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RESUMO

Analise de sulfitos em sucos de frutas e estimativa de seu consumo
por escolares . No Brasil os dados sobre a utilizacdo dos sulfitos pela industria
de alimentos e pesquisas sobre o0 seu consumo sdo escassos. Sendo assim, o
objetivo desta pesquisa foi avaliar o nivel de sulfitos em sucos de frutas e
estimar seu consumo por escolares de 52. a 82. séries de escolas publicas, do
ensino fundamental, do municipio de S&do Caetano do Sul-SP, Brasil. Foi
aplicado questionario de frequéncia de consumo de alimentos (QFCA) em 313
escolares, sendo 56,9 % do sexo feminino e 43,1 % do sexo masculino, com
média de idade de 14,7 anos. Os alimentos sulfitados mais consumidos foram
0s néctares ou sucos de frutas, o acgucar refinado, as batatas fritas congeladas,
0 coco ralado, o suco de caju e as frutas secas e cristalizadas. Considerando os
limites maximos permitidos (LMP) pela legislacédo brasileira, o consumo de SO,,
em mg SO./kg pc/dia, foi de 0,12 mg SO,/kg pc/dia, sendo que este valor médio
corresponde a 17% da IDA (0,7 mg SO,/kg pc/dia). Ja os resultados das
analises dos sucos de frutas demonstram que a analise por injecdo em fluxo
(Flow injection analysis - FIA) modificada obteve resultados de sulfitos nas
amostras analisadas com menor variacdo do que aqueles obtidos pelo método

Monier-Williams (M-W) otimizado, e que nenhuma amostra ultrapassou os LMP.

Palavras-chave: Sulfitos. Escolares. Sucos de frutas. Alimentos e
bebidas sulfitados. Estimativa de ingestdo. Analise de sulfitos. Método Monier-

Williams. Analise por injecao em fluxo.
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ABSTRACT

Analytical determination of sulphites in fruit juic es and estimation of their
intake by students . In Brazil there are no data on use of sulphites by the food
industry and research on their consumption by population. Thus, the objective of
this research was to evaluate sulphites in fruits juices and estimate intake
sulphites in a group of 5™ — 8" schoolchildren of public schools in S0 Caetano
do Sul-SP, Brazil. It was applied a food frequency questionnaire (FFQ) at 313
schoolchildrens (56.9% female, 43.1% male and average age 14.7 years).
Sulphited products identified were fruits juices, sugar, frozen chips, grated
coconut, cashew juice and dried fruits. Considering maximum permitted levels
(MPL) stabilished by Brazilian legislation, none of the students exceeded the
ADI of 0.70 mg SO,/kg bw/day, with average of consumption of 0.12 mg SO,/kg
bw/day (17 % of the ADI). The results of the fruits juices analysis demonstrated
flow injection analysis (FIA) modified obtained better results than optimized
Monier-Williams method (M-W) and no sample exceeded the MPL.

Keywords: Sulphites. Students. Fruit juices. Sulphited foods and
beverages. Food additive intake. Sulphites analytical determination. Monier-

Williams method. Flow injection analysis.



1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos aditivos pela industria de alimentos, associada ao
desenvolvimento constante de novas tecnologias, tem tornado possivel o
acesso a uma diversidade cada vez maior de alimentos pela populacédo
mundial, apesar do percentual de mal nutridos no mundo ter sofrido redugbes
pouco expressivas.

Contudo, a presenca de aditivos em alimentos suscita uma série de
davidas, ainda mais quando se consideram 0s seguintes aspectos: as
quantidades de aditivos utilizadas pelas indUstrias obedecem as Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF), ndo colaborando para que o consumo de determinados
alimentos faca com que o individuo ultrapasse a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA)
dos mesmos; ndo existe obrigatoriedade legal em declarar as quantidades
presentes no alimento, mas somente a relacdo dos aditivos utilizados; séo
praticamente desconhecidos pela populacdo a funcdo dos aditivos nos
alimentos e seus efeitos adversos no caso de consumo em excesso (doses
acima da IDA).

Os sulfitos, representados pelo diéxido de enxofre (SO;), fazem parte de
um importante grupo de aditivos, utilizados, ha séculos, como conservantes em
frutas secas, sucos de frutas, vinhos e em varios outros alimentos (DIPERSIO;
KENDALL & SOFOS, 2004; KELLY et al. 2002; JARVIS & LEA, 2000;
LECLERCQ et al. 2000; TAYLOR, 1993; WEDZICHA, 1992; SAFAVI & ENSAFI,
1991; FAZIO & WARNER, 1990; ROSE & PILKINGTON, 1989). Apesar de
varios estudos (LECLERCQ et al. 2000; LARSEN & PASCAL, 1998;
OSTERGAARD & KNUDSEN, 1998; RENWICK, 1996) demonstrarem que,
quase sempre, serem os individuos que consomem grandes quantidades dos
alimentos adicionados deste aditivo os mais expostos ao risco de alcangcarem
ou ultrapassarem a IDA, ainda h& necessidade de estudos que monitorem

periodicamente as quantidades de aditivos utilizados pela industria de alimentos



e as quantidades realmente consumidas pela populagdo e que avaliem as
guantidades efetivamente presentes nos alimentos adicionados de aditivos.

Varios métodos estao disponiveis para a determinacao dos sulfitos em
alimentos, mas poucos séo passiveis de uso na rotina moderna. Preconiza-se o
uso de um método que possa mensurar compostos nos produtos alimenticios
que estejam correlacionados com a quantidade dos sulfitos adicionados. O
método ndo precisa medir todos os constituintes quimicos resultantes do agente
adicionado, porque isto € impraticavel como uma rotina de controle e garantia
da qualidade, mas ele pode medir alguns indicadores do tratamento com
sulfitos que tenham relagdo comprovada com a quantidade adicionada.
Atualmente, tem-se a disposicdo métodos para os equivalentes de dioxido de
enxofre total, baseados no meétodo Monier-Wlliams (M-W), e outros como a
andlise por injecao em fluxo (Flow Injection Analysis — FIA), método mais rapido
e sensivel que o anterior.

Durante o desenvolvimento da dissertacdo de mestrado “Estimativa da
ingestao de sulfitos por escolares pela analise qualitativa da dieta”, entre 2002 e
2004 (POPOLIM & PENTEADO, 2004), os autores observaram a necessidade
de se obter dados dos niveis de sulfitos em alimentos brasileiros, nos quais seu
uso € permitido, que possam ser comparados com o0s limites maximos
permitidos (LMP ou Maximum Permitted Level — MPL) pela legislacdo brasileira,
de modo a aferir a real quantidade deste aditivo utilizada pelas indastrias, bem
como o nivel residual do mesmo em produtos alimenticios industrializados.

Os dados nacionais sobre sulfitos em alimentos, bem como seu consumo
pela populacdo, sdo escassos (MACHADO & TOLEDO, 2007; POPOLIM &
PENTEADO, 2005; BRAGAGNOLO; SILVA & TANIWAKI, 2001; AZEVEDO et
al., 1999; TAVARES et al. 1987; YABIKU et al. 1987), diferentemente de outros
paises, que fazem monitoramento, por reconhecer sua importancia como um
dos fatores implicados em alergias, principalmente do trato respiratério, mais
nitidamente em asmaéaticos (LECLERCQ et al. 2000; VERGER et al. 1998;
ENVIRONMENTAL HEALTH SERVICE, 1996; TAYLOR & BUSH, 1987). Sendo



assim, justifica-se a realizacdo de pesquisa que possa contribuir com dados
sobre os niveis de sulfitos em alimentos consumidos pela populacdo brasileira,
além de estimar, de forma mais precisa, a quantidade de sulfitos consumida por
grupos populacionais, ou seja, a contribuicdo dos alimentos adicionados de
sulfitos no consumo deste aditivo, comparando-a com a IDA.

Desta forma, sera possivel fornecer subsidios para 0s organismos
legisladores, visando controlar a quantidade de sulfitos adicionada aos
alimentos industrializados, com a verificacdo dos limites para cada grupo de
alimentos, como ja ocorre em alguns paises europeus e nos Estados Unidos, e
também trazer contribuicbes a adequada rotulagem dos alimentos.

Para tanto, fazem-se necessarias andlises comparativas entre 0s
métodos disponiveis de quantificacdo (0 método classico, o M-W, e outros,
como a andlise por injecdo em fluxo) devido a variabilidade nos resultados
finais, além da utilizacdo de método para a coleta de dados de consumo de
alimentos, o mais representativo possivel do habito alimentar.

Apesar das limitagfes da pesquisa em relagdo a populacdo de estudo e
a amostragem de alimentos analisados, o0 mesmo visa a atender, inclusive,
demanda gerada pelo Comité Codex sobre Aditivos Alimentares e
Contaminantes (CCFAC) que recomenda a revisdo da exposicdo diaria a
sulfitos pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additive (JECFA), e
tem sido discutida pelo Grupo Técnico em Aditivos do Ministério da Saude (MS)

do Brasil.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracgdes gerais sobre os aditivos no Brasi I

O emprego de aditivos em alimentos esta regulamentado, no Brasil,
desde 1965, por meio do Decreto n°. 55.871. A Resolucdo CNS/MS n°.04/88
revisa as tabelas anexas a esse Decreto. Desde entdo, foram feitas diversas
atualizagbes na legislacdo brasileira, como autorizacdes para extensdo de uso
e incluséo de aditivos.

Segundo a Portaria SVS/MS n°. 540/97, aditivo alimentar é qualquer
ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem o0 propdsito de
nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas ou sensoriais, durante fabricacdo, processamento, preparacao,
tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenamento, transporte ou
manipulacdo de um alimento. Ao agregar-se, podera fazer com que o proprio
aditivo ou seus derivados se convertam em um componente de tal alimento.
Essa definicdo ndo inclui os contaminantes ou as substancias nutritivas que sao
incorporadas ao alimento para manter ou melhorar suas propriedades
nutricionais.

No Brasil, cabe ao Ministério da Saude, em particular a Comissdo
Permanente de Aditivos para Alimentos e ao Grupo Técnico em Aditivos,
estabelecer a legislagdo nacional. Tomando como base o resultado de
pesquisas internacionais e as recomendacdes do CCFAC do JECFA, a
Comisséo define e fiscaliza 0 emprego de aditivos pela industria nacional.

A regulamentacdo dos aditivos para a area de alimentos baseia-se em
trés aspectos:

- Necessidade de constante aperfeicoamento das acdes de controle
sanitario na area de alimentos visando proteger a saude da populacao;

- Importancia de compatibilizar a legislagdo nacional com base nos

instrumentos harmonizados no Mercosul, levando em conta as premissas dos



organismos internacionais, principalmente aqueles ligados a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS),

- Demandas geradas por novas tecnologias e/ou novos conhecimentos.

2.2 Avaliacdo da seguranca dos aditivos

A exposicao de um individuo a um composto quimico alimentar € funcao
do consumo de alimentos e dos niveis do composto no alimento. Ambos
dependem de uma série de fatores. Para o consumo de alimentos, esses
fatores podem ser categorizados em componentes de variacao dentro ou entre
os individuos. O consumo de alimentos modifica-se ao longo do tempo como
resultado de fatores como sazonalidade, dias da semana e de final de semana,
alimentacédo fora de casa e feriados. A variagéo intraindividual, por definicdo, é
dependente do tempo, enquanto a variacdo interindividual sofre influéncias de
fatores como idade, sexo, regido e nivel educacional. O nivel de um composto
quimico no alimento depende de fatores biolégicos (nutrientes), da legislagédo
(por exemplo, presenca de pesticidas, aditivos e enriquecimento com
nutrientes) e de fatores relacionados a manipulacdo dos alimentos (incluindo
armazenamento e transporte) e ao preparo (CHEN et al. 2001; TORRES &
MACHADO, 2001; CAMARGO, 2000; COLLINS et al. 1999a; COLLINS et al.
1999b; LOWIK et al. 1999; WHO, 1994; OLIVEIRA, 1989; SZTAJN, 1988).

Um conceito importante na avaliacdo de seguranca de compostos
quimicos alimentares € a medida do risco, cujo objetivo é a caracterizacdo da
natureza e da probabilidade de resultados danosos por conta da exposicao
humana a substancias do meio ambiente, contendo informagdes qualitativas e
quantitativas. A avaliagdo do risco quimico resulta numa relacdo entre
exposicdo a um agente e a probabilidade de que efeitos adversos a saude
poderdo ocorrer em individuos da populacdo exposta. As decisGes de controle
do risco dependem dos resultados de sua avaliagdo, mas podem também
envolver a significancia que o risco tem em Saude Publica, bem como os custos

econdmicos e sociais desse controle (NRC, 1998).



A avaliacdo do risco quimico requer a organizacdo de informacgles
geradas por estudos epidemiologicos e toxicolégicos e a definicdo das
incertezas relacionadas com os dados e com as inferéncias feitas. Os efeitos
adversos que podem ser causados por um nutriente ou componente do
alimento ocorrem quando o limiar da dose € excedido ou em casos associados
a susceptibilidade individual (NRC, 1998; WHO, 1996).

A investigacao da toxicidade dos aditivos requer a realizacdo de diversos
estudos (GANDARA, LOZANO & LOSADA, 1989). Contudo, na avaliacdo da
toxicidade de aditivos alimentares, devem ser considerados 0s seguintes
aspectos: a toxicidade esperada, os niveis de exposi¢do, a ocorréncia natural
nos alimentos, a ocorréncia como um componente normal do organismo, 0 uso
tradicional nos alimentos, o conhecimento dos efeitos no homem, a estrutura do
composto quimico e suas caracteristicas metabdlicas (WHO, 2000;
OSTERGAARD & KNUDSEN, 1998; WALKER, 1998; WHO, 1996; WHO, 1991).

Com o avanco da ciéncia, é cada vez mais facil obter dados fidedignos
quanto ao risco do consumo dos componentes adicionados aos alimentos,
como os aditivos (WHO, 1996). Os procedimentos para avaliacdo do risco de
substancias devem levar em conta:

- dados de identificacéo e uso proposto;

- justificativa tecnoldgica/alvo;

- dados para avaliacao toxicolégica;

- dados para avaliacado de residuos;

- dados para avaliagdo de exposicéo dietética,

- métodos analiticos.

