, principalmente nas áreas em que tipicamente 

ocorrem reações alérgicas, já os basófilos encontram-se no sangue e em tecidos em que 

ocorrem inflamação devido à reação alérgica (NIAID, 2012; Valenta et al., 2015). 

Na segunda exposição o alergénio liga-se aos anticorpos IgE, que por sua vez estão 

ligados aos mastócitos e basófilos, desencadeando a libertação de produtos químicos como a 

histamina e, dependendo de onde esses produtos são libertados, é onde ocorrerá a reação 
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alérgica, tendo efeitos de grau moderado a grave (NIAID, 2012; Sathe et al., 2005; Valenta et 

al., 2015; Woods, 1998). 

A primeira exposição ao alergénio normalmente é através da ingestão do alimento que 

o contém, porém, dependendo do alimento, como no caso de amendoim, apenas o toque, uso 

de produtos de pele que possuam amendoim na composição ou até mesmo pela respiração, 

em um local que contenha amendoins ou próximo a uma pessoa que o esteja consumindo, já é 

considerada uma primeira exposição (Fagundes Neto, 2009; NIAID, 2012). Além disso, o leite 

materno pode transportar proteínas estranhas que sejam potencialmente alergénicas, podendo 

causar alergias alimentares mesmo aos bebés que possuem uma dieta exclusivamente de leite 

materno (Fagundes Neto, 2009). 

 

2.2.1 Fatores relacionados ao desenvolvimento de alergias 

alimentares 

 

As alergias alimentares ainda não possuem uma etiologia clara, porém sabe-se que a 

predisposição genética, imaturidade do sistema imune de mucosas, alterações imunológicas, 

introdução precoce de alimentos sólidos antes dos quatro meses de idade e infeções são uns 

dos fatores decisivos para o desenvolvimento desta doença (Fagundes Neto, 2009; Pereira, 

2012; Ramos et al., 2013; Sathe et al., 2005). Ou seja, deve se levar em consideração os 

fatores genéticos e relação com o ambiente, que começa a contar desde a gravidez (Fagundes 

Neto, 2009). 

De entre os fatores genéticos, a existência de alergia na família, não necessariamente 

alimentar, aumenta a possibilidade dos seus sucessores adquirirem alergia alimentar (NIAID, 

2012). A probabilidade de uma criança desenvolver alergia, tendo os dois pais algum tipo de 

alergia, é de 70%, já quando apenas o pai ou a mãe possui alergia a probabilidade diminui para 

33% (FSA, 2008). 

Como fator ambiental, estima-se que o aumento de refeições feitas fora de casa e do 

consumo de alimentos industrializados venha a aumentar a predisposição das pessoas ao 

desenvolvimento desta doença (Ramos et al., 2013). 

Até meados do século XX, as crianças eram amamentadas exclusivamente por leite 

materno e por um período de tempo maior. Porém, com o passar do tempo, a mulher foi sendo 

incorporada no mercado de trabalho, com consequente diminuição do tempo de aleitamento 

aos bebés, que foram apresentados a outros tipos de leites e fórmulas preparadas 

industrialmente cada vez mais cedo. A partir dessa altura, começou a perceber o aumento do 

desenvolvimento de alergias alimentares (Fagundes Neto, 2009). 

A forma como os alimentos são introduzidos na alimentação, também possui uma 

relação direta com o desenvolvimento de reações alérgicas alimentares. Os principais 

alimentos que podem causar alergias são o ovo e leite de vaca, sendo este último uma das 

alergias mais comuns em crianças, que pode estar relacionado ao fato de este alimento ser um 
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dos primeiros que possuem proteínas estranhas que é introduzido na dieta dos bebés (Vieira, 

2015). Em relação à alergia a peixes e crustáceos, costuma desenvolver-se na fase adulta, 

pois são alimentos incorporados tardiamente na dieta (Pereira et al., 2008). 

Os alimentos que são consumidos com maior frequência também estão relacionados 

com um aumento de casos de reações alérgicas, como é exemplo o arroz, em que a alergia é 

maior no Japão do que nos Estados Unidos, e do bacalhau, que tem maiores casos de alergia 

na Escandinávia do que nos Estados Unidos (NIAID, 2012). 

 

2.2.2 Incidência 

 

O número de indivíduos que possuem alergias alimentares tem vindo a aumentar 

consideravelmente, sendo a maior exposição da população a diversos alergénios alimentares, 

um dos fatores a ser levado em consideração (Mϋller e Steinhart, 2007; Pereira et al., 2008). 

Devido ao aumento de incidência de alergia nas últimas duas décadas, principalmente 

em crianças, esta doença é considerada um problema de saúde significativo, pois estima-se 

que 30 a 40% da população mundial sofre com pelo menos algum tipo de alergia, que inclui 

asma, rinite, a medicamentos, insetos, alimentos, entre outros. Também é um grave problema 

para a saúde, porque mais frequentemente as alergias estão afetando múltiplos órgãos, 

elevando a morbilidade e os serviços de saúde necessários para o tratamento (Pawankar et al., 

2011; Valenta et al., 2015). 

Globalmente, cerca de 220 a 250 milhões de pessoas sofrem com alergia alimentar, 

afetando a qualidade de vida, principalmente em relação às crianças. Cerca de 11 a 26 milhões 

de indivíduos da população europeia sofrem de alergia alimentar, porém este é um número 

aproximado, devido a nem todos os casos de alergia serem reportados a organismos de saúde, 

além do que muitos que possuem apenas intolerância alimentar podem sofrer um diagnóstico 

erróneo (Fiocchi et al., 2011; Nunes et al., 2012). 

Considerando os 2 a 4% da população mundial que sofrem deste problema, as 

crianças são o grupo mais afetado, podendo chegar até 8% de incidência, sendo que em 

adultos, esta estimativa baixa para 1 a 2% (Costa et al., 2012; Fagundes Neto, 2009; Fiocchi et 

al., 2011; Pereira et al., 2008; Ramos et al., 2013; Valenta et al., 2015). 

Em lactentes e crianças os alimentos que mais ocasionam reações alérgicas 

alimentares são os ovos, leite, amendoim, frutos de casca rija e trigo. Já em adultos, os 

alimentos mais comumente relacionados a esta doença são crustáceos, amendoim, frutos de 

casca rija e peixe (NIAID, 2012; Valenta et al., 2015). 

As alergias desenvolvidas na infância, como a ovos e leite, costumam desaparecer 

após alguns anos, com exceção do amendoim. Já quem possui uma alergia desenvolvida na 

fase adulta permanece com ela durante a vida toda (Fagundes Neto, 2009; NIAID, 2012; 

Pereira et al., 2008; Pomés et al., 2003; Ramos et al., 2013). 
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2.2.3 Tipos de reações 

 

As alergias alimentares podem ser divididas de acordo com a reação: mediada por 

imunoglobulina E (IgE), não mediada por IgE ou mista (Costa et al., 2012; Ispano et al., 1998; 

Ramos et al., 2013). 

As reações mediadas por IgE são as mais comuns. Acontece quando ocorre a 

produção de anticorpos IgE, seguida pela libertação de substâncias químicas como histamina, 

causando os sintomas clássicos de alergia, que ocorrem em apenas alguns minutos ou poucas 

horas depois da exposição à proteína alergénica (Costa et al., 2012; Fiocchi et al., 2011; NIAID, 

2012; Ramos et al., 2013; Skypala et al., 2015).  

As reações não mediadas por IgE não possuem participação dos anticorpos IgE, mas 

sim dos linfócitos T e das imunoglobulinas do tipo G, afetando principalmente a mucosa 

gastrointestinal, sendo raramente fatais. Nestas reações, diferente das mediadas por IgE, os 

sintomas aparecem somente depois de 24 a 48 horas após a exposição ao alergénio (Costa et 

al., 2012; Fiocchi et al., 2011; Pereira et al., 2008; Ramos et al., 2013; Skypala et al., 2015). 

Já as mistas ocorrem devido tanto à ação dos anticorpos IgE quanto às células do 

sistema imunológico, caracterizadas por sintomas gastrointestinais de natureza crônica 

(Fagundes Neto, 2009; Ramos et al., 2013).  

 

2.2.4 Sintomas 

 

Os sintomas provenientes de alergias alimentares podem variar devido à sensibilidade 

da pessoa ao alergénio, à quantidade de alergénio que o indivíduo foi exposto, a forma como o 

mesmo entrou no organismo e em que partes do organismo as substâncias responsáveis pela 

reação alérgica são libertadas (NIAID, 2012; Ramos et al., 2013). 

Um exemplo da variabilidade de sintomas é a alergia ao leite de vaca, que em alguns 

indivíduos pode ocasionar problemas no intestino, causando diarreia, vômitos e dores 

abdominais; na pele, causando erupções cutâneas, edemas e urticárias ou até nas vias aéreas. 

Além disso, ainda existem indivíduos em que as substâncias químicas são libertadas em todo o 

corpo, ocasionando uma reação alérgica sistêmica, conhecida como anafilaxia (Ramos et al., 

2013). 

A anafilaxia é um sintoma grave da reação alérgica, que caso não seja tratada 

imediatamente pode ser fatal, pois abrange diversas reações que podem ocorrer com diversas 

combinações, como inchaço e vermelhidão na pele, corrimento nasal e espirros, prurido e 

inchaço na boca e garganta, dificuldade de engolir e rouquidão, tosse, diminuição da pressão 

arterial, vómitos, diarreias, tonturas, desmaios e obstrução das vias aéreas (FDA, 2010; NIAID, 

2012). 

O trato digestivo, pele e sistema respiratório são os locais do organismo mais afetados 

por alergias alimentares (Fagundes Neto, 2009).  
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As manifestações podem ser de moderadas a graves, podendo abranger apenas um 

sintoma característico ou uma combinação destes (Nunes et al., 2012). Na Tabela 2.2, estão 

descritos os principais sintomas ocasionados por alergias alimentares. 

 

Tabela 2.2: Principais sintomas provocados por alergias alimentares. 

Local Sintomas 

Pele 
Prurido, urticária, vermelhidão, inchaço, eczema, erupções 

cutâneas, dermatite atópica, angioedema 

Olho Prurido ocular 

Nariz Espirros, corrimento nasal, nariz entupido 

Boca Prurido, formigamento, inchaço dos lábios e/ou língua 

Garganta 
Prurido, sensação de aperto, dificuldade em engolir, 

rouquidão, inchaço da garganta e cordas vocais 

Sistema respiratório 
Falta de ar, tosse, chiado, dor no peito, sensação de aperto, 

asma, rinite 

Sistema cardiovascular Diminuição da pressão arterial, taquicardia, arritmia cardíaca 

Sistema nervoso central 
Tontura, irritabilidade, ansiedade, confusão mental, perda da 

consciência 

Trato gastrointestinal 

Vómito, náusea, diarreia, colite, gastroenterite, dor 

abdominal, flatulência, regurgitação, constipação, sangue 

nas fezes, anemia ferropriva 

Sistêmico Anafilaxia 

Fonte: Besler, 2001; FDA, 2010; Fiocchi et al., 2011; NIAID, 2012; Nunes et al., 2012; Pereira, 

2012; Sathe et al., 2015; Taylor e Hefle, 2001; Valenta et al., 2015. 

 

2.2.5 Alimentos envolvidos 

 

Existem mais de 160 alimentos que podem causar alergias alimentares, porém apenas 

oito destes abrangem 90% das reações alérgicas, que são leite de vaca, ovos, peixes, 

crustáceos, frutos de casca rija, amendoim, trigo e soja (Costa et al., 2012; FDA, 2010; Nunes 

et al., 2012; Pereira et al., 2008; Ramos et al., 2013; Skypala et al., 2015). 

Dentro destes alimentos, os frutos de casca rija e o amendoim são os responsáveis por 

causar reações adversas graves com maior frequência, como a anafilaxia (Costa et al., 2012; 

Pomés et al., 2003). 

Na tabela 2.3 estão presentes os alimentos que devem ser excluídos da alimentação 

devido a reações adversas ocasionadas pelos oito alimentos mais responsáveis por alergias 

alimentares. 
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Tabela 2.3: Alimentos que devem ser excluídos da dieta devido a reações adversas 
provocadas pelos oito alimentos mais comumente relacionados com alergias alimentares. 

Alergia Alimentos 

Leite 

Leite de vaca, de cabra, de ovelha, leite condensado, em pó, 

desnatado e evaporado, queijo, requeijão, iogurte, natas, 

manteiga, papas lácteas e chocolate 

Ovo 
Ovos de galinha, codorniz, peru, avestruz e pata, clara e gema do 

ovo e ovo em pó 

Trigo 

Couscous, farinha, farelo e floco de trigo, massas, pães, tosta, 

flocos de cereais, gelados com biscoitos ou bolachas, chocolate 

com bolachas, papas lácteas e não lácteas 

Amendoim e frutos de 

casca rija 
Amendoim, amêndoa, avelã, coco, caju, noz, pinhão, pistachio 

Crustáceos 
Caranguejo, lagosta, mexilhão, camarão, ostras, lulas, ameijoas, 

polvo, chocos, marisco e siri 

Peixe 
Atum, truta, salmão, sardinha, arenque, enguia, cavala, linguado, 

pescada, galo, nero, cherne, garoupa e corvina 

Soja Soja e derivados 

Fonte: Nunes et al., 2012; Thompson, 2014. 

 

No presente estudo, apenas oito alimentos serão avaliados, sendo estes descritos com 

mais detalhes na Tabela 2.4.  

 

Tabela 2.4: Alimentos avaliados no presente estudo com os seus respetivos alergénios, tipos 
de reações e os sintomas característicos. 

Alimento Alergénio 
Tipo de 

reação 
Sintomas Referências 

Aipo 

(Apium 

graveolens) 

Api g 1, Api g 2, Api 

g 3, Api g 4, Api g 5, 

Api g 6 

Mediada 

por IgE 

Gastrointestinais, 

respiratórios, 

cardiovasculares, na 

pele, boca e 

sistêmicos 

Ballmer-Weber et 

al., 2000; Knulst e 

Warner, 2014; 

Qualfood, 2011; 

WHO/IUIS, 2016. 

Amendoim 

(Arachis 

hypogaea) 

Ara h 1, Ara h 2, Ara 

h 3, Ara h 4, Ara h 5, 

Ara h 6, Ara h 7, Ara 

h 8, Ara h 9, Ara h 

10, Ara h 11, Ara h 

12, Ara h 13, Ara h 

14, Ara h 15, Ara h 

16, Ara h 17 

Mediada 

por IgE 

Gastrointestinais, 

respiratórios, 

cardiovasculares, na 

pele, nariz e 

sistêmicos 

Al-ahmed et al., 

2008; Oliveira e 

Solé, 2012; NFSMI, 

2014; Woods, 

1998; WHO/IUIS, 

2016. 
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Tabela 2.4: Alimentos avaliados no presente estudo com os seus respetivos alergénios, tipos 
de reações e os sintomas característicos (Continuação). 

Alimento Alergénio 
Tipo de 

reação 
Sintomas Referências 

Avelã 

(Corylus 

avellana) 

Cor a 1, Cor a 2, Cor 

a 8, Cor a 9, Cor a 

11, Cor a 12, Cor a 

13, Cor a 14 

Mediada 

por IgE 

Gastrointestinais, 

respiratórios, na pele 

e sistêmicos 

Besler et al., 

2001a; Melo, 2011; 

WHO/IUIS, 2016. 

Caju 

(Anacardium 

occidentale) 

Ana o 1, Ana o 2, 

Ana o 3 

Mediada 

por IgE 

Gastrointestinais, 

respiratórios, na pele 

e sistêmicos 

Davoren e Peake, 

2005; Valk et al., 

2014. 

Noz 

(Juglans 

regia) 

Jug r 1, Jug r 2, Jug r 

3, Jug r 4 

Mediada 

por IgE 

Respiratórios, na 

pele, boca e 

sistêmicos 

Manchester, 2006; 

WHO/IUIS, 2016. 

Pistachio 

(Pistacia 

vera) 

Pis v 1, Pis v 2, Pis v 

3, Pis v 4, Pis v 5 

Mediada 

por IgE 

Gastrointestinais, 

respiratórios, 

cardiovasculares, no 

sistema nervoso, na 

pele, boca e 

sistêmico 

MT, 2014; 

Noorbakhsh et al., 

2011; Porcel et al., 

2006. 

Sésamo 

(Sesamum 

indicum) 

Ses i 1, Ses i 2, Ses i 

3, Ses i 4, Ses i 5, 

Ses i 6, Ses i 7 

Mediada 

por IgE 

Gastrointestinais, 

respiratórios, no 

sistema nervoso, na 

pele, boca e 

sistêmicos 

Besler et al.,  

2001b; Fox e 

Clarke, 2014; 

Steinman, 2012. 

Soja 

(Glycine 

max) 

Gly m 3, Gly m 4, Gly 

m 5, Gly m 6, Gly m 

7, Gly m 8 

Mediada 

por IgE 

Gastrointestinais, 

respiratórios, 

cardiovasculares, na 

pele e sistêmicos 

Besler et al., 2000; 

Warner e Meyer, 

2014; WHO/IUIS, 

2016. Não 

mediada 

por IgE 

Gastrointestinais e 

na pele 

 

Na Tabela 2.4, a nomenclatura utilizada para denominação dos alergénios é constituída 

por dois termos seguida de um número. O primeiro termo do alergénio é proveniente do 

gênero, seguido pela primeira letra da espécie, já o número está relacionado com a ordem 

cronológica de purificação do alergénio (Melo, 2011). 
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2.2.6 Reatividade cruzada 

 

Compreender as alergias alimentares implica também o conhecimento das reatividades 

cruzadas que podem ocorrer entre os alimentos. Estudos nesta área indicam que indivíduos 

que possuem alergia a um alimento de determinada família, pode vir a ter alergia a outros 

alimentos da mesma família devido às suas semelhanças estruturais (Blanco, 2002; Nunes et 

al., 2012; Pereira et al., 2008). 

Os anticorpos possuem elevada especificidade, porém, sabe-se que um mesmo 

anticorpo IgE pode reconhecer diferentes antígenos, através do princípio de que o anticorpo 

reconhece uma cadeia curta de aminoácidos do antígeno, desta forma, se duas proteínas 

possuem a constituição de aminoácidos semelhantes, é muito possível que possa existir uma 

reatividade cruzada entre elas (Blanco, 2002; Pereira, 2012; Ramos et al., 2013). 

 Os alimentos mais associados a reatividades cruzadas são os crustáceos, peixes, 

legumes, frutos secos, frutas rosáceas e cereais. Logo, quando um indivíduo possui alergia a 

um alimento que sabe-se que pode haver reatividade cruzada com outros alimentos da mesma 

família, aconselha-se a eliminação da dieta destes outros alimentos, pois o seu consumo pode 

desencadear uma reação idêntica a que ocorreria se houvesse o consumo do alimento que 

possui o alergénio alimentar original (Blanco, 2002; Carrapatoso, 2004; Granja, 2013).  

 No que respeita aos crustáceos, as características estruturais são tão semelhantes que 

um indivíduo que possui alergia a algum crustáceo possui cerca de 75% de probabilidade de 

possuir reação alérgica a uma segunda espécie de crustáceo. Quanto aos peixes, as hipóteses 

de possuir sensibilidade a uma segunda espécie da mesma família é de 50% (Carrapatoso, 

2004). 

 

2.2.7 Prevenção 

 

Embora a Organização Mundial de Saúde (OMS) afirme que as alergias alimentares 

são consideradas o quarto problema de saúde pública, ainda não existem tratamentos efetivos 

para o combate desta doença, no entanto, é possível durante uma crise alérgica controlar os 

sintomas manifestados através da administração de medicamentos (Costa et al., 2012; Pilolli et 

al., 2013; Ramos et al., 2013). 

Para prevenir o desenvolvimento de alergias alimentares, o aleitamento exclusivamente 

materno nos primeiros meses de vida é fundamental, assim como a introdução tardia de 

alimentos sólidos relacionados com alergias à dieta do bebé, pois estudos indicam que a 

introdução tardia induz a tolerância (Pereira et al., 2008). 

Recomenda-se a adição de ovos, produtos a base de soja e peixes somente após o 

primeiro ano de vida, e amendoim após os três anos de idade (Pereira et al., 2008). 

O leite materno pode transportar proteínas estranhas, que sejam potencialmente 

alergénicas, desta forma, a lactante deve eliminar ou reduzir o consumo de alimentos que 
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possam conter alergénios. Porém, esta é ainda uma recomendação controversa, visto que 

alguns autores afirmam que as restrições durante a gravidez são ineficazes para a prevenção 

de alergias (Fagundes Neto, 2009; Vieira, 2015). 

Para evitar que ocorram reações alérgicas, os indivíduos que possuam sensibilidade a 

determinado alergénio devem eliminar da sua dieta, todos os alimentos e derivados deste, que 

podem possuir na sua composição este composto. Além disso, devem evitar consumir 

alimentos que são suscetíveis a causar reatividade cruzada (Costa et al., 2012; Cucu et al., 

2015; FDA, 2010; Linacero et al., 2016; Ramos et al., 2013).  

 

2.3 LEGISLAÇÃO 

 

Uma maneira de evitar que indivíduos sensíveis consumam alimentos que possuam 

alergénios é através da rotulagem, uma ferramenta utilizada para informar sobre todos os 

constituintes presentes no alimento, inclusive os alergénios, sendo esta a forma mais eficaz 

para evitar que ocorram reações alérgicas (Besler, 2001; Costa et al., 2012; FDA, 2010; Monaci 

e Visconti, 2009). 

Segundo os Regulamentos da União Europeia nº1169/2011 e nº828/2014, é obrigatória 

a indicação no rótulo de todos os auxiliares tecnológicos, ingredientes e seus derivados, que 

possuam efeito alergénico ou de intolerância alimentar, sendo realçados no texto, para que se 

possam distinguir dos restantes ingredientes. Se estiverem presentes nos alimentos, os 

alergénios que devem constar no rótulo são cereais que contém glúten (superior a 20 mg/Kg), 

crustáceos, ovos, peixes, amendoins, soja, leite, frutos de casca rija, aipo, mostarda, sementes 

de sésamo, tremoço, molusco e dióxido de enxofre (sulfitos), sendo este último mencionado 

apenas em concentrações superiores a 10 mg/kg ou 10 mg/L. 
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3. MÉTODOS DE DETEÇÃO DE ALERGÉNIOS EM ALIMENTOS 

 

Os métodos para deteção de alergénios em alimentos podem ser divididos em dois 

grupos: deteção de proteínas e de DNA (Melo, 2011; Soares, 2014). Sendo que no grupo de 

deteção de proteínas ainda há uma segunda divisão, entre os métodos imunológicos e de 

separação de proteínas (Pérez, 2013; Soares, 2014). 

Os métodos imunológicos são baseados nos anticorpos similares aos que causam 

reações alérgicas nos humanos, como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e LFD 

(Lateral Flow Devices), são amplamente utilizados devido à elevada especificidade e 

sensibilidade dos anticorpos (Besler, 2001; Monaci e Visconti, 2010). Já o método de 

separação de proteínas é o de espectrometria de massa, um método baseado na separação 

das proteínas e seus fragmentos devido a diferenças de tamanho e carga (Melo, 2011; Pérez, 

2013; Ridley, 2015). 

Quanto à deteção de DNA, o método utilizado é o PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase), que é capaz de amplificar o gene codificante da proteína alergénica, tornando 

possível a sua identificação (Melo, 2011; Ridley, 2015). 

Com exceção do glúten, que possui como método de deteção oficial o ELISA, para a 

deteção dos demais alergénios alimentares não existe um método oficial. Isto porque nem 

todos os métodos possuem resultados fiáveis para todos os tipos de alimentos, deste modo, a 

escolha do método deve levar em consideração alguns fatores, como o tipo de alimento que se 

deseja analisar, os possíveis alergénios que serão procurados e os custos das análises (Costa 

et al., 2012; Monaci e Visconti, 2010; Soares, 2012). 

Independente do método utilizado, é necessário uma validação para os alimentos que 

serão utilizados e alergénios a serem detetados, para garantir a fiabilidade dos resultados 

(Monaci e Visconti, 2010; Soares, 2014). 