A Portaria SVS/MS n°. 540/97 estabelece como critérios principais para a

avaliacéo de aditivos alimentares no Brasil:



a) Seguranca de uso:

- se o aditivo foi submetido a uma adequada avaliacdo e/ou reavaliagao
toxicoldgica,

- se ha dados cientificos atualizados,

- e quais sao as referéncias.

b) Restricdo de uso:

- 0 uso deve ser limitado a alimentos especificos, condi¢cdes especificas
e ao menor nivel para alcancar o efeito desejado.

c) Necessidade tecnoldgica:

- demonstracdo das razdes tecnologicas que justifiquem o uso do aditivo.

d) Emprego:

- aditivos autorizados em concentracdes que ndo superem a IDA
recomendada;

- atendimento as exigéncias de pureza estabelecidas pela FAO/WHO —
JECFA ou Food Chemicals Codex.

e) Proibi¢des:

- quando houver evidéncia ou suspeita de que 0 mesmo ndo é seguro;

- interferir no valor nutritivo do alimento;

- encobrir falhas no processamento/técnicas de manipulacdo, alteragcéo
ou adulteracdo da matéria-prima ou do produto acabado,

- induzir o consumidor a erro, engano ou confusao.

f) Principio de transferéncia:

- quando o aditivo for utilizado na matéria-prima ou ingrediente para fins
de rotulagem.

Para os aditivos alimentares intencionais cuja avaliacdo é proposta,
solicita-se a apresentacao de quatro tipos de dados (WHO, 1996):

- a reatividade quimica geral do aditivo;

- a sua estabilidade durante o armazenamento;

- as reacoes do aditivo no sistema alimentar atual; e



- a fungcédo do aditivo em sistemas vivos. Estes dados séo importantes
para relacionar os dados de testes biolégicos com o uso atual do aditivo em
alimentos.

O JECFA geralmente estabelece a IDA de um aditivo alimentar com base
em informacdes sobre as propriedades fisico-quimicas, metabdlicas,
farmacoldgicas e toxicologicas, advindas de estudos conduzidos com animais
de laboratérios, e realizados com procedimentos reconhecidos
internacionalmente e que fornecam uma avaliacdo de seguranca sem a
necessidade de dados reais do seu uso ou consumo. No entanto, na definicdo
da IDA, é importante considerar grupos populacionais especificos expostos ao
risco. Assim, informacdes gerais sobre a exposicdo devem ser consideradas no
momento da avaliacdo de seguranca (WHO, 1996).

A IDA é uma estimativa da quantidade de aditivo alimentar que pode ser
ingerida diariamente durante toda a vida sem risco consideravel a saude (WHO,
1987). Esse conceito baseia-se na premissa de que 0 organismo tem uma
capacidade limitada para se adaptar as mudancas quimicas e, somente quando
essa capacidade é excedida, os efeitos toxicos se manifestam. Isso fica claro
na definicdo da IDA que preconiza a exposic¢ao diaria por toda a vida (WALKER,
1998). As pesquisas de estimativa de ingestdo devem se concentrar nos
consumidores com potencial de exceder a IDA, incluindo os grandes
consumidores do aditivo em questdo (RENWICK, 1996). Tal conceito ainda
permanece, sendo utilizado nos mais diversos estudos.

Durante a avaliagdo dos estudos toxicoldgicos é definido o NOEL (No
Observed Effect Level) ou o NOAEL (No Observed Adverse Effect Level), que
correspondem a maior concentracdo ou quantidade do aditivo, em mg/kg p.c.
(peso corporeo), determinada experimentalmente que ndo causa reacdes ou
reacO0es adversas detectaveis, respectivamente, no organismo exposto. O
NOAEL é o maior nivel de ingestéo (ou dose oral experimental) de um nutriente
que ndo resultou em nenhum efeito adverso observado nos individuos

estudados, utilizado na identificacdo do dano e na avaliagdo da dose resposta



nas etapas de caracterizacdo do risco quimico. Se ndo ha dados adequados
demonstrando o NOAEL, entdo o LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect
Level) pode ser utilizado. Um LOAEL é a ingestdo mais baixa (ou dose oral
experimental) na qual um efeito adverso tenha sido identificado (WHO, 1996).

Todos os valores de IDA podem ser considerados equivalentes desde
gue sejam baseados no NOAEL. A IDA é calculada pela divisdo do NOAEL por
um fator de seguranca que, normalmente, é 100. Este fator de seguranca se
origina da multiplicacdo de outros dois fatores:

- 10, quando o NOAEL é derivado de estudos com animais de
experimentacao e sua extrapolagcdo para humanos;

- 10, quando é derivado de estudos com humanos (devido a variabilidade
da sensibilidade).

A ingestado, por um curto periodo acima da IDA, pode n&do apresentar um
dano a saude. Por outro, 0 mesmo pode ocorrer em exposi¢cdes prolongadas,
sendo que a natureza e a magnitude do risco podem ser determinadas somente
por meio da natureza dos efeitos detectados em estudos com animais com
ingestdo acima do NOAEL. Mesmo que a ingestdo de todos os aditivos acima
da IDA seja equivalente, 0os possiveis riscos ndo o sdo. Se o0 objetivo das
pesquisas de consumo for permitir o levantamento dos impactos potenciais do
uso do aditivo a salde, os possiveis riscos acima da IDA podem ser usados
como parte da prioridade das pesquisas de consumo com atencao especial
aqueles aditivos que excedem a IDA. A maior prioridade pode ser dada aos
aditivos que mostram efeitos histopatoldgicos adversos em animais por meio de
ingestdo acima do NOAEL e para aqueles cujos calculos teéricos indiquem a
probabilidade de exceder a IDA, tanto pelos grandes consumidores (para uma
Unica categoria de aditivo) quanto pelos consumidores médios (para multiplas
categorias de aditivos) (RENWICK, 1999; LARSEN & PASCAL, 1998;
WALKER, 1998; RENWICK, 1996).

A avaliacdo da toxicidade é realizada levando-se em conta dois

aspectos: a) a dose com efeito toxico para os animais: considera-se a dose
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maxima que, em estudos de longa duracdo, ndo causou efeito toxico
significativo (NOEL); b) a IDA para o homem. A IDA, por sua vez, pode ser
dividida em trés categorias. IDA incondicional: aquela em que se pode
assegurar a inocuidade absoluta do produto na quantidade expressa. IDA
condicional: sob determinadas circunstancias, deve-se admitir certa margem do
risco. (Assim, pode-se usar uma dose superior a IDA incondicional em
situacdes climaticas e econémicas de paises em desenvolvimento para garantir
a conservacdo do produto.) IDA temporéaria: quando os dados bioldgicos,
quimicos e toxicolégicos sdo insuficientes, permite-se o uso de determinado
aditivo, estabelecendo um periodo de tempo, normalmente de 3 a 5 anos,
durante o qual deverdo ser ampliadas as informacdes, decidindo-se, assim,
pelo seu uso ou ndo (SZTAJN, 1988; WHO, 1987).

A avaliacdo segura dos aditivos alimentares e contaminantes envolve
uma revisdo dos efeitos adversos observados na dose mais baixa (LOAEL). A
IDA, a Ingestdo Diaria Toleravel (Tolerable Daily Intake — TDI), a Ingestao
Semanal Toleravel Provisoria (Provisional Tolerable Weekly Intake — PTWI) e a
dose de referéncia (Reference Dose — RfD) sdo baseadas na ingestdo em
doses inferiores ao NOAEL ou LOAEL. Independente disso, deve-se considerar
que o efeito observado em animais € relevante aos humanos e que a ordem
das relacOes da dose resposta para efeitos adversos diferentes, no LOAEL ou
acima, em animais, pode ocorrer da mesma forma em humanos. Nos casos em
que o LOAEL produzisse mais de um efeito adverso, cada efeito seria
considerado e o risco total de exceder a ingestdo estimada consideraria fatores
como severidade, reversibilidade e a duracdo da ingestdo necessaria para
demonstrar efeito em animais (RENWICK, 1999; SPEIJERS, 1999; SULLIVAN,
1999).

Embora o conceito de IDA tenha sido desenvolvido originalmente para os
aditivos alimentares, atualmente ele também é aplicado aos pesticidas e aos
residuos veterinarios; ja a TDI, conceito similar, é aplicada a contaminantes
com meia vida biolégica curta (WALKER, 1998).
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As criancas s8o0 mais susceptiveis que um individuo adulto por
possuirem menor quantidade de componentes quimicos circulantes, quando
expressa com base no peso corporeo. Assim, os fatores de seguranca estardo
adequados para a prevencao de reacbes de sensibilidade nessa populacéo.
Contudo, as criangcas apresentam uma ingestdo de alimentos maior que 0s
adultos, expressa em kg de peso corpéreo, e outras preferéncias alimentares.
Em estudo realizado na Inglaterra, as necessidades de energia e proteina e a
ingestdo de 4gua foram, respectivamente, 3, 2,5 e 5 vezes maiores em relagcéo
aos adultos, também com base no peso corpéreo. A média de consumo dos
principais grupos de alimentos, como frutas e hortalicas, pao e cereais, carne,
peixe e ovos, derivados de leite, aclcar e produtos de confeitaria era 2,5 vezes
maior, aproximadamente. A média de consumo de bebidas ndo-alcodlicas era
cerca de 2 vezes maior, e 10 vezes maior, quando consideradas as bebidas
carbonatadas (LARSEN & PASCAL, 1998; OSTERGAARD & KNUDSEN,
1998).

A IDA ndo pode ser aplicada em criancas com idade inferior a 12
semanas devido a adaptacdo do metabolismo e ao fato de que se preconiza a
alimentacdo somente por meio do aleitamento materno, sendo, ainda, proibida
a adicdo de aditivos as férmulas infantis (LAWRIE, 1998; OSTERGAARD &
KNUDSEN, 1998; WALKER, 1998).

Ao se estabelecer o risco, deve-se fazer distingdo entre os consumidores
médios e os consumidores que tém ingestdo de alimentos especificos ou,
quantitativamente, acima da meédia de consumo (CHAMBOLLE, 1999).
Normalmente, essa ingestdo estd disponivel para alimentos ou grupos de
alimentos e ndo para os componentes dos alimentos (como os contaminantes,
os aditivos alimentares, os nutrientes etc.). Quando a distribuicdo da ingestéao
esta disponivel (tanto pela determinacdo direta por meio de pesquisas
individuais quanto pelo calculo por meio de pesquisas domiciliares), os
percentis sdo utilizados para caracterizar o0 consumo dos grandes

consumidores. O percentil x € o valor de consumo levantado em n individuos
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em uma ordem consecutiva de consumidores entrevistados p, sendo n/p =
x/100 (VERGER, GARNIER-SAGNE & LEBLANC, 1999).

A TMDI (Theoretical Maximum Daily Intake ou Ingestdo Diaria Maxima
Tedrica — IDMT) dos aditivos pode ser calculada e expressa em mg/kg pc/dia
(peso corporal médio = 60 kg) e depois comparada com a IDA expressa na
mesma unidade. Quando a razdo TMDI/IDA é menor que 1 para um
determinado aditivo, ndo ha um padrdo de seguranca com relacdo a esse
aditivo para o consumidor (VERGER et al. 1998; CADBY, 1996). A TMDI é
calculada multiplicando-se os limites maximos estabelecidos (LMP) pelo
consumo médio diario regional estimado para cada alimento e, entdo, somando-
se 0s resultados dessa multiplicacdo, pela formula:

TMDI = X (LMP), (C), onde:

LMP = limite maximo permitido do aditivo nos produtos nas quais um dado
ingrediente ativo encontra-se autorizado

C = consumo meédio diario regional dos produtos nos quais um dado ingrediente
ativo encontra-se autorizado, para pessoa de 60 kg

n = numero de produtos nos quais um dado ingrediente ativo encontra-se
autorizado

Caso o valor da TMDI seja inferior ao da IDA, é possivel realizar a
inclusdo de um produto ou a alteragcdo de um LMP. Esta avaliacdo de exposicao
aos aditivos pela ingestédo de alimentos € indispensavel para a conclusao sobre
a aceitabilidade do LMP, quando da inclusdo de um novo produto ou a

alteracdo deste LMP, do ponto de vista de Saude Publica.

2.3 Consideracdes sobre os métodos de avaliacdo do consumo de
aditivos

Os estudos de consumo sao importantes para estimar o uso seguro dos
aditivos alimentares numa determinada populacdo. A caracterizacdo do
consumo alimentar é dificultada porque os alimentos s&o constituidos por

centenas de compostos quimicos, que podem ser modificados no processo de
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producdo e mesmo quando ingeridos. Os fatores causais estdo presentes, em
maior ou menor quantidade, muitas vezes variando pouco dentro dos grupos
analisados; além disso, sua variacdo ao longo do tempo faz-se por vezes de
forma gradual, pouco visivel e até pouco percebida pelo préprio individuo
(CAMARGO, 2000; CHAMBOLLE, 1999; SZTAJN, 1988).

As estimativas de consumo também sédo utilizadas com o objetivo de
estabelecer medidas de controle da qualidade dos alimentos. As estimativas de
ingestado de aditivos alimentares sdo importantes ndo so para a populacédo, mas
para grupos especificos de consumidores. Os célculos de consumo para
adultos tém se baseado em métodos estatisticos e pesquisas domiciliares de
consumo de alimentos. Os riscos sao obtidos por meio da comparacdo da
estimativa do consumo diario com os valores da IDA fornecidos pelo Codex
Alimentarius e pelo JECFA (BAUNWART & TOLEDO, 2001; DICH et al. 1996;
LANGLAIS, 1996; PENTTILA, 1996; GANGOLLI et al. 1994; SABA, TURRINI &
CIALFA, 1992; KNIGHT et al. 1987; QUATTRUCCI, 1981; DISSELDUFF, TRY
& BERRY, 1979).

Um dos métodos mais utilizados para coleta de informag¢des nutricionais
€ o recordatério 24 horas (R24). A principal vantagem em relacdo aos outros
métodos é a sua simplicidade logistica. Em comparacdo com outras técnicas
ele é geralmente aplicado a grupos grandes de individuos e, quando bem
conduzido, fornece uma estimativa da média de consumo que pode ser
comparavel aquelas obtidas com técnicas mais precisas. Por outro lado, o
método é criticado por ndo fornecer uma estimativa confiavel do consumo
habitual do individuo ou uma descricdo confiavel da distribuicdo do consumo
habitual de uma populagédo. Se o tamanho do grupo for razoavel, pode-se obter
uma boa estimativa da média de consumo com os dados de um dia. Além
disso, no caso de uma pequena variagao intraindividual, a chance de erro de
classificacdo de individuos € reduzida e a probabilidade de deteccdo de
relacdes é aumentada (GIBNEY, 1999; LOWIK, 1996; THOMPSON & BYERS,
1994; BEATON et al. 1979).
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Outro método que pode ser utilizado € o Questionario de Frequéncia de
Consumo de Alimentos (QFCA), que apresenta como vantagens, o fato de ser
um instrumento de baixo custo e facil de ser aplicado, podendo assim ser
utilizado em estudos com grande nimero de individuos. A reprodutibilidade das
informagBes dos questionarios de frequéncia é razoavelmente boa, e a validade
€ aceitavel quando se faz a comparacdo da média de ingestdo de nutrientes
com outros metodos (SALVO & GIMENO, 2002; JOHNSON et al., 2001;
BEATON, BUREMA & RITENBAUGH, 1997).