 

3.1 MÉTODOS IMUNOLÓGICOS 

 

O método ELISA é imunoenzimático, ou seja, é um teste que deteta anticorpos 

específicos, sendo possível detetar e quantificar os alergénios presentes nos alimentos 

analisados a partir da interação entre anticorpo e antígeno. É utilizado amplamente na indústria 

alimentar na forma de kits (Figura 3.1), sendo necessário equipamento específico para a leitura 

da absorbância final (Costa et al., 2012; Melo, 2011; Montserrat et al., 2015; Pérez, 2013; 

Soares, 2012; Soares 2014).  



Implementação e validação do método de deteção de alergénios em alimentos por PCR em tempo 

real no Laboratório SGS 

Ana Júlia Benites  
 

25 
 

 

Figura 3.1: Exemplo de kit ELISA utilizado para deteção de alergénios em alimentos (Novus 
Biological, 2016). 
 

Possui como vantagens a sua elevada especificidade e sensibilidade, sendo um 

método rápido e simples de ser executado, de baixo custo, com elevado rendimento e 

capacidade de obtenção de resultados quantitativos (Besler, 2001; Soares, 2014). 

Porém, apesar da sua grande utilização, este método possui fiabilidade limitada, por 

possuir elevada suscetibilidade à reatividade cruzada com proteínas não alvo. E também 

devido a ter como alvo a deteção direta de proteínas, que possuem como característica baixa 

resistência a variações de pH e temperatura, tornando-as altamente suscetíveis à 

desnaturação devido às diversas etapas de processamento que um alimento pode passar, 

comprometendo a sua deteção devido à alteração da estrutura proteica, que seria detetável 

pelo anticorpo (Costa et al., 2012; Cucu et al., 2015; Linacero et al., 2016; Soares, 2012). Uma 

outra limitação é a deteção de somente um alergénio por teste, ou seja, caso o alimento tenha 

a possibilidade de conter 4 alergénios distintos, serão necessários 4 testes, aumentando o 

custo e tempo de análise (Pérez, 2013; Pilolli et al., 2013). 

O método ELISA é ideal quando o objetivo é obter resultados quantitativos, para 

validação de procedimentos de higienização, como em análises ambientais, de águas de 

lavagem, também utilizado em ingredientes, produtos finais e para confirmação de outros 

métodos que possuam menor sensibilidade e especificidade como o LFD (Pérez, 2013; Soares, 

2014). 

O LFD é outro método amplamente utilizado, sendo este uma versão simplificada do 

método ELISA (Costa et al., 2012; Koizumi et al., 2014; Soares, 2014). Os dispositivos LFD são 

fitas ou tiras reativas (Figura 3.2) que realizam a deteção do alergénio qualitativamente a partir 

do princípio de imunocromatografia. É um teste colorimétrico, constituído por uma linha 
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controlo, que comprova a validação do método, e uma linha de teste, que irá identificar a 

presença ou ausência do alergénio (Pérez, 2013; Soares, 2014). 

 
Figura 3.2: Dispositivo LFD para deteção de alergénios em alimentos (Alfa Scientific, 2016). 
 

O LFD é um método sensível, rápido, de baixo custo, de simples execução e não 

necessita de equipamentos específicos para a sua utilização (Costa et al., 2012; Melo, 2011; 

Monaci e Visconti, 2010). Porém, somente consegue obter resultados qualitativos, 

necessitando de outros métodos para confirmação dos resultados obtidos (Melo, 2011; Pérez, 

2013). 

É tipicamente utilizado para verificações de rotina de amostras ambientais e 

procedimentos de higienização, na triagem de alimentos e em produtos acabados (Melo, 2011; 

Pilolli et al., 2013; Soares, 2014). Sendo recomendado, uma análise de ELISA periodicamente 

para confirmação de resultados (Pérez, 2013). 

 

3.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA 

 

Dentro dos métodos citados, a espectrometria de massa é o mais recomendado para 

identificar as proteínas alergénicas em alimentos. Em conjunto com a cromatografia gasosa 

(Figura 3.3) ou líquida, este método é capaz de identificar proteínas e peptídeos com base na 

sua massa e carga de iões, através de um bombardeamento das moléculas por um feixe de 

eletrões com elevada energia, promovendo a separação dos iões pela razão massa/carga 

(Costa et al., 2012; Monaci e Visconti, 2009; Soares, 2012; Soares, 2014).  
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Figura 3.3: Cromatógrafo gasoso acoplado com um espectrómetro de massa para análise de 
alergénios em alimentos (Elca Laboratories, 2016). 
 

 Após a espectrometria de massa, o espectro obtido é analisado a partir de uma base 

de dados que contém várias sequências proteicas, para proceder à sua identificação (Melo, 

2011). 

Este método possui elevada sensibilidade e especificidade na deteção de múltiplos 

alergénios em uma única análise. Além disso, o resultado da análise é mais preciso, pois não é 

afetado por processos de fabricação, isto devido à identificação do alergénio ser realizada com 

base na sequência de aminoácidos e não na estrutura em si da proteína, tornando possível a 

identificação de proteínas com a estrutura modificada. Sendo assim, este é um método 

recomendado quando os alimentos a serem analisados passaram por diversas etapas de 

processamento (Melo, 2011; Monaci e Visconti, 2009; Soares, 2012). 

 Porém, apesar das vantagens apresentadas, a complexidade na sua execução, 

necessidade de aquisição de equipamentos com elevado custo e a exigência de pessoal 

altamente treinado são fatores que limitam a sua escolha (Arnaud, 2012; Costa et al., 2012; 

Koizumi et al., 2014; Melo, 2011; Soares, 2014). 

Por ser um método com um custo muito elevado, é utilizado na maioria das vezes para 

confirmação de resultados obtidos a partir de outros métodos, como um mecanismo de 

confirmação secundário (Pérez, 2013; Soares, 2014). 

 

3.3 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

 

O método de biologia molecular utilizado para deteção de alergénios em alimentos é o 

PCR (Figura 3.4), baseado na deteção de DNA. A identificação do alergénio é realizada 
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através da amplificação de um gene que codifica a proteína alergénica (Melo, 2011; Monaci e 

Visconti, 2010; Ridley, 2015; Soares, 2014). 

Este método visa a extração do DNA e a sua amplificação, partindo do princípio da 

separação das duplas cadeias de DNA, com posterior hibridação dos primers, que irão ligar-se 

aos locais complementares da cada cadeia simples, para que ocorra a amplificação. Desta 

forma, o gene será amplificado por uma enzima termorresistente, até que se torne possível 

visualizar a sua presença, através da geração de fluorescência (Besler, 2001; Costa et al., 

2012; Ridley, 2015).     

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4: Método de PCR para análise 
de alergénios em alimentos (UAB, 2011). 
 

O PCR é uma ótima alternativa para análise de alimentos processados, pois as 

diversas etapas de processamento podem ocasionar a desnaturação das proteínas, tornando 

limitantes os métodos que as identificam. A desnaturação pode gerar novos epítopos, que 

podem impedir a correta identificação de proteínas pelas técnicas mencionadas anteriormente. 

Deste modo, a análise ao DNA é uma alternativa mais estável do que as proteínas (Costa et 

al., 2012; Linacero et al., 2016; Soares, 2012). 

 Como vantagens, este método possui uma rápida deteção, elevada sensibilidade e 

especificidade, podendo ser um substituto do método ELISA quando este não está disponível, 

ou quando os seus resultados são questionáveis, como no caso da presença de proteínas 

hidrolisadas (Costa et al., 2012; Soares, 2014). 

Em alguns casos, os testes de deteção de DNA são mais indicados do que o ELISA. 

Isto acontece quando é necessário indicar no rótulo, os alergénios presentes, pois kits 

comerciais de ELISA não conseguem distinguir, por exemplo, amêndoas e sementes de 

damasco, além disso, o PCR é o mais indicado para a deteção de nozes, pois tem capacidade 

de diferenciar as espécies de nozes presentes (Arnaud, 2012). 

Dentro das suas limitações estão o elevado preço dos equipamentos, a instabilidade do 

DNA, que por mais que seja uma molécula estável, em meios ácidos, como no caso do extrato 

de tomate, torna-se altamente instável, a necessidade de uma área isolada somente para estas 

análises e a divergência no resultados da presença/ausência de alergénios, pois a ausência de 
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DNA não necessariamente indica a ausência da proteína alergénica e vice-versa (Costa et al., 

2012; Linacero et al., 2016; Soares, 2014). A deteção do DNA e não da proteína alergénica, é 

questionada por alguns autores, pois a presença de DNA não tem necessariamente relação 

direta com a quantidade de alergénio no alimento (Costa et al., 2012; Soares, 2014). 
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4. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

 

4.1 HISTÓRIA 

 

O método de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é proveniente do inglês 

Polymerase chain reaction (Novais et al., 2004). Foi descrito pela primeira vez por Saiki em 

1985, porém necessitava de uma grande quantidade de enzimas em cada ciclo de amplificação 

do DNA. Quem inovou este método foi Kary Mullis em 1987, que aumentou a facilidade de 

execução da técnica conseguindo a especificidade na cópia de segmentos específicos. Além 

disso, introduziu o conceito de primer, a utilização da DNA polimerase termoestável e também 

foi o responsável pelo desenvolvimento dos termocicladores, equipamentos para 

automatização do método (Contri, 2006; Nelson e Cox, 2004; Vieira, 2002a). 

Entretanto, o desenvolvimento deste método por Mullis só foi possível devido a alguns 

elementos essenciais para o seu funcionamento já serem conhecidos. Como as enzimas 

endonucleases de restrição, descobertas nos anos 70, que são capazes de cortar a cadeia de 

DNA (Figura 4.1) em pontos específicos, tornando mais fácil o isolamento de segmentos de 

DNA que possuam o gene de interesse. Nesta época, os cientistas estudavam o DNA 

utilizando endonucleases e sondas de oligonucleotídeos, sendo estes constituídos por uma 

pequena cadeia de bases de nucleotídeos especificamente ordenados, tendo como função 

hibridar com a sequência de nucleotídeos da cadeia simples de DNA (Mullis, 1990). 

 
Figura 4.1: Representação da estrutura do DNA que possui duas cadeias constituídas por 
nucleotídeos, sendo uma complementar à outra (Adaptado de Mullis, 1990). 
 

Outro elemento essencial foi a enzima DNA polimerase, descoberta em 1955 por Arthur 

Kornberg da Universidade de Stanford e seus associados. Esta enzima apresenta diversas 
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funções, inclusive a capacidade de reparação e replicação do DNA, pois possui a capacidade 

de alongar um nucleotídeo denominado primer anexando um nucleotídeo adicional na posição 

3'. Porém, o primer hibrida apenas a uma cadeia complementar denominada como molde. 

Desta forma, o nucleotídeo que a enzima anexa será complementar à base da posição 

correspondente na cadeia molde (Mullis, 1990). 

Devido à grande repercussão do PCR, Mullis ganhou o Prêmio Nobel de Química em 

1993 (Nobel Prize, 2014). 

Já o PCR em tempo real foi uma melhoria do método tradicional, por possuir maior 

sensibilidade. Foi desenvolvido em 1993 por Higuchi e colaboradores que utilizaram uma 

câmara de vídeo para monitorizar a amplificação de DNA ao longo do processo. A câmara 

possuía a capacidade de detetar a acumulação da cadeia dupla de DNA na reação de PCR, 

através de imagens que mostravam a fluorescência do brometo de etídio. Partindo do princípio 

que a acumulação de fluorescência durante a reação era considerada diretamente proporcional 

ao número de cópias de DNA, quanto menor a quantidade de ciclos necessários para gerar a 

fluorescência detetável, maior seria a quantidade da sequência de DNA alvo presente na 

amostra (Higuchi et al., 1993). 

 

4.2 APLICAÇÃO 

 

Este método permitiu que a biologia molecular ampliasse a sua área de atividade para 

a medicina, agricultura e biotecnologia (Cavalcanti et al., 2008), sendo desde então 

amplamente utilizado devido à sua capacidade de amplificar sequências de DNA partindo de 

quantidades muito reduzidas (Contri, 2006). 

Através do PCR, a biologia molecular conseguiu obter avanços importantes, pois 

através deste método tornou-se possível realizar o estudo da genética molecular como o 

sequenciamento do genoma, a rápida deteção da paternidade, doenças hereditárias, análise 

de sequências bacterianas, virais e de protozoários, patógenos em alimentos e de produtos 

transgênicos (Cavalcanti et al., 2008; Contri, 2006; Novais et al., 2004). 

No caso dos microrganismos, devido à elevada especificidade e sensibilidade, o PCR 

em tempo real é ideal para o diagnóstico de doenças infeciosas, pois possui a capacidade de 

detetar mutações nos microrganismos, que os tornam resistentes a antibióticos (Silva et al., 

2007). 

Outro campo onde pode ser amplamente utilizado devido à sua elevada sensibilidade é 

na medicina forense, pois através de pequenas quantidades de sangue e tecido que poderão 

conter apenas uma única célula é possível identificar o DNA referente a uma determinada 

pessoa (Novais et al., 2004). 

Na área alimentar, o PCR já é utilizado na identificação de organismos geneticamente 

modificados e compostos alergénicos (Contri, 2006; Melo, 2011). 
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Na Europa, o PCR é utilizado amplamente por órgãos de fiscalização e controlo de 

qualidade de alimentos. Isto porque mesmo que o alimento sofra diversas etapas de 

processamento, o que constitui um obstáculo para o sucesso da reação porque pode levar à 

clivagem aleatória do DNA, o PCR ainda é um método considerado eficaz, por ter a capacidade 

de amplificar pequenos fragmentos de DNA (Contri, 2006). 

 

4.3 FUNDAMENTOS 

 

O PCR é um método que amplifica “in vitro” sequências específicas de DNA, sendo 

possível a amplificação de uma única molécula em 100 biliões de moléculas idênticas, durante 

algumas horas (Cavalcanti et al., 2008; Mullis, 1990). Para que isto seja possível, este método 

consiste em três etapas: desnaturação da cadeia dupla de DNA, a partir da quebra das pontes 

de hidrogênio que ligam as cadeias; posteriormente ocorre a hibridação, em que os primers se 

ligam na cadeia simples de DNA e por fim ocorre a amplificação, promovida pela enzima de 

amplificação (Arruda, 2007). 

Para a reação ocorrer, é necessário partir de um DNA molde, extraído de uma 

determinada amostra ou de uma amostra de RNA, que a partir da transcriptase reversa é 

convertida a cDNA, que é o DNA complementar. E para que o processo ocorra corretamente, 

espera-se que o ácido nucleico esteja livre de impurezas como proteínas, lípidos e reagentes 

de extração que se estiverem presentes, poderão inibir a reação de amplificação (Vieira, 

2002a). 

O DNA extraído pode ser armazenado a uma temperatura de -20ºC até dois anos em 

uma solução tampão apropriada, sem ocasionar alterações perceptíveis (Vieira, 2002b). 

Na reação de amplificação, juntamente com o DNA alvo é adicionada uma solução 

tampão constituída basicamente de dNTPS (desoxirribonucleótidos trifosfato), que são as 

unidades constituintes do DNA, primers, enzima de amplificação e diversos iões, como Na+ e 

Cl-, que tem por finalidade otimizar as condições da reação (Contri, 2006; Vieira, 2002a).  

Após esta etapa, a solução é colocada num termociclador, equipamento que possui a 

capacidade de alternar entre ciclos de temperatura pré-estabelecidos e com tempos 

determinados (Contri, 2006). O produto proveniente da reação de PCR pode ser denominado 

como amplicon (Ponchel et al., 2003). 

 O PCR desenvolvido por Mullis é considerado um método qualitativo, consistindo em 

apenas dois resultados, positivo ou negativo. E para que não se tenham dúvidas quanto aos 

resultados deve-se utilizar um controlo de amplificação nas reações. Assim, se um resultado for 

negativo, temos como saber se foi por falta do DNA alvo ou devido a falhas na reação. Se o 

controlo de amplificação for positivo no resultado da reação para o controlo positivo e negativo 

para o controle negativo, então os resultados são fiáveis (Vieira, 2002c). 

Para avaliar os resultados do PCR qualitativo pode-se utilizar a eletroforese em gel de 

agarose que separa as cadeias de DNA por tamanho. Na presença de brometo de etídeo, 
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composto que confere fluorescência, é possível visualizar as cadeias de DNA através de luz 

ultravioleta (Ahmed, 2002; Arruda, 2007). 

O brometo de etídeo é um composto fluorescente, amplamente utilizado para deteção 

de DNA em gel de agarose e que possui atividade mutagênica (Oliveira, 2009). 

Uma das vantagens do PCR é a elevada sensibilidade e capacidade de detetar e 

amplificar quantidades pequenas de DNA alvo (Alonso, 2008; Nelson e Cox, 2004). Isto 

também pode tornar-se uma desvantagem na medida em que contaminações poderão originar 

falsos positivos. Outra desvantagem está relacionada com a utilização de fluoróforos 

interligantes, pois eles não se ligam apenas às cadeias duplas de DNA, mas também em 

dímeros de primers e produtos inespecíficos, aumentando a fluorescência (Alonso, 2008). 

 

4.3.1 Enzimas de amplificação 

 

O sucesso da amplificação do DNA é devido ao uso da enzima Taq DNA polimerase, 

extraída originalmente do microrganismo Thermus aquaticus que vive em um ambiente de 

cerca de 90ºC. A enzima polimerase que originalmente foi utilizada nas primeiras pesquisas de 

PCR, não era termoestável. Desta forma, após o final de cada ciclo era necessário adicionar 

mais uma quantidade desta enzima. Já a Taq DNA polimerase, é resistente a temperaturas 

elevadas, com temperatura ótima de 72ºC e termoestável até 117ºC, sendo, então, necessário 

a sua adição somente no início da reação (Mullis, 1990; Nelson e Cox, 2004; Vieira, 2002a; 

Yazd et al., 2009). 

A enzima Taq DNA polimerase foi a primeira a ser caracterizada como uma enzima 

termoestável e, posteriormente, outras enzimas de estirpes Thermus foram estudadas como a 

Tfl, Tth, Tfi, porém a Taq continua a ser a mais utilizada na reação de PCR até aos dias de hoje 

(Vieira, 2002a; Yazd et al., 2009). 

Esta enzima atua na reação de amplificação da cadeia de DNA alvo desde que esta 

sequência já possua o primer ligado no ponto escolhido para o início da síntese (Novais et al., 

2004).  

 

4.3.2 Primers 

 

O método de PCR funciona utilizando dois oligonucleotídeos sintetizados que são 

complementares às cadeias opostas de DNA alvo nas posições referentes às extremidades do 

segmento a ser amplificado, um no sentido 5’-3’ e outro no sentido contrário 3’-5’ (Ahmed, 

2002; Nelson e Cox, 2004). 

Estes oligonucleotídeos, conhecidos como primers, além de definir a sequência de 

DNA que será amplificada, também irão servir como iniciadores da amplificação, pois foram 

desenvolvidos com a finalidade de hibridar com cadeias opostas da sequência de interesse, 

agindo como um substrato para a enzima polimerase, tornando possível a criação de uma 
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cadeia complementar (Ahmed, 2002; Mackay et al., 2002; Nelson e Cox, 2004; Novais et al., 

2004). 

4.3.3 Variações de temperaturas na reação 

 

A multiplicação dos segmentos específicos de DNA realiza-se através de ciclos, sendo 

que cada ciclo é caracterizado pela variação da temperatura entre 60 e 98ºC. Cada ciclo é 

constituído por três etapas principais: desnaturação do DNA, ligação dos primers e 

amplificação da cadeia de DNA (Mullis, 1990; Vieira, 2002a). Cada ciclo pode durar poucos 

minutos e em cada um, a molécula de DNA alvo é duplicada (Mullis, 1990). 

Para a desnaturação da cadeia de DNA, ou seja, separação da cadeia dupla, a 

temperatura deve ser elevada a 95ºC, para a ligação dos primers a temperatura deverá ser 

reduzida para cerca de 75ºC e para a  amplificação do DNA a temperatura ótima para a ação 

da enzima de amplificação é cerca de 72º-78ºC (Mackay et al., 2002; Vieira, 2002a, Vieira, 

2002b). Os ciclos ocorrem entre 25 a 30 vezes durante algumas horas num processo 

automatizado (Nelson e Cox, 2004; Mackay et al., 2002), porém o número de ciclos pode ser 

aumentado até 45-50. 

 

4.4 LIMITAÇÕES 

 

As técnicas de PCR possuem algumas limitações que podem ocasionar resultados 

falsos-positivos e falsos-negativos. 

Os resultados falso-positivos podem ser resultantes de produtos amplificados em 

reações anteriores e que contaminaram reagentes, tubos, bancadas e pipetas. Para evitar 

estas situações, deve ser realizada previamente a desinfecção dos utensílios e equipamentos 

que estarão em contato com os reagentes e amostras. É importante também a separação das 

áreas de pré e pós-amplificação (Cavalcanti et al., 2008; Contri, 2006). 

 Já os resultados falso-negativos podem ocorrer caso o DNA não tenha sido extraído 

corretamente, inibindo a amplificação. Para evitar que esta situação ocorra, deve-se realizar de 

forma correta a extração, purificação e remoção de inibidores da amostra que contém o DNA 

alvo. Além disso, utiliza-se um gene de referência que sirva como controlo da amplificação do 

DNA (Cavalcanti et al., 2008; Contri, 2006). 

No caso das amostras serem alimentos, é preciso ter em consideração as diversas 

etapas de processamento pelas quais foram submetidas e também a presença de inibidores. 

As etapas de processamento que utilizam por exemplo elevadas temperaturas e diminuição do 

pH, podem acabar por danificar o DNA presente ou dificultar a sua extração. Além disso, caso 

a extração e purificação do DNA não seja realizada corretamente, os compostos normalmente 

presentes nos alimentos como lípidos, proteínas, polissacáridos ácidos como as pectinas, 

compostos fenólicos, entre outros, podem inibir a ação da enzima de amplificação, impedindo 

assim que ocorra a amplificação do DNA. Neste caso, pode ocorrer uma retenção física do 
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DNA por outras macromoléculas, dificultando o contato da enzima polimerase ao DNA alvo, 

favorecendo um resultado falso-negativo (Ahmed, 2002; Contri, 2006).  

 

4.5 VARIAÇÕES DO MÉTODO 

 

A partir do mesmo princípio do PCR convencional, desenvolvido por Mullis, foram 

desenvolvidos inúmeros outros como o PCR multiplex, RT-PCR, Nested PCR, PCR 

Competitivo, PCR em tempo real, entre outros (Oliveira, 2010). 

 O método de PCR multiplex ou PCR múltiplo possui como característica, a amplificação 

de mais de uma cadeia de DNA na mesma reação, isto devido à utilização de mais do que um 

par de primers. Assim, é possível simplificar alguns processos, como no caso da investigação 

de paternidade, pois neste caso, podem ser analisados vários marcadores genômicos (Oliveira, 

2010; Vieira, 2002a). 

O RT-PCR é proveniente da sigla Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

ou PCR por Transcriptase Reversa, sendo este um método caracterizado pela sua boa 

reprodutibilidade e especificidade (Oliveira, 2010; Silva et al., 2009).  

Esta reação distingue-se por não partir inicialmente de um molde de DNA, mas sim do 

RNA, que através da transcrição reversa, irá se converter em cDNA. É a partir desta molécula 

que será realizada a amplificação da cadeia (Vieira, 2002a). Este método é utilizado para a 

identificação de alguns vírus, em que o genoma é constituído por RNA e não por DNA 

(Cavalcanti et al., 2008). 

 No Nested PCR, a cadeia de DNA é amplificada de forma abrangente, numa primeira 

etapa, em que há amplificações de sequências não-específicas. A amplificação da sequência 

alvo só será realizada posteriormente. Este processo permite aumentar a eficiência e 

especificidade da reação, pois na segunda amplificação, o DNA molde estará em 

concentrações elevadas e dessa forma, os primers terão menor hipótese de se ligarem a 

sequências inespecíficas devido ao pequeno tamanho do molde (Vieira, 2002a). 

Este método pode ser utilizado para a identificação de impressões digitais e é 

conhecido pela elevada sensibilidade e especificidade nomeadamente na deteção de vírus, 

como de HTLV-I e HTLV-II (Gallego et al., 2004; Oliveira, 2010). 