A variacdo diaria no consumo de energia e de nutrientes é reconhecida
como uma fonte de erro na estimativa da ingestdo habitual do individuo. A
ingestdo habitual é definida como a média de consumo do individuo em um
periodo de tempo extenso (meses ou anos), mas € comumente estimada como
a média de um numero finito de dias de observacgéo (freqiientemente de 1 a 7
dias) (FROBISHER & MAXWELL, 2003; LOWIK et al. 1999; TARASUK &
BEATON, 1992).

A principio, o préprio nivel do risco requer que o periodo das estimativas
de consumo de produtos alimenticios seja similar aos niveis toxicolégicos sob
0S guais estao baseados os padrdes de seguranca (como, por exemplo, a IDA)
(LOWIK, 1996). Para os aditivos alimentares, os niveis toxicoldgicos s&o
baseados na exposicao pela vida toda e expressos por meio da ingestéao por kg
pc/dia (WHO, 1987). Os dados de consumo de alimentos ndo podem ser
coletados pela vida toda dos individuos, mas devem ser feitos esfor¢os para se
obter padrdes alimentares similares a ingestdo habitual ou usual (LAMBE et al.
2000).

Para Beaton (1994), o consumo alimentar ndo pode ser estimado sem a
interferéncia de possiveis erros. A coleta e a analise dos dados sdo essenciais
para o levantamento de questionamentos sobre 0 consumo de alimentos e a
saude. Uma das limitacbes mais importantes ndo diz respeito aos erros
eventualmente presentes nos dados obtidos, mas, sim, a falha ao analisar a

natureza desses erros — como eles diferem de acordo com a escolha da
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metodologia de coleta e qual é o impacto provocado nas estratégias de analise
dos dados.

De acordo com Douglass & Tennant (1997), todos os métodos de
pesquisa do consumo de compostos quimicos alimentares sdo originados das
seguintes expressoes:

- consumo de um alimento = concentragdo do composto quimico no
alimento x consumo do alimento;

- ingestao total = soma da ingestédo de todos os alimentos que contém o
composto quimico.

A estimativa da ingestdo de aditivos alimentares per capita pode ser
obtida baseando-se na producao e no uso pelas industrias:

Ingestéo per capita de aditivo = producdo + importacdo — exportacédo

populagéo

Isso equivale a dizer que o consumo de um aditivo alimentar pode ser
obtido por meio da combinacédo de dados da quantidade do aditivo presente em
todos os produtos alimenticios com a sua quantidade consumida pela
populacéo (BAUNWART & TOLEDO, 2001; LECLERCQ et al. 2000; DICH et al.
1996; GANGOLLI et al. 1994; SABA, TURRINI & CIALFA, 1992; KNIGHT et al.
1987; QUATTRUCCI, 1981).

Em 1989, o Codex Alimentarius prop6s, para uma avaliacdo simplificada
da ingestédo dos aditivos alimentares, as seguintes consideracdes baseadas na
IDA: o impacto dos aditivos para os grandes consumidores de alimentos
adicionados dos mesmos e os aditivos autorizados em alimentos muito
consumidos pela populacéo (GIBNEY, 1999).

Na Unido Européia, foram feitos os seguintes questionamentos: se o
aditivo se encontra em um grande numero ou em um numero limitado de
alimentos; se os alimentos que contém os aditivos sdo consumidos por grupos
potencialmente de risco, como criancas e diabéticos; o niumero de por¢cdes de
alimentos necesséario para atingir a IDA; a importancia da funcdo tecnolégica do
aditivo em relagdo a IDA (GIBNEY & LAMBE, 1996; LAWRIE & REES, 1996;
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LOWIK, 1996; RENWICK, 1996). Mais recentemente, propds-se: uma
estimativa padrdo baseada nos niveis de exposicdo e as supostas
consequéncias a saude; a falta de informacao do item anterior, especialmente
se o nivel de exposicdo estimado para o aditivo em questdo exceder a IDA; o
aditivo € o Unico, ou um dos poucos, que produz um efeito tecnoldgico
especifico. Assim, os objetivos iniciais da investigacdo sdo prevenir que a coleta
de dados seja pouco fidedigna e garantir que as fontes para a coleta de dados
sejam usadas de forma correta (LAMBE et al. 2000).

As estimativas brutas de ingestdo de aditivos alimentares podem ser
calculadas, inicialmente, com os dados de consumo de alimentos e de uso do
aditivo. No caso dos dados de consumo de alimentos, trés pontos de referéncia
estdo disponiveis:

- em nivel nacional, as pesquisas de balanco alimentar;

- em nivel doméstico, as pesquisas em domicilio;

- em nivel individual, as pesquisas de nutri¢ao.

No caso do uso do aditivo, os dados sdo mais dificeis de serem obtidos.
Para os aditivos com uma IDA numérica, o LMP para alimentos especificos,
estabelecido em legislacdo, pode ser um ponto de partida. Outras possiveis
fontes de dados sdo os niveis recomendados para uma determinada funcéo
tecnoldgica (nivel tecnoldgico), estatisticas de producdo, dados analiticos e
dados provenientes dos fabricantes. A estimativa bruta pode envolver, por
exemplo, a combinac&o dos dados brutos de consumo de alimentos com o LMP
(quando a IDA existe) com a suposi¢cdo de que todos os alimentos nos quais 0
aditivo é permitido contém o aditivo no seu LMP (DOUGLASS et al. 1997,
GIBNEY & LAMBE, 1996).

Se as estimativas brutas continuarem para a obtencdo de dados
adicionais, o refinamento da ingestdo estimada pode dar lugar tanto ao
refinamento dos dados de consumo de alimentos quanto ao refinamento dos
niveis de uso do aditivo alimentar. Os dados de consumo de alimentos podem

ser refinados pela subdivisdo das categorias de alimentos em subcategorias e,
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se os dados permitirem, essas subcategorias também podem ser subdivididas.
Por outro lado, a criacdo de muitas categorias pode gerar mais custos a
pesquisa ao invés de esclarecer as variacdes dos padrbes de consumo de
marcas especificas. Outra forma de refinamento é transferir as estimativas de
ingestdo na populagdo para a ingestdo entre determinado grupo de
consumidores. Considera-se vital o conhecimento da porcentagem de
consumidores e os dados que nao a incluem sao bastante limitados. Uma das
vantagens de estimar a ingestdo somente entre os consumidores é evitar a
subestimativa. Uma dificuldade, porém, é que o método de coleta influenciara,
por si sO, uma porcentagem da estimativa entre os consumidores. Por exemplo,
um dia de pesquisa pode mostrar que metade (50 %) da populacdo consome
determinado alimento. Se a pesquisa for realizada durante dois dias, a
porcentagem de consumidores aumentara, mostrando que nem todos o0s
consumidores consomem aquele alimento todos os dias. Dessa forma, uma
pesquisa com mais de 7 dias deve mostrar que 75 % da populacdo consome
aquele alimento. Para reduzir os custos da coleta, a aplicacdo de um
questionario de freqiéncia alimentar (QFA) em um periodo curto de dias € uma
forma de manter a exatiddo dos dados [ndo mais que de 3 a 4 dias
consecutivos para Chambolle (1999)]. Um refinamento adicional dos dados do
nivel de uso do aditivo alimentar pode ser a determinacdo da porcentagem de
marcas de uma determinada categoria de alimentos que contém o aditivo em
questdo. E incorreto supor que todos os aditivos permitidos para uso nos
alimentos sédo atualmente usados em seu processamento (DOUGLASS et al.
1997; GIBNEY & LAMBE, 1996; LOWIK, 1996; RENWICK, 1996).

Nos Estados Unidos, uma metodologia chamada Menu Census Survey
foi desenvolvida pelo Comité de Revisdo GRAS (Generally Recognised as Safe)
da Academia Nacional de Saude com o objetivo de estimar a ingestdo de
substancias por meio da dieta. A metodologia, que sofreu modificacdo da
Marketing Research Corporation of America (MRCA), € usada pelo Governo e

por organizagdes econdmicas para estimar a ingestdo de substancias, como os
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aditivos alimentares. A Menu Census Survey é baseada no diario alimentar de
14 dias, considerado mais representativo do que o R24 ou o recordatério de 1 a
3 dias. Esse tipo de pesquisa é dispendioso, sendo dificil manter pesquisadores
de campo para cobrir os 14 dias para uma amostra grande. As
responsabilidades dos participantes aumentam, podendo levar a uma menor
participacdo. Além disso, a qualidade dos dados pode diminuir com o
prolongamento da pesquisa. Em certas situagcbes, a aplicacdo de pesquisas
mais curtas (recordatério de 1 a 3 dias), intercaladas com QFA, torna-se uma
alternativa viavel (LAMBE et al. 2000).

Nos estudos realizados por Verger et al. (1998), foram desenvolvidas trés
etapas. Na primeira etapa, os dados de consumo de alimentos foram derivados
de fontes previamente definidas. As quantidades de aditivos consideradas
foram os LMP definidos pelas autoridades européias. Dessa forma, foi possivel
avaliar a Ingestdo Diaria Maxima Tedrica Reduzida (Reduced Theoretical
Maximum Daily Intake — RTMDI), a média e os percentis (90, 95 e 97,5) de
distribuicdo de consumo de alimentos na populacédo geral. Com isso, a RTMDI
representa uma superestimacdo do consumo real do aditivo alimentar. E mais
usual considerar a estimativa baseada nos LMP de aditivos nos alimentos e
bebidas pelos regulamentos do que as quantidades preconizadas pelos
fabricantes e pelos 6rgaos governamentais de controle.

Na segunda etapa, as indastrias usuarias de aditivos alimentares
ofereceram informagfes quanto as quantidades de aditivos utilizadas do inicio
ao final do processo de industrializacdo, permitindo a exclusdo de algumas
categorias de produtos, que nunca contiveram o aditivo considerado; a
estimativa da fatia de mercado ocupada pelos produtos que contém tal aditivo
em relacdo a toda a categoria de produtos considerada (ou, inversamente, a
estimativa da fatia de mercado dos produtos que ndo contém o aditivo), e a
utilizacdo das quantidades médias de aditivos, fornecidas pela industria ou por
meio de andlise. Todas essas informacdes permitiram reduzir a superestimacao

da primeira etapa, usando niveis reais da utilizacdo dos aditivos, sendo
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possivel, inclusive, estabelecer a Ingestdo Diaria Tedrica Maxima Corrigida
(Corrected Maximum Theoretical Daily Intake — CMTDI).

A terceira etapa consistiu na caracterizagdo dos maiores consumidores
de trés aditivos, dentre eles os sulfitos, que excederam a IDA. Para esse
estudo, os consumidores, selecionados de diversas fontes, foram
caracterizados somente por caracteristicas socioeconémicas dos domicilios
(compras, classe socioecondmica, area residencial) e ndo de acordo com as
caracteristicas sociodemograficas dos individuos (sexo, idade e categoria
profissional).

Em estudo classico para determinar os niveis maximos para os aditivos
utilizados em alimentos, Hansen (1966) partiu do pressuposto de que quando a
crianca comecar a ingerir alimentos que contém aditivos, a ingestao energética
nao excedera 100 kcal/kg pc/dia. Essa suposicdo foi possivel por meio da
analise de dados que demonstraram uma relacdo inversa entre a idade e as
necessidades energéticas por unidade de peso corporal. Foi usado um fator de
conversado de 2 kcal/g para os alimentos, incluindo leite e excluindo as outras
bebidas, para estimar a quantidade maxima de alimentos que contém aditivo,
ou seja, 50 g de alimento/kg pc/dia. Os limites maximos de aditivos podem
entdo ser calculados como sendo iguais a IDA por 50 g de alimento ou (IDA x
20) mg/kg de alimento. Considerando que os fatores de seguranca da IDA
cobrem diferencas entre adultos e criancas, mas levando em conta a incerteza
quanto aos calculos para criancas muito jovens, foi estabelecido um fator 2,
ajustando os limites maximos dos aditivos para (IDA x 40) mg/kg de alimento.

Hansen (1966) também propds ajuste dos limites maximos para os niveis
tecnoldgicos, por meio da restricdo do uso de aditivos relevantes a metade ou a
um quarto dos alimentos, usando hip6teses relacionadas as proporcdes dos
alimentos processados, que s&o interpretadas levando em conta que o0s
alimentos processados ndo representam mais de 50 % da ingestédo total de
alimentos e que metade dos alimentos € representada por leite, carne, peixe,

aves, legumes e cereais, que conttm menos aditivos. Os niveis maximos de
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aditivos alimentares podem ser entdo (IDA x 80) mg/kg de alimento ou (IDA x
160) mg/kg de alimento.

Para determinar os limites maximos de aditivos em liquidos, Hansen
(1966) revisou a literatura em relacéo a ingestédo de liquidos por bebés, criancas
e adultos em climas quentes e concluiu que nenhuma pessoa consome mais de
100 mL/kg pc/dia de liquido, excluindo o leite. Assim, com base nesse
consumo, ha a cobertura tanto de crian¢cas quanto de adultos. Foi proposto o
ajuste dos niveis maximos dos aditivos para o0s niveis tecnologicos, se
necessario, dobrando os niveis maximos. Ao considerar 0s niveis maximos para
as bebidas carbonatadas, supde-se que elas representam 25 % da ingestédo
maxima de 100 mL/kg pc/dia. Supondo uma densidade de 1 g/mL, o nivel
maximo para o uso de um aditivo em bebidas carbonatadas pode ser calculado
como (IDA x 40) mg/kg de bebida. Obtém-se, dessa forma, as TMDIs tanto para
alimentos sélidos quanto para liquidos (DOUGLASS et al. 1997).

Foram essas as premissas envolvidas para o desenvolvimento do Danish
Budget Method, ou Método Budget, desenvolvido na Dinamarca e considerado
um bom instrumento que permite iniciar o estabelecimento de prioridades para
0 controle da ingestdo de aditivos alimentares, com base na duragdo meédia
potencial de consumo de alimentos. E um método de estimativa de consumo
que prevé comparacdes com a IDA. Ele é baseado na suposicdo de que a
ingestdo de aditivos € limitada pela quantidade de energia requerida e pela
quantidade de alimentos e bebidas ingeridos diariamente. Esse método é
baseado na existéncia de um limite fisiolégico para as quantidades de alimentos
e bebidas que podem ser ingeridos diariamente, ou seja, 1,5 kg de alimentos e
6 L de bebidas para um adulto de 60 kg (HANSEN, 1979).