No PCR competitivo, é utilizada uma sequência de DNA exógena ao material estudado, 

considerada como controlo da reação e que possui sequência, tamanho e concentração 

conhecidos. Esta sequência de DNA e o DNA alvo possuem características parecidas, pois 

ambas são complementares aos mesmos primers, competindo então pela ligação destes e por 

ligações com a enzima de amplificação. Com isto, ocorre a amplificação das duas sequências, 

sendo que a quantidade final amplificada e as condições da reação irão dar o valor de 

amplificação da sequência de DNA alvo. Isto é possível porque a sequência exógena possui 

pares de bases diferentes da sequência alvo, permitindo desta forma a sua distinção (Vieira, 

2002a; Vieira, 2002c). 



Implementação e validação do método de deteção de alergénios em alimentos por PCR em tempo 

real no Laboratório SGS 

Ana Júlia Benites  
 

38 
 

Este método pode ser realizado para a deteção de organismos geneticamente 

modificados em produtos alimentares (Weighardt, 2007). 

O PCR em tempo real pode ser reconhecido pela sigla qPCR ou qRT-PCR, 

dependendo se o material de partida é DNA ou RNA, respetivamente, e tem a vantagem de ser 

possível visualizar a reação de amplificação à medida que ocorre a reação (Arruda, 2007; Ma 

et al., 2006; Oliveira, 2010). 

 

4.5.1 PCR em tempo real 

 

O PCR em tempo real por alguns autores é citado como qRT-PCR ou qPCR, o que 

significa quantificação por PCR em tempo real ou PCR quantitativo (Oliveira, 2009). No 

entanto, a realização da quantificação a partir deste método nem sempre é utilizada, podendo 

ser apenas uma pesquisa qualitativa, como acontece no caso dos compostos alergénicos. 

 Este método combina a técnica de PCR com compostos fluorescentes, conseguindo 

detetar simultaneamente a amplificação do DNA alvo (Espy et al., 2006). Esta deteção foi 

possível graças à inovação realizada por Higuchi e colaboradores que acoplaram uma câmara 

ao termociclador. Esta câmara foi ligada a um software que permitia digitalizar as imagens para 

serem salvas para manipulação posterior, sendo estas imagens salvas após o término de cada 

ciclo da reação (Higuchi et al., 1993). 

 Posteriormente, verificou-se que através do número de ciclos em que se obtém a 

fluorescência necessária para deteção e a concentração conhecida do DNA alvo inicial, 

consegue-se obter uma regressão linear. A razão entre estes dois parâmetros é assim utilizada 

para quantificar o DNA, pois há uma relação linear entre a quantidade de fluorescência e a 

quantidade de DNA alvo (Higuchi et al., 1993). 

 Porém, para que este método seja quantitativo é necessário a realização de uma curva 

padrão, conforme visualizado na Figura 4.2. Esta é obtida através de amostras com 

concentrações de DNA conhecidas versus os valores de Ct (Cycle threshold) de cada amostra, 

tendo sempre uma proporção linear. Assim o valor de Ct obtido de uma amostra com 

concentração desconhecida, pode ser comparado com esta curva padrão, tornando assim 

possível saber a concentração inicial de DNA (Oliveira, 2009). 

  

 

 

 
 
 
Figura 4.2: Exemplo de curva padrão obtida a partir 
de concentrações conhecidas de DNA. Em uma escala 
logarítmica o Ct corresponde à quantidade de DNA 
alvo presente inicialmente na amostra. 
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Para gerar a fluorescência necessária, este método utiliza fluoróforos que se ligam aos 

produtos sintetizados pela reação, permitindo assim a sua identificação e quantificação. O 

aumento da fluorescência é proporcional à evolução da reação de amplificação. Assim, quanto 

maior a quantidade de DNA sintetizado após cada ciclo de amplificação, maior será a 

fluorescência gerada (Alonso, 2008). 

Um controlo positivo da amplificação, conhecido como IPC (Internal Positive Control), é 

necessário para detetar possíveis inibidores da reação de PCR. Este controlo é constituído por 

um fragmento sintético, quantificado e adicionado a todas as reações para confirmar o 

desempenho dos componentes do sistema e a capacidade de amplificação das amostras 

(Oliveira, 2009). 

Para a aplicação deste método é necessário um espaço físico adequado para a 

realização deste procedimento, nomeadamente para a extração, preparação e amplificação do 

DNA. Também deve ser tido em consideração o custo dos instrumentos que devem ser 

adquiridos, além de materiais descartáveis, reagentes e softwares (Espy et al., 2006). 

 

4.5.1.1 Vantagens 

 

O uso do PCR em tempo real possui diversas vantagens relativamente ao PCR 

convencional, pois em tempo real é possível visualizar a progressão da reação de PCR após 

cada ciclo ao invés de somente ser realizada no final, como acontece no PCR convencional 

(Novais et al., 2004; Ponchel et al., 2003; Silva et al., 2007). 

Com sensibilidade, especificidade e precisão semelhantes ao PCR convencional, este 

método possibilita uma deteção qualitativa ou quantitativa das sequências de DNA, diminuindo 

a quantidade de trabalho necessária para a análise de dados. Além disto, simplifica o processo 

e reduz o risco de contaminação dos produtos amplificados, uma vez que a amplificação e 

deteção do DNA são realizadas no mesmo local físico, diminuindo significativamente o risco de 

contaminação, pois neste caso exclui-se a necessidade da etapa de eletroforese em gel (Espy 

et al., 2006; Higuchi et al., 1993; Novais et al., 2004; Sales et al., 2013). 

 O PCR em tempo real também possibilita visualizar em que ciclo (Cycle threshold) 

começa a amplificação exponencial da reação, devido à utilização de fluoróforos que emitem 

fluorescência à medida que vai ocorrendo a amplificação (Silva et al., 2007). 

 

4.5.1.2 Equipamentos 

 

Em relação aos equipamentos, é necessário além do termociclador, um computador 

que possua o software para a obtenção de dados e análise final da reação de amplificação 

(Figura 4.3 e 4.4) (Ahmed, 2002; Novais et al., 2004).  
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Figura 4.3: Exemplos de termocicladores utilizados para análise de PCR em tempo real em 
conjunto com o portátil que possui software para análise dos dados (Pray, 2005). 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 4.4: Poços no termociclador onde é colocada a 
amostra a ser analisada (Biometria, 2015). 

 

O termociclador utilizado neste método possui um sistema óptico capaz de excitar e 

recolher a emissão de fluorescência de cada ciclo de amplificação (Oliveira, 2009). 

 

4.5.1.3 Cycle threshold 

 

Um ciclo de amplificação pode ser realizado em apenas 30 segundos e isto é possível 

devido à reação ocorrer numa superfície que ofereça um rápido equilíbrio entre a temperatura 

do ar e dos componentes da reação. Com isto, é possível que a reação completa de 

amplificação ocorra num curto espaço de tempo (Silva et al., 2007).  

Quando a reação de PCR inicia a fase de crescimento exponencial, significa que a 

reação atingiu um nível de fluorescência detetável, estabelecido como Ct. Quanto menor o Ct 

significa que mais moléculas iniciais de DNA alvo foram adicionadas à solução de mistura para 

a amplificação. Desta forma, o nível de fluorescência é diretamente proporcional ao aumento 

do produto amplificado (Alonso, 2008; Novais et al., 2004; Oliveira, 2009; Ponchel et al., 2003). 
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4.5.1.4 Compostos fluorescentes 

 

A visualização de resultados a partir do PCR em tempo real, é possível pela utilização 

de moléculas fluorescentes. Estas emitem fluorescência quando ocorre a amplificação, 

tornando viável a visualização da emissão de luz por intermédio de um software específico 

(Espy et al., 2006; Mackay, 2002; Silva et al., 2007). 

 Existem dois métodos que são os mais utilizados. Os fluoróforos como o SYBR®Green, 

ligam-se inespecificamente às duplas cadeias de DNA amplificadas. Por outro lado, a utilização 

de sondas de hibridação, que também são constituídas por fluorórofos mas, diferentes do 

SYBR®Green, porque permitem maior especificidade para detetar e identificar os produtos de 

amplificação (Contri, 2006; Novais et al., 2004; Oliveira, 2009; Silva et al., 2007). 

O SYBR®Green liga-se a qualquer cadeia dupla de DNA, promovendo o aumento da 

fluorescência (Figura 4.5). As moléculas que não se ligam às cadeias duplas de DNA, geram 

uma fraca fluorescência que será observada na reação como ruído de fundo. No entanto, 

quando se ligam a cadeias duplas, estas produzem fluorescência que vai aumentando à 

medida que o DNA é amplificado (Espy et al., 2006; Novais et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5: Exemplo da ação da 

enzima Taq DNA polimerase sobre a 

cadeia simples de DNA, com posterior 

ligação das moléculas de 

SYBR®Green à cadeia dupla recém-

formada (Adaptado de Bioneer, 2011). 

 

Apesar do baixo custo, elevada sensibilidade e facilidade de utilização, este método 

tem como desvantagem a baixa especificidade, pois este fluoróforo liga-se a qualquer cadeia 

dupla de DNA, podendo ligar-se, além da cadeia especifica, a dímeros de primers e outros 

produtos não específicos, sobrestimando a concentração do DNA alvo (Espy et al., 2006; 

Novais et al., 2004; Oliveira, 2009; Ponchel et al., 2003). 
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Para incrementar a sensibilidade e especificidade, podem-se utilizar sondas de 

fluorescência, sendo três as mais utilizadas: TaqMan®, Molecular Beacons e sondas de 

hibridização FRET. Ambas contam com a transferência de luz entre duas moléculas, sendo 

referido como um processo de transferência de energia de ressonância por fluorescência 

(FRET). Estas três sondas são referidas frequentemente como sondas FRET, porém, a sonda 

de hibridização FRET é diferente da TaqMan® e Molecular Beacons por possuir duas sondas 

separadas (Espy et al., 2006). 

A TaqMan® é uma sonda de hibridização constituída por uma extremidade de um 

fluoróforo fluorescente denominado reporter e por outro, denominado quencher, situado na 

outra extremidade (Figura 4.6) (Espy et al., 2006; Novais et al., 2004). 

Esta sonda é mais específica na ligação com a dupla cadeia de DNA, visto que possui 

primers da sequência alvo, tornando assim, a fluorescência também específica. Durante a 

amplificação, a enzima de amplificação hidrolisa a sonda de hibridização, separando o 

quencher presente na extremidade 3’ da molécula do reporter que está na extremidade 5’, 

gerando assim a fluorescência. A hidrólise da sonda ocorre de uma forma proporcional à 

quantidade de produto amplificado pela reação, ou seja, de uma forma exponencial. Apesar do 

custo elevado desta técnica, ela possui uma elevada especificidade (Oliveira, 2009). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.6: Representação da 
reação de PCR em tempo real 
com utilização de sonda 
TaqMan® (Adaptado de Yuan 
et al., 2000). 
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A sonda Molecular Beacons é similar à TaqMan®, porém não necessita de ser clivada 

pela atividade da enzima de amplificação. Nesta sonda há um reporter na posição 5’ e um 

quencher na posição 3’. A região de cada extremidade desta sonda é projetada para ser 

complementar a si mesma. Assim, a baixas temperaturas, há a formação de uma estrutura em 

gancho, posicionando os dois fluoróforos das extremidades próximos um ao outro, extinguindo 

a fluorescência. Já a região central da sonda é projetada para ser complementar a uma região 

do produto da PCR, e com o aumento da temperatura que separa a cadeia dupla de DNA com 

posterior diminuição da temperatura, torna possível a ligação entre a região central da sonda à 

molécula de DNA amplificada. É assim forçada a separação do reporter e do quencher, 

diminuindo o efeito do quencher levando a que a fluorescência do reporter possa ser detetada 

(Figura 4.7). Caso não estejam disponíveis na reação os produtos da amplificação, a sonda 

liga-se a si mesma, forçando a aproximação do quencher e reporter, evitando a fluorescência 

(Espy et al., 2006). 

 
Figura 4.7: (A) Sonda Molecular beacons em formato de gancho antes da ligação com a 
cadeia dupla de DNA. (B) Estrutura da sonda após a ligação com a cadeia de DNA (Adaptado 
de Brown e Brown Jr., 2005). 
 