Outras suposi¢cbes sdo baseadas no maior numero de alimentos e
bebidas que contém aditivos e na quantidade maxima de aditivos nos alimentos
sélidos e nos liquidos, o que deve ser analisado criteriosamente, jA& que
determinados aditivos sdo permitidos somente em alimentos ou ingredientes

que nao fazem parte da dieta habitual. Nesse caso, outros métodos s&o
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necessarios (VERGER et al. 1998). Nas estimativas de calculo de consumo
para os aditivos utilizados em alimentos solidos e bebidas, as IDAs sado
divididas em duas fragcbes — uma proporcdo para o0s alimentos e outra
proporcdo para as bebidas. Essas proporcdes sédo definidas arbitrariamente
(DOUGLASS et al. 1997).

Métodos probabilisticos podem ser usados para todos os dados
disponiveis. Os consumidores ndo consomem somente uma quantidade de
alimento e as substéncias ndo estdo presentes nos alimentos em uma Unica
concentracdo. As técnicas probabilisticas sdo desenvolvidas para combinar as
distribuicbes de consumo e concentracdo, gerando um modelo de distribuicdo
da ingestao real. O modelo Monte Carlo é um exemplo de técnica probabilistica.
A sua caracteristica principal € a obtencdo de um padrdo de consumo de
alimento por meio de uma distribuicho randomizada, representado
graficamente. As representacdes graficas obtidas sdo combinadas para gerar a
primeira figura da distribuicdo da ingestdo. O processo pode ser repetido por
mais de 500.000 vezes para gerar a distribuicdo da ingestéo, inclusive para
cada alimento. Assim, a distribuicdo da ingestéo total pode ser analisada com o
objetivo de realizar estudos estatisticos na populacdo. Para fixar a magnitude
do risco alimentar acima dos percentis, recomenda-se a caracteriza¢ao do nivel
alto de ingestdo. Se a distribuicdo da ingestédo foi uma representacéo exata da
ingestao real, entdo poderia se esperar que a ingestao de 0,1 % da populacéo
excedesse aquele nivel — embora existam razdes para acreditar que o maior
percentil de ingestdo nao reflita, necessariamente, a situacdo real (TENNANT,
1999).

Na Irlanda (FOOD SAFETY AUTHORITY OF IRELAND, 2001), o uso dos
aditivos € monitorado pelo Irish National Food Ingredient Database (INFID)
1995-99, que concluiu:

- 68 % dos alimentos do INFID usam pelo menos um tipo de aditivo;

- dos 300 aditivos permitidos pela Unido Européia, 54 % estdo presentes

nos alimentos do INFID:;
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- as categorias de aditivos mais comumente utilizadas representam,
respectivamente, 18 e 13 % do uso de aditivos. Ambos séo distribuidos em
mais de 50 % dos grupos de alimentos;

- algumas categorias de aditivos, como 0s antiumectantes, umectantes e
sequestrantes representam menos de 1 % dos aditivos utilizados;

- 0s calculos levaram em conta o0 numero de porcdes necessario para
alcancar a IDA, considerando que o aditivo estava presente em seu LMP. Esses
calculos sdo apropriados para aditivos permitidos em um Unico alimento ou em
um numero limitado de alimentos;

- 0s célculos de nutrientes para comparagdo com a ingestdo atual de
nutrientes foram conduzidos com relacéo a alguns aditivos;

- a ingestao de alimentos crus, baseada no Irish National Nutrition Survey
(INNS), foi multiplicada pelo LMP, o que forneceu uma estimativa conservadora
da ingestédo do aditivo;

- NOS casos em que 0s grupos de alimentos ndo cobriram a ingestdo de
alimentos especificos, os tamanhos padrées de porcdes e o consumo diario
foram considerados para representar a ingestao.

- entre os conservantes, os sulfitos: metabissulfito de sédio, didxido de
enxofre, sulfito de sédio e metabissulfito de potassio sédo utilizados no seguinte
namero de marcas de alimentos: 120, 108, 27 e 6, 0 que representa,
respectivamente, as seguintes porcentagens de contribuicdo no uso de
conservantes: 11, 10, 2 e 1. Em outras categorias, como 0s antioxidantes, a
contribuicdo ndo é representativa.

Antes de aplicar qualquer método de avaliagcdo, o INFID estabeleceu um
padrdo de presenca ou auséncia de aditivos nos diversos grupos de alimentos.
Quando o aditivo estava ausente em um grupo de alimentos representado no
INFID, o mesmo era excluido dos célculos de ingestdo. Quando era permitido
em um determinado grupo de alimentos, considerado pouco consumido, as
estimativas de ingestdo desse grupo de alimentos ndo eram necessarias. E

quando era permitido em um grupo de alimentos comumente consumido,
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mesmo que pouco representado no INFID, as estimativas de ingestado potencial
eram calculadas. Em todas as estimativas de consumo de um aditivo,
considerava-se que o aditivo em questao estava presente no alimento no qual
era permitido, em seu LMP, o que pode representar um fator de superestimacéao

da ingestao do aditivo.

2.4 Consideracdes sobre os sulfitos

2.4.1 Usos e funcgdes

O tratado Pomona, de John Evelyn, publicado em 1670, € a primeira
referéncia em relacdo ao uso de enxofre na producédo de bebidas (JARVIS &
LEA, 2000; ROSE & PILKINGTON, 1989).

Os gregos, romanos e egipcios ja utilizavam o dioxido de enxofre para
limpar e desinfetar as cascas de uva, mas foi somente nos anos de 1920 que o0s
sulfitos passaram a ser aplicados com varias funcdes tecnolOgicas durante o
preparo, 0 armazenamento e a distribuicdo dos alimentos, transformando-se
nos conservantes mais extensamente utilizados (DIPERSIO; KENDALL &
SOFOS, 2004; KELLY et al. 2002; KROKIDA et al., 2000; LECLERCQ et al.
2000; SOLOMON; RHODEHAMEL & KAUTTER, 1994; TAYLOR, 1993;
WEDZICHA, 1992; SAFAVI & ENSAFI, 1991; BRANEN, DAVIDSON &
SALMINEN, 1990; FAZIO & WARNER, 1990; ROSE & PILKINGTON, 1989;
TAVARES et al. 1987; TAYLOR & BUSH, 1987; YABIKU et al. 1987; BEHRE,
1986; MARTIN, NORDLEE & TAYLOR, 1986; MODDERMAN, 1986; OUGH,
1986; TAYLOR & BUSH, 1986; BARNETT, 1985; SULLIVAN & SMITH, 1985;
BURROUGHS, 1981; CARR, 1981; LLOYD, 1981; WEDZICHA, 1981a;
WEDZICHA, 1981b; UNITED STATES, 1975).

Essas funcdes incluem:

- a antimicrobiana, atuando como inibidor da lactato desidrogenase e
outras desidrogenases bacterianas;

- a fungistatica;
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- ainibidora de reacdes enziméticas e ndo-enziméticas, como as reacoes
de escurecimento — em frutas e hortalicas levemente coloridas, como macgas e
batatas desidratadas;

- as antioxidantes, para prevenir a oxidacdo — sequestradores de
oxigénio e agentes redutores;

- a inibidora de varias enzimas, incluindo proteases, oxidases e
peroxidases;

- e, por ultimo, a quelante (em acgucares e amido).

Além dessas funcbes priméarias, os sulfitos tém outras funcbes
secundarias durante o processamento dos alimentos. Alguns sulfitos ligam-se a
moléculas presentes nos alimentos tais como aldeidos, cetonas, acUcares e
taninos. Os sulfitos que ndo se ligam a outras moléculas sdo chamados de
sulfitos livres, sendo uma mistura de dioxido de enxofre (SO,), ion bissulfito
(HSO3) e fon sulfito (SOs*) em equilibrio quimico dinamico. Em certas
condi¢des, uma por¢cdo das moléculas de sulfitos ligados, chamada de ligacéo
sulfito reversivel, dissocia-se, formando sulfitos livres, sendo que o uso dos
sulfitos em alimentos esta relacionado as atividades funcionais dos mesmos. Os
sulfitos também podem se originar de producdo enddégena por leveduras na
fermentacdo de produtos, como cerveja e vinho (TAYLOR & BUSH, 1987;
TAYLOR & BUSH, 1986; WALKER, 1985).

Para manter os alimentos atrativos ao consumidor, os sulfitos sdo
utilizados com a finalidade de preservar a textura, o odor, o conteudo de
vitaminas e a cor dos mesmos. O tratamento com dioxido de enxofre é
amplamente utilizado na indastria de alimentos para reduzir o escurecimento de
frutas durante a secagem e o armazenamento, possuindo também aplicacfes
em restaurantes e supermercados. Absorvidos pelos alimentos, substituem o ar
dos tecidos vegetais, fragilizam as paredes celulares (0 que torna a secagem
mais facil), destroem enzimas que provocam o escurecimento nas superficies
cortadas, apresentando, ainda, propriedades fungicidas/inseticidas, além de

tornar a cor das frutas secas mais atrativa. Ele inibe o escurecimento de frutas
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secas durante o armazenamento e a comercializacdo, preservando o &cido
ascorbico e o caroteno (CARDOSO et al, 2007; RAHMAN & PERERA, 1999;
SAPERS, 1993; IYENGAR & McEVILY, 1992; TAYLOR & BUSH, 1987; YABIKU
et al. 1987; BEHRE, 1986; TAYLOR & BUSH, 1986).

2.4.2 Alimentos com SO »

Devido as suas mudltiplas funcdes, os sulfitos sdo usados em varios
produtos, como licores, frutas secas, hortalicas desidratadas (exceto cebola e
alho), frutas e legumes frescos, sucos de frutas, bebidas carbonatadas,
produtos carneos como salsichas, peixes e linguicas, e vinhos (CINTRA et al.
1999; ENVIRONMENTAL HEALTH SERVICE, 1996; TAYLOR, 1993;
QUATTRUCCI & MASCI, 1992; USSEGLIO-TOMASSET, 1992; LECOS, 1988;
TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH, 1986; SULLIVAN & SMITH, 1985;
UNITED STATES, 1975).

Os alimentos e bebidas que podem conter sulfitos sdo: batatas (fatiadas,
frescas, congeladas, desidratadas ou enlatadas); frutas (frescas, desidratadas
ou em conserva tipo maraschino); hortalicas (frescas, congeladas, enlatadas ou
secas); cogumelos frescos; peixes (frescos, congelados, enlatados ou secos,
mariscos, caranguejo, ostra, vieiras, camardo); cerveja;, sidra; vinho
(industrializado ou caseiro); vinagre de vinho; saladas (particularmente saladas
embaladas); temperos para saladas; salada de abacate (guacamole); bebidas
com frutas; sucos, purés e tortas de frutas; sucos de hortalicas; biscoitos
assados (cookies, crackers, waffles, massa assada para torta); ingredientes
processados de alimentos (gelatina, agclcar de beterraba, adocantes de milho e
amidos); molhos e temperos; geléias e gomas; chucrute e salada de repolho
(coleslau); sopas (enlatadas e desidratadas); coberturas de frutas, xaropes e
molhos doces (xarope de eucalipto, xarope de milho); cha instantaneo;
salgadinhos, petiscos e aperitivos (misturas de frutas secas, castanhas e nozes,
crackers recheados) (STEINMAN, LE ROUX & POTTER, 1993; FAZIO &
WARNER, 1990; BEHRE, 1986).



26

2.4.3 Compostos SO ; usados como conservantes

Os compostos que contém enxofre e que sdo permitidos para uso como
aditivos alimentares séo: diéxido de enxofre (SO, — anidrido sulfuroso), sulfito
de sddio (Na,SO3), bissulfito de s6dio (NaHSO3; — sulfito acido de sodio, sulfito
hidrogenado de sodio), metabissulfito de sédio (Na,S,0s — pirossulfito de
sédio), metabissulfito de potassio (K;S,0s — pirossulfito de potassio), sulfito de
potassio (K,SOs3), bissulfito de potassio (KHSO3), metabissulfito de calcio
(CaS,0s), sulfito de calcio (CaS0Os3), bissulfito de célcio (Ca(HSOs3),) e acido
sulfarico (H,SO4). Os fons sdo: sulfito (SO5%), bissulfito (sulfito hidrogénio —
HSO3") e metabissulfito (82052') (PIZZOFERRATO, DI LULLO & QUATTRUCCI,
1998; ENVIRONMENTAL HEALYH SERVICE, 1996; WEDZICHA, 1992,
FRANCOIS-COLLANGE et al. 1991; BRANEN, DAVIDSON & SALMINEN,
1990; FAZIO & WARNER, 1990; PERRIN-ANSART, 1989; ROSE &
PILKINGTON, 1989; LECOS, 1988; BEHRE, 1986; MODDERMAN, 1986).

2.4.4 Formas de usos dos compostos SO

A adicdo de sulfitos aos alimentos € altamente dependente da natureza
quimica do alimento, do tipo e da extensdo do processamento utilizado, da
duracdo e das caracteristicas das condicdoes de armazenamento, da
permeabilidade da embalagem e do limite de adicdo. Eles reagem rapidamente
com uma variedade de componentes dos alimentos, incluindo agucares
reduzidos, aldeidos e cetonas, e proteinas para formar varios compostos
(TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH, 1986).

O tratamento com sulfitos pode ser feito pelo aquecimento do enxofre ou
pela imersdo em solucdo de sulfitos. O gas didéxido de enxofre pode ser
produzido pelo aquecimento do enxofre com oxigénio do ar. As vantagens do
uso de uma solucédo de bissulfito sdo a diminuicdo da poluicdo do ar, o maior

controle do processo de adicdo dos sulfitos, 0 menor tempo de contato com o
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agente sulfurado e a queda nas perdas por desabsor¢cdo durante a secagem
(RAHMAN & PERERA, 1999).