Já as sondas de hibridização FRET, conhecidas também como sondas LightCycler, são 

constituídas por duas sondas, projetadas para hibridar próximas uma da outra, numa 

configuração cabeça-com-cauda no produto do PCR. A sonda situada a montante, tem um 

reporter (dador) na posição 3’ e a sonda a jusante, tem um fluoróforo recetor na posição 5’ 

(Figura 4.8). Se ambas as sondas se ligarem com o produto do PCR, a fluorescência da 

posição 3’ é absorvida pelo fluoróforo recetor da posição 5’ da segunda sonda. Desta forma, o 

segundo fluoróforo é estimulado e emite luz que irá ser detetada. Porém, se os dois fluoróforos 

não se alinham em conjunto devido à falta de produto do PCR, então não ocorre a FRET entre 

os dois fluoróforos, pois a distância entre eles é muito grande (Espy et al., 2006). 
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Figura 4.8: Representação da reação de amplificação utilizando sondas de hibridação FRET 
(Adaptado de Eurofins, 2014). 

 

Entre estes compostos fluorescentes, os mais utilizados são o SYBR®Green e as 

sondas TaqMan®. Ambos são sensíveis e rápidos na geração da fluorescência. Porém, os 

princípios de deteção e optimização são diferentes, desta forma a escolha e a utilização de um 

destes dois compostos fluoróforos varia conforme o objetivo da análise (Ponchel et al., 2003). 
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5. IMPLEMENTAÇÃO E VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

A validação de um procedimento consiste em evidenciar que este é adequado para o 

fim a que se destina, confirmando que os resultados são fiáveis (Oliveira, 2009). Segundo o 

Codex Alimentarius (2010), para a validação de um método qualitativo de PCR são necessárias 

análises de sensibilidade e robustez. A análise de sensibilidade é realizada para confirmar que 

a partir deste método é possível detetar uma amostra positiva, já a análise de robustez serve 

para avaliar a fiabilidade do método, comparando os resultados com outro laboratório 

acreditado.  

Uma boa prática na validação de métodos é a utilização de ensaios interlaboratoriais 

oficiais, porém, na ausência destes, é utilizado o processo de comparação de resultados 

realizado na presente validação. 

Na presente validação, como foi utilizado o método de PCR em tempo real, além das 

análises de sensibilidade e robustez, também foi aplicada a análise de precisão, pois esta 

etapa avalia a capacidade do método em fornecer resultados constantes para a mesma 

amostra sempre que é utilizado (Oliveira, 2009). 

Visto que serão avaliados somente os pontos mencionados anteriormente, esta é 

considerada uma validação secundária, pois os kits utilizados já foram validados no momento 

da sua fabricação.  

 

5.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1.1 Kits de extração e de deteção de alergénios  

 

O kit de extração de DNA utilizado na presente validação foi o Ion Force DNA Extractor 

FAST da Generon®, que possui capacidade de extração de DNA das mais variadas matrizes 

alimentares.  

Este kit contém as soluções necessárias para a extração do DNA, além das colunas de 

purificação e os seus respetivos coletores, conforme visualizado na Figura 5.1. 
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Figura 5.1: Kit de extração Ion Force DNA Extractor FAST da Generon®, constituído por 4 
frascos, contendo em cada um 500 mL de Solução A, 1 frasco com 100 mL de Solução de 
Purificação, 3 frascos com 250 mL de Solução Tampão T em cada, 1 frasco com 50 mL de 
Solução Tampão P, 1 frasco com 20,5 mL de Solução D, 100 colunas de filtração e 100 tubos 
coletores (Generon, 2015a). 
 

Todas as soluções presentes vinham prontas para o uso, exceto a solução Tampão P, 

que antes da primeira utilização foi reconstituída com 200 mL de etanol 96% (Figura 5.2). 

 

Figura 5.2: Soluções presentes no kit de extração de DNA da Generon®. (A) Promove a 
libertação dos constituintes celulares da amostra; (B) Permite a separação do DNA dos outros 
constituintes celulares da amostra; (C) Auxilia na estabilização do DNA; (D) Fixa o DNA no filtro 
ao mesmo tempo que remove impurezas; (E) Torna o DNA solúvel, retirando-o da membrana. 
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Já o kit de deteção de alergénios utilizado foi o SPECIALFinder, desenvolvido pela 

mesma empresa (Figura 5.3).  

Cada alergénio possui um kit diferente, fornecidos em embalagens de 50 ou 100 

reações. Cada kit consiste num tubo com 500 µL de GENERase PLUS Mastermix, um com 250 

µL de SPECIALFinder OLIGO Mix, um controlo positivo contendo 85 µL e um controlo negativo 

de 200 µL. 

O GENERase PLUS Mastermix possui compostos que intervêm na amplificação da 

cadeia de DNA. Este é constituído por bases azotadas, iões como o magnésio, DNTPs e a 

enzima Taq DNA polimerase. O SPECIALFinder OLIGO Mix possui os primers específicos para 

a cadeia de DNA alvo, de forma a que a enzima de amplificação atue na formação da cadeia 

de DNA complementar. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3: Kit de amplificação de DNA 
SPECIALFinder da Generon®. (A) Tubos 
com SPECIALFinder OLIGO Mix; (B) 
Tubos com GENERase PLUS Mastermix; 
(C) Controlos positivos; (D) Controlo 
negativo (Adaptado de Generon, 2015b). 

 

Para a preparação da Mastermix, é adicionado o conteúdo total de um tubo de 

SPECIALFinder OLIGO Mix (250 µL) no tubo de GENERase PLUS Mastermix (500 µL), tendo 

como volume final 750 µL, que aproximadamente é suficiente para 50 reações. Os controlos 

apresentam-se prontos para usar. 

 

5.1.2 Equipamentos 

 

Os equipamentos utilizados para a preparação, extração, purificação e amplificação do 

DNA são: 

 Picadora 1-2-3 Clássica Moulinex® Modelo A320R1, utilizada quando há necessidade 

da moagem de amostras; 

 Balança Mettler-Toledo Modelo MS204S/01, utilizada para pesar as amostras; 

 Banho maria Bio-Rad de 6 litros, que possui como controlo de qualidade uma 

calibração externa a cada dois anos. Este equipamento serve para a incubação das 

amostras a uma temperatura adequada (85ºC) que permita a libertação dos 

constituintes celulares, inclusive o DNA; 

     A 

   B 

C                    D 
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 Centrífuga Hermle Tipo Z 206 A, que é calibrada uma vez por ano, utilizada para a 

centrifugação da amostra, permitindo assim a separação de fases; 

 Micropipetas Bio-Rad de 2-20 µL, 20-200 µL e 100-1000 µL para pipetagem das 

amostras, controlos e soluções, calibradas anualmente; 

 Vortex Bio-Rad BR-2000, utilizado quando há a necessidade de homogeneização; 

 Microcentrífuga Bio-Rad Modelo 16k, que é calibrada a cada dois anos, utilizada para 

a centrifugação da amostra acondicionada em tubos menores (eppendorfs); 

 Caixa de vácuo Promega, que é utilizada na etapa de filtração da amostra para 

recolha de DNA; 

 Bomba de vácuo Normax Modelo GM-0,5, utilizada em conjunto com a caixa de 

vácuo, possibilita que esta etapa seja realizada; 

 

Figura 5.4: Disposição das câmaras de preparação dos poços, com as suas respetivas pipetas 
e pontas para evitar a contaminação. 
 

 Câmaras de preparação DNA/RNA UV-Cleaner Box UVT-B-AR, que possui como 

controlo de qualidade, uma verificação interna mensal e manutenção anual. São 

utilizadas duas câmaras que sempre antes da sua utilização são descontaminadas 

com luz UV durante 15 minutos. 

A preparação dos poços é realizada em câmaras distintas para evitar que haja uma 

possível contaminação. Desta forma são adicionados os reagentes e controlo 

negativo na primeira câmara, sendo a segunda utilizada apenas para a adição dos 

controlos positivos e amostras. A Figura 5.4 mostra como estão dispostas as duas 

câmaras utilizadas na presente validação. 
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 Termociclador Bio-Rad Chromo 4, que possui uma manutenção e calibração anual. É 

utilizado para que ocorra a reação de PCR, sendo acoplado um computador 

composto por um software capaz de obter os resultados em tempo real. 

O software utilizado é o Opticon Monitor 3.4 e, para a determinação de alergénios, o 

mesmo foi programado para que ocorressem 45 ciclos, o que demora 

aproximadamente duas horas, com oscilações de temperaturas características, como 

pode ser visualizado através da Tabela 5.1. 

 

Tabela 5.1: Temperaturas e duração de cada ciclo na reação de PCR em tempo real para a 
determinação de alergénios. 

Etapa T (ºC) Duração Ciclos 

UNG 50 2 min 1 

Ativação da Taq 95 10 min 1 

Desnaturação do DNA 95 15 sec 
45 

Annealing/Extensão + Leitura do ciclo 60 60 sec 

Fonte: Adaptado de Generon, 2015b. 

 

 A sigla UNG é proveniente do nome Uracil N-glycosylase, que é uma enzima que tem 

como objetivo digerir produtos de PCR residuais formados em reações anteriores, impedindo 

que os mesmo amplifiquem na reação seguinte, desta forma, evitam a obtenção de resultados 

divergentes devido à presença destes compostos (ThermoFisher, 2013). 

 

5.1.3 Materiais 

 

A seguir estão descritos os materiais utilizados em conjunto com os equipamentos para 

a preparação das amostras: 

 Tubos e colunas de filtração, necessários para as etapas de preparação, extração e 

purificação do DNA (Figura 5.5); 
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Figura 5.5: Tubos utilizados para a extração e purificação do DNA. (A) Tubo de recolha de 
amostra de 50 mL; (B) Tubo cónico de 15 mL; (C) Tubo eppendorf; (D) Coluna de filtração; (E) 
Tubo coletor. 
 

 Seringa, adaptador e torneira utilizados na etapa de filtração; 

 Pontas estéreis utilizadas nas micropipetas (Figura 5.6). As pontas eram mantidas 

tapadas no interior das câmaras de preparação dos poços, sendo abertas somente no 

momento de sua utilização; 

 

Figura 5.6: Pontas estéreis utilizadas nas micropipetas. (A) Utilizadas em micropipetas de 20-
200 µL; (B) Utilizadas em micropipetas de 2-20 µL. 
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 Poços e as suas respetivas tampas. Utilizadas para a adição dos reagentes, controlos 

e amostras para a reação de PCR (Figura 5.7); 

 Figura 5.7: (A) Poços; (B) Tampas.  

 

5.2 DETERMINAÇÃO DA SENSIBILIDADE DOS KITS 

 

O primeiro passo para a validação do método foi a determinação da sensibilidade de 

cada alergénio estudado. Para isto foi necessário diluir o controlo positivo de cada kit de 

alergénio para identificar o limite de deteção de cada um.  

O limite de deteção é a menor quantidade de DNA que pode estar presente na amostra 

e que pode ser detetada, ou seja, que permita obter resultados com 100% de eficácia e 

eficiência (Oliveira, 2009). 

Para a diluição do controlo positivo foi colocado em tubos de eppendorf 45 µL de água. 

Na primeira diluição, adicionou-se ao tubo de eppendorf com água, 5 µL do controlo positivo 

com posterior agitação no vortex para homogeneização. Desta forma, obteu-se a diluição do 

controlo positivo em 10x. Para a diluição seguinte, adicionou-se 5 µL do controlo positivo 

diluído 10x, obtendo a diluição em 100x e, para a última diluição, o mesmo processo. Desta 

forma o controlo positivo apresentou diluições de 10x, 100x e 1000x. 

A análise de cada alergénio consistiu na preparação de 5 poços para cada um. A forma 

como foram preparados está demonstrada na Figura 5.8.  

 

  

 

 

 

 

Figura 5.8: Esquema dos poços para análise de 
sensibilidade de cada alergénio. Apesar de ser 
somente uma fila, a fluorescência gerada é lida 
em dois canais, FAM e HEX, responsáveis pela 
identificação do alergénio e pelo controlo da 
amplificação, respetivamente. 
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 Após a preparação dos poços os mesmos foram tapados e colocados no termociclador, 

seguido pela escolha do programa de alergénios pré estabelecido no software, constituído 

pelas temperaturas e tempos demonstrados na Tabela 5.1. 

 

5.3 DETERMINAÇÃO DA PRECISÃO DOS KITS 

 

Após a análise de sensibilidade, foi utilizada a última diluição do controlo positivo em 

que foi detetada amplificação, para a determinação da precisão dos kits. Isto é necessário para 

verificar a capacidade do método em fornecer resultados reprodutíveis. 