O metabissulfito de sddio € o principal composto usado na conservacao
de alimentos, gerando o diéxido de enxofre e seus anions. Em uma solucéo, o
bissulfito gera SO, (aq), HSO3 e SO5%. O tipo dominante, entre pH 2 e 5-7, é 0
HSO3. Em valores de pH mais altos, o fon SOs* é o dominante. Embora para
valores de pH menores que 1,86, o0 SO, (aq) e o0 H,SO3 sdo os tipos mais
presentes. Concentracdes acima de 0,1 M levam a formacdo de quantidades
significativas do fon metabissulfito (S,0s%). As reacdes quimicas originadas
quando o diéxido de enxofre € adicionado as frutas e a outros alimentos séao
complexas. Quando o dioxido de enxofre € absorvido pelas frutas, ou por
produtos com pH similar, ele & convertido, principalmente, em ion bissulfito. O
ion bissulfito pode permanecer livre e disponivel para retardar a formagédo de
compostos tipo Maillard, e pode também se ligar, reversivelmente, a certos
compostos, como 0s grupos carbonilas de aldeidos. A maior parte do ion
bissulfito fica disponivel em solugcédo a pH 3,5. Considera-se que esses sulfitos
combinados néo retardam a deterioracdo do alimento. Nos alimentos com pH
acido (pH > 4), o SO, pode volatilizar desprendendo-se do alimento (RAHMAN
& PERERA, 1999; GUEKEZIAN et al., 1997; TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR
& BUSH, 1986; BARNETT, 1985; GUNNISON, 1981; UNITED STATES, 1975).

Um fator que influencia a ligagdo do dioxido de enxofre é a
disponibilidade de oxigénio no sistema. Com o oxigénio presente, parte do
didéxido de enxofre pode ser oxidada, irreversivelmente, a forma sulfato, um
composto indcuo. Por meio da remocdo dessas moléculas do diéxido de
enxofre livre do sistema, o equilibrio & deslocado e libera-se mais dioxido de
enxofre ligado. A taxa de oxidacdo do diéxido de enxofre livre varia durante a
secagem, dependendo da técnica utilizada, com uma taxa 50 % maior na
secagem feita ao sol do que naquela realizada por desidratacdo da fruta.
Alguns fatores afetam a utilizacdo do dioxido de enxofre em frutas e hortalicas,

tais como a concentracdo e a temperatura da solucdo de imerséo, o tempo de
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imersdo, a forma e as condi¢cdes das amostras (por exemplo, descascada ou
nao, inteira ou fatiada) e a agitacdo da solucéo (QUATTRUCCI & MASCI, 1992;
WEDZICHA, 1992). A absorcao de enxofre pelo damasco ocorre principalmente
na superficie cortada. Nao se observa absorcéo através da casca do damasco.
Em damascos secos, de 30 a 40 % do diéxido de enxofre encontra-se na forma
combinada (ROSE & PILKINGTON, 1989).

A forma ativa do aditivo como agente antimicrobiano € o SO,, sendo que
o aditivo combinado ndo possui agdo antimicrobiana. Por outro lado, sua acéo
conservante com relagdo ao escurecimento enzimatico e ndo-enzimatico é
devida inteiramente as espécies de sulfitos livres. Parte do aditivo é perdida em
reacOes relacionadas a sua agdo conservante, mas a maioria das reacdes do
diéxido de enxofre com os componentes dos alimentos conduz a outras reacoes
cuja contribuicho a qualidade do alimento € desconhecida (ROSE &
PILKINGTON, 1989; WEDZICHA, 1981a; WEDZICHA, 1981b).

Desde 1959, os sulfitos encontram-se nas regulamentacdes americanas
(Code of Federal Regulations — CFR), sendo considerados compostos GRAS,
quando utilizados de acordo com as BPF, exceto em carnes e alimentos fontes
de vitamina B; (tiamina). Em resposta a questionamentos sobre sua seguranca,
em 1986, o Food and Drug Administration (FDA) cancelou o estado GRAS dos
sulfitos em frutas e muitas hortalicas servidas ou vendidas cruas aos
consumidores (PIZZOFERRATO, DI LULLO & QUATTRUCCI, 1998; LECOS,
1988; TAYLOR & BUSH, 1987; BEHRE, 1986; TAYLOR & BUSH, 1986). Em
marco de 1990, o FDA estendeu esse cancelamento as batatas frescas
servidas ou vendidas sem embalagem (e roétulo), disposicao essa revogada em
maio de 1992 (SAPERS, 1993).

As restricbes do FDA ao uso de sulfitos em certos produtos de frutas e
hortalicas e a possibilidade da divulgacdo de outras limitacbes de uso
permitiram que os pesquisadores e fabricantes desenvolvessem substitutos aos
sulfitos, cuja multifuncionalidade é dificil de ser obtida. O &cido ascorbico

(vitamina C) € um exemplo. Tem ocorrido também a proliferacdo de inibidores
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de escurecimento. Pesquisa realizada em 1986 pelo National Restaurant
Association (NRA) relacionou 13 tipos. Esses produtos contém, geralmente,
acido ascorbico ou acido eritrérbico, ou seus sais de soédio, normalmente em
combinacdo com um ou mais coadjuvantes, como o acido citrico ou algum outro
acidulante, sal de calcio, fosfato, cloreto de sédio, cisteina, ou um conservante,
como benzoato ou sorbato de potassio. Outras possiveis alternativas sdo os
inibidores de PFO (polifenol oxidase), como o &cido cindmico e o &cido
benzoico; como o cobre é essencial para a PFO, agentes quelantes que se
ligam ao cobre podem ser agentes inibidores do escurecimento; aminoacidos
contendo grupo sulfidrila (a capacidade da cisteina de inibir a PFO j4 é
reconhecida) (SAPERS, 1993).

Além dos aspectos toxicologicos, ha outras razdes para reduzir o uso de

sulfitos: eles corroem os equipamentos (QUATTRUCCI & MASCI, 1992).

2.4.5 Toxicocinética dos sulfitos

O metabolismo dos sulfitos consiste essencialmente na sua oxidacdo em
sulfato, via enzima sulfito oxidase (SOD). Essa enzima €& amplamente
distribuida nos tecidos mamarios, com maior atividade no figado, no coracéo e
no rim; ela metaboliza e detoxifica os sulfitos ingeridos e o SO, inalado pelos
pulmdes, representando também a etapa final na conversédo de sulfitos ligados
a aminoacidos essenciais, cisteina e metionina, em sulfato. Esse processo
metabdlico normal converte o excesso desses aminoacidos ingeridos em
sulfato, que pode ser facilmente excretado pela urina. Normalmente, um adulto
excreta aproximadamente 2,5 g de sulfato por dia na urina. Os sulfitos
exdgenos ingeridos representam uma pequena fragcdo dessa excrecdo de
sulfato. A alta capacidade da SOD resulta em um rapido metabolismo dos
sulfitos exdgenos. Sulfitos administrados em macacos por via intravenosa tém
meia vida biolégica de 10 minutos somente. Em todas as espécies testadas, a
maior parte dos sulfitos é rapidamente excretada na forma de sulfato. Pequenas

quantidades de sulfitos ndo oxidadas em sulfato podem se converter em
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tiossulfato, também excretado na urina, ou em tiossulfatos ligados a proteinas,
permanecendo maior tempo no organismo (QUATTRUCCI & MASCI, 1992; HUI
et al. 1989; TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH, 1986; WEVER, 1985;
LLOYD, 1981; UNITED STATES, 1975).

Pequenas quantidades de sulfitos sdo formadas naturalmente no homem
por meio do metabolismo intermediario e sdo logo metabolizadas em sulfatos
pela SOD (LECLERCQ et al. 2000).

O metabolismo das formas combinadas de sulfitos, que sé&o
predominantemente encontradas nos alimentos, € pouco estudado. A
administracdo de proteina sulfurada em ratos demonstrou que a maior parte do
enxofre foi excretada na urina como sulfato em 48 horas. Outra forma
combinada de sulfito, o 3-deoxi-4-sulfuhexocelulose (um acucar sulfurado), é
metabolicamente inerte e excretada na urina e nas fezes. O metabolismo das
formas combinadas de sulfitos pode depender da sua estabilidade e da
probabilidade de que se tornard livre durante o processo digestivo ou outro
processo metabdlico (TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH, 1986).

A importancia da SOD no metabolismo dos sulfitos exogenos e
endogenos é dramaticamente ilustrada por casos de deficiéncia congénita em
humanos. Essa condicéo € caracterizada pelo grande aumento da excrecéo de
sulfitos, tiossulfato e sulfato-S-cisteina na urina. Criancas com esse tipo de
deficiéncia tém o globo ocular deslocado e apresentam anormalidades
neuroldgicas severas que resultam em deficiéncia fisica e mental e pouco
tempo de vida (CHIARANI, 2008; TIL & FERON, 1992; TAYLOR & BUSH, 1987,
TAYLOR & BUSH, 1986).

2.4.6 Aspectos nutricionais e tecnologicos

Os sulfitos exercem um efeito positivo sobre o acido ascoérbico (vitamina
C), ndo sO inibindo seu envolvimento nas reagfes de escurecimento, mas
também prevenindo a oxidagédo. De fato, os sulfitos agem sobre a ascorbato

oxidase, amplamente presente em vegetais, e sobre a PFO. Ambas as
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enzimas, por meio de mecanismos diferentes, podem induzir a oxidacdo do
acido ascorbico para formas biologicamente inativas (SAPERS, 1993).

O efeito do dioxido de enxofre sobre a tiamina em alimentos
armazenados tem importancia nutricional e toxicoldgica significativa. A molécula
de tiamina é quebrada pelo dioxido de enxofre e a extensdo da destruicéo
depende do tempo e das condi¢cdes de armazenamento. H4 a possibilidade de
que a destruicado da tiamina pelos sulfitos possa levar a uma deficiéncia dessa
vitamina. Em ratos com adequado suprimento de tiamina e que consumiam 300
mg/kg/dia de sulfitos ndo foi observado nenhum efeito adverso; ja em ratos com
deficiéncia de tiamina, os efeitos toxicos apareceram em doses abaixo de 50
mg/kg/dia (UNITED STATES, 1975). O FDA proibe o uso de sulfitos em
alimentos que contribuem com mais de 10 % da Ingestdo Dietética
Recomendada (Recommended Dietary Allowance — RDA) de tiamina. As
quantidades de sulfitos normalmente presentes nos alimentos, como frutas e
hortalicas desidratadas, ndo causam destruicdo significativa do conteudo de
tiamina em uma refeicdo que inclui carne e outras fontes de tiamina. Além
disso, os sulfitos ndo podem ser utilizados em carnes, pois devolverem a cor
avermelhada a elas, dando a falsa sensacéao de frescor (BEHRE, 1986).

Os sulfitos podem induzir a oxidacdo das duplas ligacbes dos acidos
graxos poliinsaturados (Poly Unsaturated Fatty Acids — PUFA). Baixas
concentracdes de bissulfito induziram a oxidagdo em 6leo de milho. Esse efeito
tem pouca importancia nutricional, ja que as maiores fontes de PUFA nao sao
tratadas com esse aditivo (QUATTRUCCI & MASCI, 1992). Sugere-se que 0S
sulfitos em dietas semipuras armazenadas podem reagir com as gorduras
insaturadas levando a formacdo de polimeros de &cidos graxos insaturados
e/ou outras substancias toxicas (TIL & FERON, 1992).

A cobalamina (vitamina Bj;) é destruida quando os sulfitos estdo em
altas concentragcfes nos alimentos. Sugere-se que a anemia severa observada
em ratos seja induzida pela administracdo de alimentos com alta concentragcéo

de sulfitos. O di6éxido de enxofre forma substancias estaveis com as flavinas
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resultando na sulfuracdo do atomo N5 da flavina (vitamina B;) que representa o
receptor de hidrogénio. Isso significa a reducao da riboflavina nos alimentos e a
inibicdo da atividade das enzimas que contém flavina nos seus grupos
prostéticos. Em relacédo a piridoxina (vitamina Bg), 0 dioxido de enxofre reage
com o grupo aldeido e forma um composto hidroxisulfurado. Na presenca de
Mn%**, O,, e glicina no pH dos sistemas alimentares, o diéxido de enxofre
catalisa a destruicao do B-caroteno. Essa perda pode ser prevenida pela adicao
de sequestrantes de radicais livres, como o a-tocoferol e o butil hidroxi tolueno
(Butylated hydroxytoluene — BHT). Estudos experimentais conduzidos in vivo
sobre o efeito do metabissulfito de potassio (K,S,0s) nos niveis hepéticos de
vitamina A obtiveram resultados controversos. O sulfato derivado do
metabolismo dos sulfitos pode aumentar a excre¢cdo de calcio. Em
experimentos in vivo esse efeito foi comprovado dependendo do contetdo de
calcio da dieta (QUATTRUCCI & MASCI, 1992; STAMMATI et al. 1992).

De acordo com Quattrucci & Masci (1992), em vinho tratado com 400
ppm de SO,, 50 % da tiamina (vitamina B;) foram destruidos em uma semana.
Em frutas e hortalicas desidratadas armazenadas a temperatura ambiente, a
perda de tiamina depois de 28 dias de armazenamento variou de 26 a 38 % do
conteudo total. A manipulagdo subsequente de alimentos tratados pode levar a
perdas adicionais substanciais. Em paises como a ltalia (QUATTRUCCI &
MASCI, 1992) e o Brasil (TAVARES et al. 1987), a adicdo de sulfitos nédo é
permitida em produtos derivados de carne, como as salsichas, que s&o
consideradas fontes desse nutriente.

Os sulfitos sdo usados em hamburguer habitualmente e, algumas vezes,
de maneira abusiva. Em relacdo ao produto cru, 62,5 % das amostras
apresentaram valores acima daquele considerado o maximo permitido (30 %
com concentracdo de SO, total 2 vezes esse valor), e 0 restante um pouco
maior, embora essa categoria exclua todos os hamburgueres de frango. Em
particular, algumas amostras continham de 8 a 16 vezes o0 nivel maximo. Isso

mostra que as quantidades de sulfitos adicionadas sdo muito altas, embora
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existam perdas entre 25 e 46 % em produtos cérneos, dependendo da
composicao e da forma de preparo. Os resultados de perdas em hambuargueres
fritos sob condi¢gbes controladas mostraram que elas variaram de 18 a 1745
Mg/g para o SO; livre e entre 55 e 5006 ug/g para o SO, total. Ao considerar a
porcentagem de reducao para as diferentes amostras, observa-se que ela néo
depende da concentracao de sulfitos. Ilgualmente, a reducdo nédo tem qualquer
relacdo com o componente principal usado no preparo dos hamburgueres. Para
os sulfitos livres, a perda seria de 36,8 £ 11,1 %; para os sulfitos totais, de 40,9
+ 12,6 %. Aplicando esse valor ao nivel residual maximo permitido de SO, (450
Ma/g) e considerando um fator de correcdo de perda médio (1,48 + 0,15), pode-
se estabelecer um nivel aproximado de 394 ug/g de SO, total como limite para
hamburgueres fritos. Usando esse critério, a maioria dos hamburgueres crus
considerados improprios para consumo, do ponto de vista legal, pode se tornar
propria para consumo apos a fritura. Se levada em conta a IDA para um adulto
(42 mg SO,), para 25 % das amostras estudadas, o consumo de 2 ou 3
hamburgueres por semana foi considerado seguro (ARMENTIA-ALVAREZ et al.
1993; ARMENTIA-ALVAREZ, PENA-EGIDO & GARCIA-MORENO, 1993).