Foram realizadas em dias alternados (precisão intermédia), 10 análises da última 

diluição do controlo positivo detetado para cada alergénio. Cada análise consistiu na 

preparação de 6 poços, o primeiro para o controlo negativo e os restantes para a última 

diluição detetada do controlo positivo. 

 Após a preparação dos poços, os mesmos foram colocados no termociclador e 

selecionado no software o programa para amplificação dos alergénios. 

 

5.4 AVALIAÇÃO DA ROBUSTEZ 

 

A análise de robustez foi o último passo para a validação do método, que consistiu na 

análise das amostras de DNA dos alimentos.  

No total, a análise de robustez consistiu em quatro análises por alergénio, com duas 

análises de uma amostra que apresentasse resultado negativo e outras duas numa amostra 

com resultado positivo, sendo as análises realizadas em dias alternados. 

Foram utilizados oito alimentos para as análises de determinação de alergénios. Os 

mesmos encontram-se descritos na Tabela 5.2. 

 

Tabela 5.2: Descrição dos alimentos e seus respetivos códigos utilizados para a determinação 
de alergénios pelo método de PCR em tempo real. 

CÓDIGO ALIMENTO 

AL 1 Biscoito 

AL 2 Caldo de galinha 

AL 3 Pão de trigo e centeio 

AL 4 Biscoito cream cracker 

AL 5 Barra de cereal caju 

AL 6 Barra de cereal nozes 

AL 7 Barra de cereal pistachio 

AL 8 Salsicha de soja 
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5.4.1 Preparação das amostras 

 

Para a análise pelo método de PCR em tempo real é necessário em primeiro lugar 

extrair o DNA das matrizes alimentares. Este passo é constituído por três etapas: preparação, 

extração e purificação do DNA extraído. Posteriormente, esse DNA é amplificado no 

termociclador. 

Caso a amostra fosse heterogénea, era necessária a moagem da mesma. Esta etapa é 

realizada em uma picadora 1-2-3, que foi previamente higienizada com lixívia, assim como os 

utensílios utilizados como garfos e colheres, para que não houvessem vestígios de DNA de 

outros alimentos que pudessem contaminar a amostra. Após moída, a amostra foi 

acondicionada em coletores esterilizados.  

 

5.4.2 Extração do DNA 

 

Para a extração do DNA pesou-se cerca de 5 g do alimento para um tubo de recolha de 

amostra de 50 mL esterilizado e adicionou-se 20 mL de Solução A, seguido de agitação. O 

tubo foi incubado no banho a 85ºC durante 1 a 2 horas, pois esta temperatura possibilita a 

destruição das células, com subsequente libertação do conteúdo celular. 

Após a incubação, o tubo foi agitado com inversão de 2 a 3 vezes, sendo retirada a 

maior parte da fase aquosa para um tubo cónico de 15 mL, para então ser colocado na 

centrífuga durante 10 minutos a uma velocidade de 3000 g. 

  Do tubo cónico, retirou-se 3 mL da fase aquosa e colocou-se em três tubos eppendorf. 

Em cada um adicionou-se 0,7 mL de Solução de Purificação, homogeneizou-se no vortex 

durante um minuto e colocaram-se os tubos na microcentrífuga a uma velocidade entre 10000 

a 11000 g durante 5 minutos. A Solução de Purificação permitiu que o DNA se separasse dos 

outros constituintes celulares, como proteínas, hidratos de carbonos, lípidos, etc. 

Todos os tubos utilizados na extração e purificação do DNA podem ser visualizados na 

Figura 5.5. 

 

5.4.3 Purificação do DNA 

 

Após a centrifugação, retirou-se 0,8 mL do sobrenadante formado de cada um dos três 

tubos de eppendorf e adicionou-os num tubo cónico de 15 mL, onde previamente foi colocado 

7,5 mL de Solução Tampão T, que é utilizada para auxiliar na estabilização do DNA. Agitou-se 

moderadamente pelas paredes do tubo, para evitar uma possível danificação do DNA. 

A amostra passou então por uma filtração com uma seringa e membrana de 0,45 µm, 

para evitar que as partículas suspensas passassem para a próxima fase e pudessem interferir 

na reação de amplificação de DNA.  
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Preparou-se a caixa de vácuo, adicionando uma torneira, coluna de filtração e um 

suporte para a seringa. O volume proveniente do tubo de 15 mL foi adicionado na seringa e 

regulou-se a torneira de modo a que o fluxo fosse de aproximadamente 1 gota/segundo (Figura 

5.9). Após o volume ter sido totalmente filtrado, lavou-se a coluna três vezes, cada uma com 

0,75 mL de solução Tampão P, que serve para fixar o DNA no filtro ao mesmo tempo que 

remove impurezas. 

  

Figura 5.9: Etapa de filtração na caixa de vácuo para que o DNA fique retido no filtro presente 
na coluna de filtração. (A) Seringa onde é colocada a amostra; (B) Adaptador que permite o 
encaixe da seringa à coluna de filtração; (C) Coluna de filtração; (D) Torneira; (E) Caixa de 
vácuo. 

 

Retirou-se a coluna da caixa de vácuo e colocou-se num tubo coletor para ser 

novamente centrifugada, desta vez a uma velocidade de 4000 a 5000 g durante 5 minutos, 

para que houvesse a remoção de todo o etanol da solução tampão P. 

A coluna, após passar pela microcentrífuga foi colocada num tubo eppendorf e 

adicionou-se 150 µL de Solução D, deixando humedecer o filtro por dois minutos. Esta solução 

torna o DNA solúvel, possibilitando a sua remoção do filtro. Após esta etapa, o tubo de 

eppendorf com a coluna de purificação foi colocado na microcentrífuga a uma velocidade de 

100 a 200 g durante 30 segundos, sendo posteriormente aumentada a velocidade até 5000 g 

durante 4 a 5 minutos. 
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Descartou-se a coluna de purificação e o líquido remanescente no tubo de eppendorf 

constituiu o DNA obtido da amostra, que é estável durante uma semana a temperatura de até 

4ºC ou até um ano, se mantido a temperaturas de -20ºC. 

 

5.4.4 Amplificação do DNA 

 

Os reagentes e controlos são conservados sob temperatura de congelação. Para 

serem utilizados, foram retirados do frigorífico e mantidos à temperatura ambiente por cerca de 

15 minutos para descongelação, e posteriormente foram colocados brevemente no vortex e na 

microcentrífuga para homogeneização. 

A análise de um alergénio na amostra de DNA consistiu na preparação de três poços, 

que possuiam além de 15 µL de Mastermix em todos eles, mais 5 µL de controlo negativo, 

controlo positivo e amostra, nos poços respetivos (Figura 5.10). 

Figura 5.10: Adição do reagente, controlos positivo e negativo e amostra nos respetivos poços. 

 

5.5 ANÁLISES DE ROBUSTEZ 

 

A última etapa para a validação do método foi confrontar os resultados obtidos com os 

de um laboratório subcontratado, que possui certificação para a determinação de alergénios 

pelo método de PCR em tempo real. 

Para isto, as amostras utilizadas foram encaminhadas para o laboratório 

subcontratado, avaliando os mesmos alergénios, conforme descrito na Tabela 5.3. 
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Tabela 5.3: Alergénios analisados por PCR em tempo real, para cada amostra utilizada na 
presente validação. 

 Alergénio 

 Aipo Amendoim Caju Noz Pistáchio Sésamo Soja 

+/- + - + - + - + - + - + - + - 

Amostras 
AL 

8 

AL 

1 

AL 

1 

AL 

4 

AL 

5 

AL 

1 

AL 

6 

AL 

1 

AL 

7 

AL 

4 

AL 

3 

AL 

2 

AL 

8 

AL 

1 

 

5.6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A amplificação de DNA ocorrida no PCR em tempo real, para estes alergénios é 

visualizada através de dois canais: FAM e HEX. O canal FAM é o que apresenta os resultados 

da reação para o DNA alvo. O canal HEX é o controlo interno da reação que, no caso dos 

alergénios, deve apresentar amplificação em todas as amostras, até mesmo no controlo 

negativo, pois esta amplificação indica que não há interferentes na amostra que impeçam o 

annealing dos primers com a consequente amplificação da cadeia de DNA. 

 Outra forma de avaliar se a reação ocorreu corretamente é através da verificação do 

comportamento do controlo negativo no canal FAM, onde não poderá ocorrer a amplificação. 

Caso amplifique, isto mostra que pode ter ocorrido uma contaminação cruzada na etapa de 

preparação dos poços ou até mesmo contaminação no próprio tubo que contém o controlo 

negativo. Com a mesma importância, o controlo positivo serve para verificar a funcionalidade 

dos reagentes utilizados, sendo um controlo para a presença de inibidores da reação e, caso 

não amplifique, isto pode indicar que o reagente não foi preparado corretamente (Burkardt, 

2000; Schaefer, 2006), devido a uma mistura ineficiente das duas soluções, descritas no item 

5.1.1, ou falta de controlo de qualidade em alguma etapa de preparação por parte do 

fabricante. 

A amplificação do controlo negativo e/ou não amplificação do controlo positivo rejeita 

automaticamente os resultados obtidos na reação, sendo necessário reavaliar todas as etapas 

de preparação da amostra e adição nos poços, com posterior repetição do ensaio e, se 

possível, com novos reagentes e instrumentos calibrados (Burkardt, 2000). 

Em relação ao kit de extração de DNA, para verificar se as soluções presentes no 

mesmo estão adequadas, é realizado um controlo negativo e um positivo no momento da 

abertura do kit. Todas as etapas de extração do DNA são utilizadas, porém, para o controlo 

negativo não é utilizada nenhuma amostra, somente as soluções presentes no kit. Para o 

controlo positivo é utilizada uma amostra que previamente sabemos que tem na sua 

constituição o DNA alvo. O controlo negativo serve para verificar se não há contaminantes 

presentes nos reagentes e o controlo positivo tem como função avaliar a eficácia do kit. 
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Quanto à avaliação e análise de robustez, ambas foram compiladas na Tabela 5.4 que 

torna possível verificar a deteção dos alergénios nas amostras analisadas, a partir de análises 

realizadas no laboratório da SGS e no laboratório subcontratado. 

 

5.6.1 Determinação da sensibilidade dos kits 

 

Os resultados das reações de PCR em tempo real estão representados nos gráficos 

abaixo, referentes à determinação da sensibilidade e precisão dos kits de amplificação, onde é 

possível visualizar o Ct (Cycle threshold) correspondente à última diluição detetada pelo kit, o 

CN (controlo negativo) e o CP (controlo positivo) de cada reação.  

Na determinação da sensibilidade, que tem como objetivo verificar se os kits utilizados 

garantem a deteção de uma amostra positiva, mesmo que muito diluída, apenas os Ct menores 

que 40 serão considerados positivos, pois como esta reação de PCR em tempo real apresenta 

45 ciclos, uma amplificação acima de 40 indica que possivelmente este aumento da 

fluorescência não será uma consequência da formação de novas cadeias de DNA molde, mas 

sim devido à produção de dímeros de primers e/ou ligação de produto inespecíficos.  

Em relação às cores representadas nos gráficos desta etapa de validação, a linha 

vermelha é o CN, a verde é o CP, a azul é o CP diluído 10x, a amarela é o CP diluído 100x e a 

rosa é o CP diluído 1000x. 

 

5.6.1.1 Aipo 

 

A visualização do sinal referente ao canal FAM (DNA alvo do aipo) está representado 

na Figura 5.11, onde se pode observar que quanto maior era a diluição do controlo positivo, 

mais tardio era o Ct. Este fato demonstra que ambos estão diretamente correlacionados, um 

fator característico do próprio método e comum a todos os kits de alergénios analisados no 

presente estudo.  

Este gráfico demonstra que a última diluição do controlo positivo detetada foi a de 

100x, obtendo um Ct de 33,82.  

 
Figura 5.11: Sensibilidade do kit de amplificação do aipo. 
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A Figura 5.12 corresponde ao sinal do canal HEX, referente à determinação da 

sensibilidade do kit de amplificação do aipo. Este gráfico exemplifica o comportamento das 

amostras neste canal, visto que o mesmo desempenho ocorre nas outras reações, e por este 

motivo, é apresentado apenas este gráfico relativo ao canal HEX.  