Em muitos alimentos, somente uma pequena fracdo dos sulfitos
adicionados permanece livre (sulfitos inorganicos no produto final). De fato, em
massas de biscoito doce, 63 % dos sulfitos adicionados reagem com 0s
componentes da farinha, 30 % séo oxidados em sulfato e menos de 0,2 %
permanece livre. Em geléia de morango, 98,5 % dos sulfitos absorvidos sdo
volatilizados a SO, durante a coccdo ou reagem com 0S componentes da
geléia; menos de 1,5 % permanece como sulfitos inorganicos. A alface
adicionada de sulfitos € uma excecdo, ja que a maior parte dele permanece
livre, podendo explicar as reacdes adversas causadas aos asmaticos por conta
de seu consumo (TAYLOR & BUSH, 1987; BEHRE, 1986; TAYLOR & BUSH,
1986; BARNETT, 1985; UNITED STATES, 1975).

Em estudo realizado por Martin, Norddlee & Taylor (1986), alface

preparada tratada com solugédo contendo 3400 mg/kg de SO, total retém altos
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niveis de SO, livre (537-683 mg/kg) e total (746-784 mg/kg) durante um periodo
de armazenamento de 24 horas. No controle, os equivalentes de SO, variavam
de 16 a 75 mg/kg. Esses niveis sdo suficientemente altos (o que demonstra
abuso na quantidade de sulfitos utilizada — até 20 vezes acima do limite
permitido — e no tempo de tratamento) para permitir que os asmaticos
sensiveis aos sulfitos possam facilmente obter uma dose de sulfitos acima do
seu nivel de tolerancia individual, ainda mais quando se considera que a forma
de sulfitos mais presente, a inorganica, é reconhecida como aquela que causa
problemas a essa populagéo. A alta proporcao de SO, livre € esperada porque
a alface apresenta grande quantidade de agua e celulose, componentes que
nao permitem que os sulfitos se liguem (em 270 mg de sulfitos ha somente 0,6
mg de SO, total). Na salada de repolho (coleslau) tratada, foram encontrados
niveis residuais de 350 mg/kg de SO, total, enquanto na salada nao tratada,
somente 25 mg/kg. Os menores niveis de SO, total na salada de repolho
podem ser explicados devido a ocorréncia natural de compostos contendo
enxofre e outros acidos volateis no repolho e na cebola.

Beelman, Barder & Edwards (1988) observaram que cogumelos lavados
em solucdo de sulfitos de sédio a 1000 ppm tinham uma quantidade residual
total inicial baixa (média de 48,3 ppm). Também as concentracdes eram
rapidamente reduzidas a niveis ndo detectados (menos que 10 ppm), apés 24
horas de armazenamento, sugerindo que cogumelos frescos e lavados néo
representam risco de intoxicacdo quando processados, embalados e
comercializados obedecendo as praticas corretas.

Algumas analises realizadas na Italia mostraram reducdo de 25 % a
50 % de sulfitos ap6s um més de armazenamento de produtos derivados de
peixe, batatas e frutas secas (LECLERCQ et al. 2000).
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2.4.7 Efeitos toxicos: reacdes de sensibilidade

O primeiro caso de sensibilidade aos sulfitos foi registrado em 1976 em
um individuo ndo asmatico com urticaria e angioedema apés o consumo de
uma refeicdo em um restaurante (PERONI & BONER, 1995).

O dioxido de enxofre, dentro das quantidades permitidas nos alimentos,
nao causa efeitos adversos na maioria das pessoas. No entanto, alguns grupos
populacionais, particularmente os asmaticos, podem ser bastante sensiveis a
este conservante. As reacdes aos sulfitos ocorrem de 10 a 20 minutos apos a
ingestdo (RIBERA et al. 2001; ENVIRONMENTAL HEALTH SERVICE, 1996;
TAYLOR, 1993; LECOS, 1988; TAYLOR & BUSH, 1987; BEHRE, 1986;
TAYLOR & BUSH, 1986). H4 também casos de reacfes adversas em pacientes
em nutricdo parenteral (SMOLINSKE, 1992; PERRIN-ANSART, 1989).

Pequena parcela da populacdo de asmaticos (4,6-8,4 %) € sensivel aos
sulfitos. A sensibilidade varia de individuo a individuo. Os mais sensiveis
reagem a capsulas contendo 5 mg de metabissulfito de potassio
(aproximadamente 3 mg de equivalentes de SO;), enquanto 0S menos
sensiveis reagem a cpsulas contendo 200 mg de K,S,0s. Pacientes sensiveis
a 200 mg ndo terdo problemas com a dieta devido a baixa probabilidade em
alcancar esse nivel, o que jA ndo acontece com 0s mais sensiveis. Nao foram
demonstradas reaces adversas ap6s o consumo de porcdes grandes (227-341
g) de batata desidratada (puré) (30-80 mg SO, total/kg) e camarao (100 mg SO,
total/kg). Também né&o ocorreram reacfes adversas a alface (400-500 mg SO,
total/kg), ao damasco seco (2000-3000 mg SO, total/kg) e ao suco de uva
branca (180-250 mg SO, total’kg) (TAYLOR & BUSH, 1987; BEHRE, 1986;
TAYLOR & BUSH, 1986).

De acordo com Peroni & Boner (1995), de 35 a 65 % das criangcas com
asma severa apresentam broncoespasmo apos a ingestdo de alimentos com
sulfitos.

Para a maior parte da populagcédo, ndo ha evidéncias de que os sulfitos

representam um risco, considerando-se os limites de uso preconizados pelos
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orgaos oficiais. Essa conclusdo foi obtida comparando as estimativas de
ingestdo de sulfitos com informagbes da toxicidade dos sulfitos em
experimentos com animais (RIBERA et al. 2001; TIL & FERON, 1992; HUI et al.
1989; TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH, 1986; DULAK, CHIANG &
GUNNISON, 1984; GUNNISON et al. 1981; GIBSON & STRONG, 1974,
GIBSON & STRONG, 1973; SHTENBERG & IGNAT'VE, 1970). Em ratos, o
nivel no qual ndo se observa efeito adverso (NOAEL) foi de 72 mg de
equivalentes de SO./kg pc/dia (TIL, FERON & DE GROOT, 1972a). Em suinos,
o NOAEL foi de 3500 mg/kg, correspondendo a doses que variaram entre 42 e
179 mg de equivalentes de SO,/kg por dia (TIL, FERON & DE GROOT, 1972b).
Baseado no primeiro estudo, o JECFA (1974) estabeleceu um fator de
seguranca de 100 e estimou a IDA para humanos em 0,7 mg/kg por dia. Para
um homem de 60 kg, a IDA é de aproximadamente 42 mg de equivalentes de
SO, por dia, indice bem distante da média de consumo que é de 6 mg/dia para
alimentos e 10 mg para os consumidores regulares de vinho e cerveja
(TAYLOR, 1993; DUPUY, 1992; TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH,
1986).

Em resposta a proposta de renovar o estado GRAS dos sulfitos, foram
enviados ao FDA varios estudos das reacOes alérgicas adversas atribuidas ao
consumo de alimentos contendo sulfitos. Os estudos indicavam que os sulfitos
poderiam induzir a episédios de asma na populacdo de asméaticos. Em casos
raros, reacdes asmaticas graves ou do tipo anafilaticas poderiam ocorrer. Por
solicitacéo do FDA, a Federation of American Societies for Experimental Biology
(FASEB) organizou, em 1984, um painel de revisao para reavaliar o estado
GRAS dos sulfitos. No parecer final, o painel concluiu que os sulfitos ndo séo
teratogénicos, mutagénicos, ou carcinogénicos em animais de experimentacao.
O painel ndo encontrou nenhum dado toxicolégico novo que sugerisse a
necessidade de alterar o NOAEL, que é aproximadamente 10 vezes o limite de
didxido de enxofre para os grandes consumidores (percentil 99) e 180 vezes a
média diéria per capita de consumo (RENWICK, 1995; SAPERS, 1993).
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Os sulfitos ndo tém efeito adverso no processo de reproducéo e néo foi
comprovada resposta carcinogénica. Eles induzem mutacbes em testes com
microrganismos e podem produzir danos ao cromossomo de células mamarias.
Contudo, esses efeitos mutagénicos necessitam de doses muito elevadas. Nao
h&d comprovacdo cientifica da diferenca de toxicidade entre as formas
combinadas e as formas livres dos sulfitos (TIL & FERON, 1992; TAYLOR &
BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH, 1986; GUNNISON, 1981; UNITED STATES,
1975; GIBSON & STRONG, 1973). Para Stammati et al. (1992), ndo héa efeito
negativo dos sulfitos quer de natureza tdxica quer de natureza antinutricional.

Ribera et al. (2001) obtiveram um NOAEL de 310 mg SO,/kg ou 25
mg/kg pc/dia quando ratos foram alimentados com dietas contendo biscoitos
com niveis de 0, 10, 35 e 75 % correspondendo, respectivamente, a 10-15, 35-
45, 150-170 e 310-340 mg SO./kg de dieta. Ndo se observou nenhuma
alteracdo hematoldgica, quimica e clinica, ocular, renal, urinaria, de peso e em
exames microscopicos. As concentracdes de vitaminas A, B;, C e E do figado
nao sofreram alteracoes.

Diferentemente da exposicdo via oral, a administracdo por inalagdo em
estudo realizado com ratos relacionou a exposi¢do a SO, e seus derivados a
gueda da pressao arterial e dano funcional do sistema cardiovascular, e ainda
conclui que o SO, é um agente téxico ndo sb para o sistema respiratorio, mas
para outros 6rgdos (ZIQIANG et al., 2003). Em outro estudo realizado com
ratos, contatou-se que o SO, pode se transformar em sulfito in vivo,
distribuindo-se pelo pulm&o e outros 6rgaos, como cérebro e coracdo (MENG,
LI & ZHANG, 2005). Ozkaya et al. (2006) concluiram que a administracdo
exogena de sulfito afetou a atividade elétrica cerebral na deficiéncia de SOD, e
melhorou a neuroprotecdo, e Kucukatay et al. (2007) relataram que o
tratamento com sulfito pode causar estresse oxidativo, sendo que os animais
SOD competentes enfrentam esta condicdo por meio da capacidade oxidativa

do hipocampo, o que ndo ocorre com ratos SOD deficientes. Por outro lado, em
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estudo in vitro, os sulfitos aumentaram a morte de células cerebrais (DANI et
al., 2007).

Em 1988, o FDA prop6s novas regras para que a presenca de sulfitos
fosse declarada no rétulo dos alimentos, quando os sulfitos tivessem um efeito
funcional ou estivessem presentes em um limite detectavel acima de 10 ppm.
Outras regras exigiam que, em certos alimentos, a presencga de sulfitos fosse
declarada por meio de placas indicativas, sinais, ou outra forma de mostrar que
tal alimento é tratado com sulfitos, como em restaurantes e supermercados
(SAPERS, 1993).

Desde novembro de 1982, mais de 1400 reclamacdes de reacles
relacionadas aos sulfitos foram recebidas pelo FDA. Em marco de 1985, o FDA
criou um sistema, o Adverse Reaction Monitoring System, para investigar e
avaliar tais reclamacodes. Até o final de 1987, o FDA investigou 709 das 887
reclamacdes recebidas desde margo de 1985 e determinou que 51% poderiam
ser classificadas como advindas de reacdes sérias, incluindo 17 mortes
relacionadas ao consumo de varios alimentos e medicamentos contendo
sulfitos (LECOS, 1988). Vide Tabela 1. A Tabela 2 apresenta dados de outros

periodos.
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Tabela 1 — Reclamacdes de consumidores e nuamero de reacoes
severas ao uso de sulfitos por tipo de alimento — E  stados Unidos, 1982-
1985.

Tipo de alimento N°. de % do N°. de % de
reclamacoes total reacoes reacoes

Saladas 280 31,5 161 30,4
Frutas e hortalicas frescas, 143 16,1 82 15,5
exceto batatas
Vinho 111 12,4 67 12,7
Frutos do mar 98 11 59 11,2
Batatas (néo frescas) 57 6,5 39 7,4
Batatas frescas 53 6 28 53
Frutas secas 43 4,8 21 4
Biscoitos assados 35 3,9 24 4,5
Medicamentos 28 3,1 22 4,2
Cerveja 14 1,6 8 15
Sucos de frutas e hortalicas 14 1,6 6 1
Outras bebidas alcodlicas 13 1,5 12 2,3

Fonte: FDA (adaptado por Lecos, 1988).

Tabela 2 — Produtos alimenticios relatados ao Food and Drug
Administration (FDA) por consumidores alegando eventos adversos
provocados por sulfitos, no periodo de janeiro de 1 996 a junho de 1999,
comparado com periodos anteriores (1988-1995 e 1980 -1987), Estados
Unidos.

Tipo de alimento Ao (79,
1980-1987 1988-1995 1996-1999

Saladas 280 (31) 11 (5) 3()
Frutas e hortalicas frescas, 143 (16) 68 (32) 8 (19)
exceto batatas
Vinho 111 (12) 26 (12) 8 (19)
Frutos do mar 98 (11) 38 (18) 7 (16)
Batatas (néo frescas) 57 (6) 12 (6) 4 (9)
Batatas frescas 53 (6) 6 (3) 1(2)
Frutas secas 43 (5) 11 (5) 5(12)
Biscoitos assados 35 (4) 15 (7) 0
Medicamentos 28 (3) 7 (3) 2 (5)
Cerveja 14 (2) 7 (3) 3(7)
Sucos de frutas e hortalicas 14 (2) 6 (3) 0
Outras bebidas alcoolicas 13 (1) 3 2 (5)
Total 889 (100) 210 (100) 43 (100)

Fonte: adaptado de TIMBO et al. (2004).
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Stevenson & Simon (1981) concluiram que em quatro pacientes
asmaticos com quadro severo de congestionamento das vias nasais e sintomas
anafilaticos associados, a combinacdo da ingestdo e inalacdo de sulfitos
poderia explicar a perpetuacao de seus quadros asmaticos.

Steinman & Weinberg (1986) realizaram pesquisa com os pais de 114
criangas sul-africanas, entre 2 anos e 7 meses e 13 anos e 6 meses. Os pais
foram questionados sobre reacOes adversas ao consumo de bebidas
carbonatadas por meio de um questionario que relacionava as mais comumente
ingeridas (182 tipos). 62,3 % das criangas reagiam a uma ou mais bebidas e
desse numero 95 % eram asmaticas extrinsecas. Os sintomas eram somente
tosse ou tosse e peito congestionado. O aparecimento das reacfes variou de 5
a 30 minutos apés a ingestdo. 27,2 % reagiram a bebidas que continham
dioéxido de enxofre, mas as criangcas nao reagiram a todas as bebidas que
continham o conservante. As reacdes variaram de 9 a 92 % das bebidas
ingeridas conservadas com dioxido de enxofre. Altas concentracdes de didxido
de enxofre resultaram em mais reacbes. E provavel que esses resultados
tenham sido influenciados por outros fatores e por outros aditivos, como a
tartrazina.

Em estudo conduzido por Steinman, Le Roux & Potter (1993) foi
administrado, para 37 criancas asmaticas, suco de maca com SO, em dose
similar aquela comumente encontrada em bebidas carbonatadas. As respostas
das criancas foram comparadas com as respostas de 22 criancas asmaticas
que receberam somente suco de macd. Observou-se que 16 das 37 criancas
(43,2 %) reagiram com queda no volume expiratério forcado em 1 segundo
(Forced Expiratory Volume in 1 second — FEV;) em mais de 10 % quando
comparado com 9 das 22 criangas do grupo controle (p = 0,0016). Atestou-se
também que as meninas mostraram-se mais sensiveis do que 0s meninos.

Nagy et al. (1995) recomendaram aos fabricantes de salsa refrigerada o
uso da menor quantidade possivel de sulfito apds relatarem reacdes adversas,

tais como tosse, asma, irritacdes na garganta, em 6 pacientes que consumiram
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o produto. Apés a andlise de 3 marcas de salsa, observou-se que a marca 1
apresentava 2,4 a 5 vezes mais sulfitos que as outras duas marcas. Advertido
pelo FDA, o fornecedor desta marca deixou de usar os sulfitos.

Lee & Nixon (2001) relataram caso de dermatite por contato em
funcionaria de uma padaria que teve contato com recheio de macéa adicionado
com composto sulfitado para evitar descoloracdo, antes do seu uso em pao.

Em estudo conduzido por Vally & Thompson (2001) um pequeno nimero
de asmaticos sensiveis ao vinho responderam a uma dose Unica de vinho
adicionado de sulfitos em condi¢des laboratoriais, sugerindo que o papel dos
sulfitos e / ou vinho em desencadear respostas asméticas tem sido
superestimado. Alternativamente, cofatores ou outros componentes no vinho
podem desempenhar papel importante na asma induzida por vinho. As
mudancas nas doses de sulfitos ndo induziram um aumento da sensibilidade
aos sulfitos em asmaticos sensiveis ao vinho, exigindo uma abordagem
alternativa para a identificacdo de asmaéticos sensiveis aos sulfitos / vinho,
como ja apontado em outro estudo (VALLY et al., 1999) que concluiu que a
asma induzida por vinho parece ser um fendmeno complexo, podendo envolver
diversos mecanismos codependentes.

Individuos sensiveis ao dioxido de enxofre costumam apresentar
sensacao de desconforto crescente na garganta, congestionamento no peito,
tosse e, as vezes, dores respiratorias, broncoespasmos, perda de consciéncia,
hipotenséo, angioedema, anafilaxia em asmaticos e dermatite de contato. Além
disso, foram registrados sintomas gastrintestinais como dores abdominais,
diarréia, nauseas e vomito. A magnitude da reacdo depende do tipo de
alimento, da sua acidez, da quantidade de didxido de enxofre e da sensibilidade
do individuo (LECLERCQ et al. 2000; SIMON, 2000; PIZZOFERRATO, DI
LULLO & QUATTRUCCI, 1998; TAYLOR, 1993; PARKE & LEWIS, 1992,
SAFAVI & ENSAFI, 1991; BRANEN, DAVIDSON & SALMINEN, 1990; TAYLOR
& BUSH, 1987; BEHRE, 1986; TAYLOR & BUSH, 1986; SULLIVAN & SMITH,
1985; WALKER, 1985; QUATTRUCCI, 1981).
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De acordo com Waring & Klovrza (2000), criangas com autismo parecem
ter o metabolismo dos sulfitos alterado, possuindo deficiéncia de SOD e
provisdo de sulfato anormal.

A sensibilidade aos sulfitos pode ser explicada por dois mecanismos
(HARDISSON et al. 2002; TAYLOR & HEFLE, 2001; BJORKSTEN, 1996;
BRANEN, DAVIDSON & SALMINEN, 1990):

1) os sulfitos agem como um sequestrante, combinando-se com uma
proteina corporal para formar um novo antigeno, tornando-se um antigeno
especifico IgE, o que resultara em uma reacado de hipersensibilidade Tipo I;

2) a deficiéncia da SOD, que converte os sulfitos em sulfato.

Ainda em relacdo a sensibilidade aos sulfitos, € importante considerar,
também, os seguintes aspectos (BRANEN, DAVIDSON & SALMINEN, 1990;
GUNNISON, JACOBSEN & SCHWARTZ, 1987; TAYLOR & BUSH, 1987;
TAYLOR & BUSH, 1986; UNITED STATES, 1975):

a) as reagcfes aos alimentos com sulfitos dependem do nivel de
sulfitos residuais no alimento, da sensibilidade do individuo e do tipo de
alimento;

b) ndo ha evidéncia cientifica de que evitar o consumo de todas as
fontes de sulfitos melhora os sintomas da asma,;

C) a exposicao de individuos que nao sédo sensiveis aos sulfitos
representa um risco muito pequeno a essas pessoas;

d) os sulfitos ndo sao desnaturados pela cocg¢ao;

e) os sulfitos sédo altamente reativos na presenca de substancias dos
alimentos, como proteinas, amido e acUcares. Eles ndo sdo eliminados pelo
processo de lavagem dos alimentos;

f) 0s sulfatos ndo provocam o0s mesmos efeitos adversos dos
sulfitos. Eles s&o inertes ao organismo e ndo necessitam ser evitados pelos

individuos sensiveis aos sulfitos.
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2.4.8 Pesquisas de consumo e limites maximos permit  idos

De acordo com Anderson, Cunningham & Lindstrom (1994), a ingestao
relativa de enxofre (como % do total diario) € dominada pelos alimentos fontes
de proteina (proteinas relacionadas a cisteina), com uma contribuicdo
relativamente pequena dos aditivos: produtos lacteos, ovo, carne e graos, que
correspondem a 70-80 % do total. Para criancas de 6 a 11 meses, as férmulas
infantis correspondem, somente, a 8 % da ingestdo de enxofre, enquanto os
produtos lacteos (integral, a 2 %, magro, chocolate e leite evaporado)
correspondem a, aproximadamente, 30 %; os produtos lacteos a,
aproximadamente, 18 % para criancas de 2 anos, cerca de 15 % para criancas
de 14 a 16 anos, aproximadamente 7 % para adultos de 25 a 30 anos, e cerca
de 5 % para idosos de 60 a 65 anos. Respectivamente, os produtos carneos
representam 11, 16, 22 e 11 % da ingestéo total de enxofre. O pao branco é o
cereal considerado a fonte mais importante de enxofre, correspondendo a 3 %
do total para criancas de 6 a 11 meses e 5-9 % para 0s outros grupos.

No Brasil, varios alimentos podem ser sulfitados. Os limites maximos

permitidos (LMP) pela legislacéo brasileira estdo presentes na Tabela 3.

Tabela 3 — Limites maximos de sulfitos nos alimento s em que podem
ser adicionados, de acordo com a legislacdo brasile ira.

Alimentos Limite maximo (g/100g — g/100mL
expresso em SO , residual)

Acucar refinado 0,002
Batata cozida descascada (somente 0,01
metabissulfito de sodio)

Batatas fritas congeladas 0,01
Bebidas alcodlicas fermentadas 0,01
Bebidas alcodlicas mistas 0,01
Bebidas ndo alcodlicas a base de soja 0,004
Bebidas ndo alcodlicas gaseificadas e 0,004

nao  gaseificadas (subcategorias:
prontas para o consumo e preparados

liquidos)
Camardes e lagostas (exclusivamente 0,003 (no produto cozido)
na matéria-prima apoés a captura) 0,01 (no produto cru)

Cervejas (somente ditionito) 0,006
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Alimentos

Limite maximo (g/100g - g/100mL
expresso em SO , residual)

Coco ralado

Cogumelos

Cooler

Filtrado doce

Frutas dessecadas
Frutose

Geléias artificiais

Jeropiga

Legumes e verduras desidratadas
Leite de coco esterilizado
Leite de coco pasteurizado
Licores de frutas

Mistela composta
Néctares de frutas

Passas de frutas

Picles

Polpas de  vegetais (incluindo
cogumelos, fungos, legumes,
hortalicas, raizes e tubérculos,

castanhas e algas marinhas)

Puré de vegetais (incluindo cogumelos,
fungos, legumes, hortalicas, raizes e
tubérculos, castanhas e algas
marinhas)

Raiz-forte (polpa de rabano ou wasabi)
(somente metabissulfito de sédio)
Sangria

Saqué

Sidras

Suco de caju

Suco de caju com alto teor de polpa
(diluicdo 1:9)

Sucos de frutas

Vinagres

Vinhos

Vinhos compostos

Vinhos de frutas

Xarope de glicose
metabissulfito de calcio)

(exceto

0,02
0,005
0,035
0,035

0,01
0,002

0,02

0,01

0,02

0,01

0,03

0,01
0,025

0,02

0,15

0,01

0,03

0,06

0,05 no p.s.c.

0,035
0,035
0,035

0,0333 no p.s.c.
0,30

0,02
0,02
0,035
0,025
0,035
0,004

No p.s.c. = no produto a ser consumido
Fonte: adaptado de Machado, Toledo & Vicente (2006) e ABIA (2001).
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No Reino Unido, no final da década de 70, ja era observada uma
variacdo muito grande na quantidade permitida para uso de sulfitos — de 50-70
ppm em bebidas carbonatadas, coco ralado, cerveja e iogurte a 50.000 ppm em
cervejas finas. Havia limites intermediarios entre 2000 e 2500 ppm para
hortalicas desidratadas — exceto batata — (550 ppm) e para frutas
desidratadas. Para 0s outros produtos havia variagdo de 100-450 ppm
(WEDZICHA, 1981a).

Na Espanha, na década de 90, o maximo permitido nas partes
comestiveis de camarbes congelados era de 150 mg/kg, quantidade n&o
excedida pelos valores meédios encontrados, ou seja, entre 105,3 e 115,8
mg/kg, em pesquisa realizada por Hardisson et al. 2002. Devido a falta de
dados de consumo diario de camardo, estimou-se que as porcdes médias
consumidas pelos espanhdis eram de 100, 150 e 200 g. Dessa forma, a
ingestdo estimada de sulfitos (considerando as concentracdes de sulfitos nas
partes comestiveis de produtos congelados, sem perda durante a fervura) seria
10,5-11,58, 15,8-17,37 e 21,06-23,16 mg, o que se mostrou distante da IDA.
Em ocasifes como o Natal ou outras celebracdes, a porgéo ultrapassava 400 g
e a ingestao de sulfitos seria de 42,12-46,32 mg, podendo ser maior que a IDA
para uma pessoa de 65 kg (45,5 mg/dia). O conteudo médio de sulfitos
determinado das partes ndo comestiveis foi de 2428,4 mg/kg e isso poderia
representar um aumento consideravel em seu consumo, ja que existe o habito,
entre os espanhois, de degustar essas partes antes de despreza-las durante o
consumo de pratos com camarao.

Na Australia, permite-se 0 uso de sulfitos em uma grande variedade de
alimentos, em concentracdes que variam de 29 a 3000 mg/kg (BARNETT,
1985). Em estudo envolvendo a Australia e a Nova Zelandia foram coletados
dados analiticos disponiveis em relagdo a concentracdo de sulfitos nos
alimentos. Nos grupos de alimentos que era permitida a adicdo de sulfitos,
alguns alimentos analisados apresentavam concentragcdes que excediam o

LMP. Em contrapartida, em alguns alimentos nos quais ndo era permitida a
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adicdo de sulfitos, tais como carne fresca e frutas e hortalicas processadas,
foram detectados residuos de sulfitos. Os dados mostraram, por exemplo, que
algumas amostras de salsicha excediam o LMP em 500 mg/kg e de licores em
115 mg/kg (ENVIRONMENTAL HEALTH SERVICE, 1996).

A existéncia do risco em exceder a IDA est4, provavelmente, relacionada
aos grupos populacionais que possuem padrdes monétonos de consumo de
alimentos, incluindo aqueles que s&o importantes fontes de sulfitos. As criancas
possuem um risco maior devido ao seu elevado consumo de alimentos por kg
pc. Se os sulfitos estiverem presentes, nos niveis preconizados pelos LMP, no
vinho, na cerveja e nas bebidas carbonatadas, uma parte consideravel da
populacédo pode exceder a IDA (LECLERCQ et al. 2000).

Os americanos consumiam, na década de 80, diariamente, em média, 6
mg de equivalentes de SO,. E possivel consumir quantidades maiores de
sulfitos. Uma refeicdo hipotética com alface adicionada de sulfitos, batatas
desidratadas (puré), camardo e vinho pode alcancar um total de 93 mg de
equivalentes de SO, (TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR & BUSH, 1986). A
cerveja acrescenta 0,4 mg per capita por dia e o vinho de 0,8 a 3,7 mg. Dessa
forma, a média de consumo levando em consideracdo as bebidas é de 10 mg.
Por outro lado, estima-se que o consumo dos individuos considerados grandes
consumidores de alimentos sulfitados possa chegar a 180 mg de equivalentes
de didéxido de enxofre por dia (BEHRE, 1986). Em 1973, Gibson & Strong
relataram um consumo médio per capita de 2 mg SO, / dia derivados de
alimentos solidos e bebidas ndo-alcodlicas, sendo que a cerveja contribuia com
mais 1,2 mg SO, / dia e o vinho com mais 4,0 mg SO, / dia.