O canal HEX, conforme dito anteriormente, é o controlo interno da reação. A partir da 

Figura 5.12 é possível verificar que todos os controlos e diluições apresentaram amplificação, 

indicando que não existiam interferentes e que os resultados obtidos no canal FAM da mesma 

reação são válidos.  

 
Figura 5.12: Sinal referente ao Canal HEX na determinação da sensibilidade do kit de 
amplificação do aipo. 

 

5.6.1.2 Amendoim 

 

O amendoim foi um dos alergénios que teve a amplificação do seu controlo positivo até 

à última diluição (Figura 5.13).  

 
Figura 5.13: Sensibilidade do kit de amplificação do amendoim. 

 

5.6.1.3 Avelã 

 

Assim como o amendoim, a avelã também apresentou amplificação até à última 

diluição do controlo positivo, obtendo um Ct de 33,25, conforme pode ser visualizado na Figura 

5.14. 
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Figura 5.14: Sensibilidade do kit de amplificação da avelã. 

 

5.6.1.4 Caju 

 

O caju apresentou amplificação até à última diluição do controlo positivo, porém, como 

pode ser visualizado na Figura 5.15, a diluição 1000x obteve um Ct de 43,45, que no presente 

estudo não será considerado. Desta forma, a última diluição do controlo positivo considerada 

será a de 100x. 

 
Figura 5.15: Sensibilidade do kit de amplificação do caju. 

 

5.6.1.5 Noz 

 

O kit de amplificação da noz apresentou amplificação na diluição 1000x do controlo 

positivo, como pode ser observada na Figura 5.16. 
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Figura 5.16: Sensibilidade do kit de amplificação da noz. 
 
 

5.6.1.6 Pistáchio 

 

O pistáchio obteve a última amplificação do controlo positivo na diluição 10x (Figura 

5.17). Tal facto pode ser devido à falta de homogeneização das amostras. 

 
Figura 5.17: Sensibilidade do kit de amplificação do pistáchio. 

 

5.6.1.7 Sésamo 

 

No caso do sésamo, a sensibilidade do kit foi observada até à diluição 100x do controlo 

positivo (Figura 5.18). 

 
Figura 5.18: Sensibilidade do kit de amplificação da semente de sésamo. 
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5.6.1.8 Soja 

 

A soja apresentou amplificação até à diluição 100x do controlo positivo, conforme pode 

ser visto na Figura 5.19. 

 
Figura 5.19: Sensibilidade do kit de amplificação da soja. 

 

5.6.2 Determinação da precisão dos kits 

 

Para esta etapa ser considerada válida e, desta forma, ser possível passar para a 

próxima fase de validação do método, a mesma deve apresentar em 90% das análises a 

amplificação da última diluição do controlo positivo verificado no item 5.6.1, ou seja, das 10 

análises realizadas para cada kit de amplificação de alergénios, 9 terão que amplificar. 

Quanto às cores representadas nos gráficos de determinação de precisão, a linha 

vermelha é correspondente ao controlo negativo, já as demais linhas são referentes às 

diluições do controlo positivo. 

Para cada alergénio, as reações foram realizadas em dias diferentes, porém 

constituídas pelas mesmas etapas, para evitar que possíveis erros humanos ou instrumentais 

alterassem o resultado final da determinação de precisão. 

 

5.6.2.1 Aipo 

 

Conforme a Figura 5.20, o aipo apresentou 90% de amplificação das amostras 

analisadas. 
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Figura 5.20: Precisão do kit de amplificação do aipo. 

 

5.6.2.2 Amendoim 

 

O amendoim apresentou amplificações bem definidas (Figura 5.21), apresentando 

100% de amplificação da última diluição do controlo positivo utilizada neste estudo. 

 
Figura 5.21: Precisão do kit de amplificação do amendoim. 
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5.6.2.3 Avelã 

 

No primeiro dia da análise de precisão para a avelã todas as amostras diluídas do 

controlo positivo apresentaram amplificação. Porém, no segundo dia somente três amostras 

amplificaram, indicando um valor inferior a 90% de amplificação total. Devido a esta situação, 

realizou-se novamente a preparação dos poços para que ocorresse uma nova reação de PCR, 

no entanto, esta segunda reação apresentou somente ruído de fundo, como pode ser 

observado na Figura 5.22, comprovando que este kit de amplificação não possui precisão 

suficiente para a validação da deteção deste alergénio. 

Para tentar validar este alergénio utilizou-se outro kit de amplificação, a partir de um 

lote diferente, mas do mesmo fornecedor. A análise de determinação da sensibilidade também 

indicou uma amplificação do controlo positivo até à diluição 1000x, porém na etapa de 

determinação de precisão grande parte das amostras contendo a diluição do controlo positivo 

apresentaram apenas ruído de fundo.  

A falta de precisão deste kit de amplificação pode indicar uma possível falha humana 

ou até mesmo uma falha no controlo da qualidade do fabricante, sendo o ideal no futuro esta 

validação ser feita por uma pessoa diferente, com equipamentos recém calibrados e, caso não 

se consiga atingir a validação, obter um kit de amplificação de um fornecedor diferente. 

 
Figura 5.22: Precisão do kit de amplificação da avelã. 
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5.6.2.4 Caju 

 

O caju apresentou 90% de amplificação, como pode ser visualizado na Figura 5.23. No 

segundo dia, uma das amostras que continha a diluição do controlo positivo apresentou Ct 

superior a 40, porém como estávamos a realizar uma análise de precisão, em que o controlo 

positivo está presente em concentrações muito baixas, estando perto do limite de deteção, este 

resultado será considerado, visto que também é evidente a diferença do resultado desta 

amostra para o controlo negativo, indicando que esta amplificação muito provavelmente 

decorreu devido à extensão da cadeia de DNA alvo. 

 
Figura 5.23: Precisão do kit de amplificação do caju. 

 

5.6.2.5 Noz 

 

Tal como o caju, a noz também apresentou uma amostra com Ct superior a 40 (Figura 

5.24). No entanto e após a avaliação do gráfico, esta também será considerada, atingindo 

assim os 90% de amplificação. 
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Figura 5.24: Precisão do kit de amplificação da noz. 

 

5.6.2.6 Pistáchio 

 

Conforme a Figura 5.25, pode-se visualizar que o pistáchio apresentou 100% de 

amplificação da última diluição do controlo positivo detetada na análise de sensibilidade. 

 
Figura 5.25: Precisão do kit de amplificação do pistáchio. 
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5.6.2.7 Sésamo 

 

O sésamo apresentou 100% de amplificação do controlo positivo diluído. Isto foi 

possível porque a linha threshold foi ajustada abaixo do ruído de fundo inicial como pode ser 

observado na Figura 5.26.  

Esta abordagem foi realizada atendendo a que a quantidade de controlo positivo está 

em pequenas quantidades e que a reação se apresenta no limite do nível de deteção, pois 

numa reação normal, como no caso da avaliação da robustez, a linha é ajustada acima do 

ruído de fundo, para garantir a fiabilidade do resultado. 

O ruído de fundo (background) numa reação de PCR em tempo real é normal, sendo 

característico nos ciclos iniciais da reação, apresentando um sinal fraco devido à fluorescência 

inespecífica da reação (Cunha, 2013). 

 
Figura 5.26: Precisão do kit de amplificação da semente de sésamo. 

 

5.6.2.8 Soja 

 

Tal como aconteceu com o sésamo, na determinação de precisão da soja também 

foram ajustadas as linhas que determinam o Ct abaixo do ruído de fundo. Desta forma, este 

alergénio apresentou 90% de amplificação da diluição do controlo positivo (Figura 5.27). 
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Figura 5.27: Precisão do kit de amplificação da soja. 

 

5.6.3 Avaliação e análise da robustez 

 

Os resultados da avaliação seguida pela análise de robustez encontram-se na Tabela 

5.4, que demonstram que todos os resultados das análises realizadas no laboratório da SGS 

estavam em concordância com os obtidos no laboratório subcontratado. 

Os gráficos obtidos da avaliação da robustez no laboratório da SGS estão presentes no 

Apêndice I, já os resultados da determinação de alergénios dos laboratórios subcontratados 

estão no Anexo I. 

 

Tabela 5.4: Deteção da amplificação do alergénio nas amostras analisadas para avaliação e 
análise da robustez. 

Alergénio +/- Amostras 
Análises 

Lab. SGS Lab. subcontratado 

Aipo 
+ AL 8       

- AL 1       

Amendoim 
+ AL 1       

- AL 4       

Caju 
+ AL 5       

- AL 1       

Noz 
+ AL 6       

- AL 1       

Pistáchio 
+ AL 7       

- AL 4       
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Tabela 5.4: Deteção da amplificação do alergénio nas amostras analisadas para avaliação e 
análise da robustez (Continuação). 

Alergénio +/- Amostras 
Análises 

Lab. SGS Lab. subcontratado 

Sésamo 
+ AL 3       

- AL 2       

Soja 
+ AL 8       

- AL 1       

 

A partir destes últimos resultados conseguiu-se validar o método de deteção dos 

alergénios estudados pelo método de PCR em tempo real. Todas as etapas para esta 

validação foram necessárias para garantir a fiabilidade dos resultados obtidos. 

Entre os alergénios estudados, o único com o qual não foi possível atingir a validação 

do método foi a avelã, devido à falta de precisão apresentada pelo kit de amplificação. 
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CONCLUSÕES 

 

Com base no aumento significativo da incidência de alergias alimentares na população 

mundial, principalmente em crianças, além da elevada morbilidade, a identificação de 

alergénios em alimentos mostra-se indispensável no requisito de segurança alimentar, visto 

que a rotulagem de alimentos é o principal meio para evitar que haja o consumo de alergénios 

por indivíduos sensíveis. 

 Dentro dos métodos utilizados para deteção de alergénios em alimentos, a partir das 

informações presentes na literatura e dos resultados deste estudo, é possível concluir que o 

método de PCR em tempo real é indicado para a identificação destes compostos, 

principalmente em alimentos processados, em que os métodos de deteção de proteínas mais 

utilizados, como ELISA e LFD, apresentam limitações. 

 Dos oito alergénios analisados, foi possível a implementação e validação de sete, 

sendo estes o aipo, amendoim, caju, noz, pistáchio, sésamo e soja, demonstrando que o 

método de PCR em tempo real, para os presentes alergénios, possui elevada precisão e 

sensibilidade nos resultados qualitativos obtidos. 

A avelã foi o único alergénio em que não foi possível obter a validação do método, visto 

que este não apresentou amplificações suficientes na etapa de análise de precisão, indicando 

a possibilidade de falha humana ou problemas presentes no próprio kit disponibilizado pelo 

fabricante.  

Caso seja de interesse da empresa a validação deste alergénio futuramente, o ideal é 

que o ensaio seja realizado por uma pessoa diferente, com equipamentos recém calibrados e, 

se necessário, com kits provenientes de outro fabricante. Além disso, como perspetivas futuras, 

é possível considerar a validação de outros alergénios pelo mesmo método, ampliando a 

capacidade de deteção de alergénios pela empresa. 
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 APÊNDICE I. Resultados da análise de robustez 

 
A seguir estão os gráficos obtidos da análise de robustez para os kits de amplificação 

de alergénios no laboratório da SGS. A cor vermelha representa o CN, a verde é o CP e a azul 

é a amostra utilizada. 

 As análises, que foram realizadas em duplicata, foram feitas em dias alternados para 

evitar que alguma falha humana ou instrumental pudesse interferir no resultado da reação. 

 
Figura A.1: Avaliação da robustez do kit de amplificação do aipo. 
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Figura A.2: Avaliação da robustez do kit de amplificação do amendoim. 
 

 
Figura A.3: Avaliação da robustez do kit de amplificação do caju. 
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Figura A.4: Avaliação da robustez do kit de amplificação da noz. 
 

 A avaliação de robustez do pistáchio foi a única em que numa mesma reação foram 

adicionados os poços correspondentes da amostra negativa e positiva. A linha azul no gráfico 

representa a amostra AL 7, já a linha amarela é respetiva da amostra AL 4. 

 
Figura A.5: Avaliação da robustez do kit de amplificação do pistachio. 
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Figura A.6: Avaliação da robustez do kit de amplificação do sésamo. 
 

 
Figura A.7: Avaliação da robustez do kit de amplificação da soja. 
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ANEXO I. Resultados de análise de robustez do laboratório 

subcontratado 
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