Martin, Nordlee & Taylor (1986) realizaram pesquisa sobre o uso de
sulfitos em saladas em 25 restaurantes e lojas de conveniéncia incluindo alface,
repolho e batata. Das 16 amostras de alface pesquisadas, 81 % estavam
abaixo de 10 mg/kg de SO, total; 15 amostras abaixo de 22 mg/kg e uma
contendo 62 mg/kg. Em relacdo a salada de repolho (coleslau), foram

detectadas quantidades entre 10 e 65 mg/kg de SO, total, com 47 % abaixo de
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20 mg/kg e média de 24 mg/kg. No caso da salada de batata, mais de metade
das amostras apresentou quantidades abaixo de 20 mg/kg.

A existéncia de um risco tedrico em exceder a IDA para sulfitos foi
evidenciada na Unido Européia pelo Método Budget. Os sulfitos sdo usados em
uma variedade de alimentos solidos com LMP que variam de 15 a 500 mg/kg,
com algumas excec¢des com niveis maiores: 600 a 2000 mg/kg em frutas secas,
800 mg/kg em polpa de raiz-forte e em varias bebidas variando de 20 mg/kg em
bebidas carbonatadas a 200 mg/kg em vinhos. Uma das hipéteses levantada foi
que 25 % da ingestéo fisiologica maxima de alimentos podem conter 500 mg/kg
de sulfitos e que 50 % da ingestao fisiolégica maxima de liquidos de um adulto
(100 % em criangas) podem conter 200 mg/L de sulfitos. Dessa forma, por meio
da ingestdo de alimentos e bebidas pode-se alcancar 19 vezes a IDA em
adultos e 33 vezes em criancas. Por esse motivo, na maior parte dos paises
europeus, os sulfitos tém alta prioridade nos estudos de consumo de aditivos
(LECLERCAQ et al. 2000).

Em estudo realizado por Leclercq et al. (2000), a quantidade média de
sulfitos detectada em vinho foi de 92 mg/kg, que é menor que o LMP de 200
mg/kg, estabelecido pela legislagéo italiana. O desvio foi grande, variando
desde quantidades ndo detectadas até 198 mg/kg, préxima ao LMP — embora
em 80 % das amostras a quantidade de SO, tenha variado de 60-135 mg/L.
Considerando os LMP estabelecidos pela Unido Européia e os cardapios
definidos na pesquisa, uma crianga pode alcancar o consumo de 68,33 mg de
sulfitos, o que representa 325 % da IDA para essa faixa etaria (21 mg),
enquanto um adulto pode alcancar o consumo de 123,4 mg, 0 que corresponde
a 294 % da IDA. O conteudo de sulfitos em alimentos cozidos foi bem menor
em relacdo aos seus LMP e nos alimentos industrializados pode ser bem
diferente do conteldo nos alimentos prontos para consumo, pois os sulfitos
apresentam como caracteristica o fato de serem muito volateis. Por essa razéo,
o levantamento dos niveis residuais é necessario para confirmar a existéncia do
risco tedrico associado ao uso do LMP.
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Pesquisas tém demonstrado que individuos que consomem grandes
quantidades de vinho (percentil 95) podem alcancar, s6 com consumo do
mesmo, até 99 % da IDA para sulfitos. A ingestéo, por exemplo, de 8 g de Musili
por uma crianca de 30 kg pode leva-la a alcancar 10 % da IDA, considerando o
LMP, e 7 % considerando a quantidade residual (LECLERCQ et al. 2000).

Na Itélia, a TMDI dos sulfitos foi calculada por meio do consumo médio e
dos LMP da legislacéo italiana (MANZI et al. 1992 apud LECLERCQ et al.
2000). A TMDI obtida foi 54,5 mg, incluindo 20,2 mg do consumo potencial de
vinho (média de consumo de 160 mL per capita). Mais recentemente, em outro
estudo, a TMDI obtida por meio da legislacdo foi de 49,3 mg de sulfitos. A maior
fonte de sulfitos foi o vinho (32 mg), seguido de frutas secas (8 mg) e de peixe
(2 mg) (STACCHINI et al. 1999 apud LECLERCQ et al. 2000). E importante
considerar que esses estudos, apesar de baseados nos LMP, indicam somente
as principais fontes potenciais de sulfitos na populacdo em geral, sem levar em
consideracdo os individuos que consomem maiores quantidades de uma ou
mais categorias de alimentos que contém sulfitos (LECLERCQ et al. 2000).

Na Franca, a analise de dados de consumo em domicilios sugeriu que o
vinho € responsavel por 47 % da exposicéo tedrica aos sulfitos. Peixes e frutas
secas podem ser importantes fontes de sulfitos, mas ha necessidade de mais
estudos, particularmente para criancas (VERGER et al. 1998). A anélise da
exposicdo por meio do consumo também foi realizada baseando-se nas
quantidades residuais nos alimentos no final do processo industrial, mas n&o
nos alimentos prontos para consumo depois do processo de coc¢ado nos
domicilios (MARESCHI, FRANCOIS-COLLANGE & SUSCHETET, 1992).
Francois-Collange et al. (1991) estimaram a média de consumo em 20
mg/dia/pessoa com o risco de exceder a IDA em 5-10 % da populacdo. O
consumo de sulfitos foi estimado em 1,96 mg/dia/pessoa para 0s néao
consumidores de vinho, cerveja e sidra e 31,53 mg/dia/pessoa para a

populacdo que consome tais bebidas (367 mL/dia), que é, respectivamente,
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61,5 % da populacdo acima de 14 anos, 49 % também da populagédo acima de
14 anos e 50 % da populacéo total. Vide Tabela 4.

Dessa forma, de acordo com a pesquisa de Mareschi, Frangois-Collange
& Suschetet (1992), os individuos em risco estdo entre os consumidores de
bebidas alcodlicas cujos niveis de ingestdo de sulfitos podem variar de 10
mg/dia/pessoa para os consumidores ocasionais de vinho a 38-40 mg para 0s
consumidores regulares. Esse niumero pode ser estimado em 4,25 milhdes, o
que significa 9,5 % da populacdo acima de 14 anos e 7,6 % da populagéo total.
Eles podem ser divididos em 28 % (mulheres) e 62 % (homens), na faixa etaria
de 40 a 75 anos.

Tabela 4 - Estimativa das quantidades de SO , ingeridas pela
alimentacdo — Franca (1988/1989).

Alimento Quantidade de SO , % da quantidade
mg/ano/pessoa / alimento
Vinho* 6248 85,3
Sidra* 210,4 6608,4 4,2 90,2
Cerveja* 50 0,7
Sucos de frutas 72 0,95
Frutas e legumes secos 258 3,5
. damasco seco
. Uva passa
Compotas 13,8 718,5 0,2 9,8
Batata desidratada (em 26 0,35
flocos)
Batata descascada 50 0,7
Mostarda 117 1,6
Filés de peixe salgado 181,7 2,5
SO, total 7327 100
(mg/pessoa/ano)
SO, total 21,1
(mg/pessoa/dia)

*: Populacéo acima de 14 anos
Fonte: Francgois-Collange et al. (1991)

Na Holanda, Lowik et al. (1999) concluiram que os principais itens que
contribuiram para a ingestdo de sulfitos foram a cerveja e as bebidas

carbonatadas. Os grandes consumidores (percentii 97,5) de bebidas
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carbonatadas (principalmente criancas) e de cerveja podiam atingir metade da
IDA — embora apenas uma marca de cerveja e uma marca de bebida
carbonatada possuissem sulfitos. Dokkum et al. (1982) calcularam em dieta
total de adolescentes masculinos entre 16 e 18 anos um contetdo médio de
sulfitos de 3 mg, com maximo de 13 mg, sendo que as maiores concentracdes
foram encontradas em carne, frango, ovo, aglcares e doces.

A TMDI de sulfitos excedeu a IDA no percentil 97,5 da populacéo, mas
quando a comparacédo foi realizada com as médias corrigidas (CMTDI, obtida
por meio de informacdes da industria), a média real de ingestdo foi
significativamente menor quanto comparada a estimativa obtida por meio do
uso dos LMP (IDA = 0,7; média=1,34; P90 =2,19; P95 =3,13; P 97,5 =4,34
e CMTDI = 0,97 mg/dia/kg pc). A dieta dos maiores consumidores de sulfitos
incluiu frutas secas, vinho e peixes secos e salgados. Os resultados sao
parecidos com os de outros estudos (FRANCOIS-COLLANGE et al. 1991) e
devem ser tratados com outros meétodos mais precisos e utilizando dados
analiticos. Associados a andlises de alimentos, resultados obtidos na Finlandia
e na Gra-Bretanha indicaram niveis menores de consumo de sulfitos —
respectivamente 0,07 e 0,31 mg/kg pc/dia (PENTTILA et al. 1988 e MAFF, 1993
apud VERGER et al. 1998).

Soubra et al. (2006), em estudo realizado em Beirute, no Libano,
avaliaram a ingestdo atual de alguns aditivos alimentares, dentre eles os
sulfitos. A exposigao foi obtida combinando os dados de consumo de alimentos
com os niveis de aditivos nos alimentos, determinados por andlise quimica. A
IDA para sulfitos poderia ser excedida por uma parte da populagao,
principalmente criancas entre 9 e 13 anos, sendo as nozes, o alimento que mais
contribuiria para este cenario ja que sdo consumidas em grandes quantidades
(120 g).

Em estudo recente, Bemrah, Leblanc & Volatier (2008) calcularam a
estimativa de ingestdo para 13 aditivos considerando dois cenarios: 1) os

consumidores ingerem alimentos que podem ou ndo conter aditivos e 2) os
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consumidores sempre ingerem alimentos que contém aditivos. Conclui-se que a
IDA de sulfitos foi excedida por consumidores adultos em 1184 %,
considerando o primeiro cenario. No cenério 2, os grandes consumidores
adultos excedem a IDA em 156,4 % e as criangas em 130,6 %.

No Brasil, Tavares et al. (1987) concluiram que se a pratica de pré-
moagem de carnes vendidas a varejo fosse coibida pelos érgdos competentes,
certamente a ocorréncia do emprego de sais de sulfitos no produto seria
minimizada ou até evitada. Tendo em vista a elevada porcentagem (44 %) de
amostras de carne que apresentaram provas positivas para sais de sulfitos,
colhidas em S&o Paulo e adjacéncias, locais em que existe fiscalizacéo,
presume-se que, em regides onde ela ndo existe ou é praticamente nula, a
ocorréncia deva ser maior. Tancredti & Silva (2007) observaram que, das 56
amostras de carnes bovinas analisadas, provenientes de estabelecimentos
comerciais localizados nas zonas Sul, Norte e centro do Municipio do Rio de
Janeiro, 7,14 % apresentaram resultados positivos para sulfito, demonstrando
que a prética ilegal de adicdo deste conservante em carnes ainda ocorre.

Em estudo realizado por Bragagnolo, Silva & Taniwaki (2001), das 108
amostras analisadas de conservas de cogumelo, 50 (46 %) apresentaram teor
de diéxido de enxofre acima do limite permitido (méximo de 50 mg/kg de diéxido
de enxofre de acordo com a resolugdo CNS/MS 04/88). Altos niveis foram
encontrados em algumas amostras, verificando-se valores de até 1052 mg/kg.
Das 15 amostras comerciais analisadas, 17 (68 %) encontravam-se acima dos
50 mg/kg permitidos pela legislacdo vigente, sendo que 0s niveis variaram de
nao detectado (<0,15 mg/kg) a 1052 mg/kg. Em relacdo as amostras
provenientes dos produtores, os teores de SO, variaram de ndo detectado a
1007 mg/kg, sendo que 61 % das amostras apresentaram valores acima do
permitido. Dos lotes importados utilizados como matéria-prima para posterior
processamento, os valores variaram de ndo detectado a 904 mg/kg, sendo que
23 % das amostras ficaram acima dos niveis aceitos. Observou-se que a

maioria das amostras comerciais nao declarava no roétulo o uso de didxido de
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enxofre. Os altos niveis de dioxido de enxofre encontrados em cogumelos em
conserva evidenciam uma preocupacdo de saude publica, necessitando maior
atuacdo em termos de fiscalizacdo e melhoria do controle de qualidade. Os
resultados microbiolégicos sugerem que niveis baixos de SO, seriam
suficientes para a conservacdo do produto, ndo justificando as altas doses
encontradas.

Ogawa et al. (2003) pesquisaram o teor residual de SO, em camardes da
espécie Litopenaeus vannamei cultivados em viveiros do estado do Ceara e
destinados a exportagcdo. Das amostras, 50,0 % apresentaram valores de SO,
até 100 ppm, 30,8 % situaram-se na faixa de >100 — 200 ppm, 15,4 % entre
>200 e 300 ppm e 3,8 % ficaram acima de 300 ppm, indicando que metade das
amostras analisadas apresentou concentracdes acima do limite maximo aceito
pela legislacdo brasileira (100 ppm), niveis que ndo condizem com as BPF.

Quando a fiscalizacdo era precéaria e os efeitos toxicos ainda ndo eram
bem evidentes, baseando-se em denuncias de que 0s sucos naturais de frutas
do tipo integral disponiveis no comércio apresentavam teores de dioxido de
enxofre acima dos valores permitidos pela legislacdo brasileira (que é de 200
mg/kg), Yabiku et al. (1987) observaram que do total de 473 amostras
analisadas, mais da metade (51 %) apresentou niveis acima do permitido. As
porcentagens de amostras condenadas variavam: 100 % no suco de graviola
(425 — 1099 mg/kg), 97 % no suco de caju (78 — 1439 mg/kg), 68 % no suco de
goiaba (27 — 670 mg/kg), 63 % no suco de maracuja (11 — 890 mg/kg), 56 % no
suco de manga (79 — 447 mg/kg), 39 % no suco de pitanga (154 — 732 mg/kg),
18 % no suco de abacaxi (ND néao detectado < 10 mg/kg — 1128 mg/kg), 9 % no
suco de uva (ND — 325 mg/kg), 7 % no suco de tamarindo (47 — 303 mg/kg) e O
% nos sucos de frutas (ND — 100 mg/kg), tomate (ND — 71 mg/kg), maca (ND),
laranja (ND — 111 mg/kg), tangerina (38 — 114 mg/kg), péssego (ND), limédo (ND
— 40 mg/kg), mamao (ND — 133 mg/kg), banana (ND — 91 mg/kg) e morango
(ND). Se for considerada a ingestdo do suco de caju (nivel maximo encontrado

de 1439 mg/kg, sete vezes acima do permitido), devidamente diluido, por uma



53

crianca pesando 40 kg que, em época de muito calor, ingere aproximadamente
80 mg/kg (até 4 copos de suco) de dioxido de enxofre, o valor estaria muito
acima do recomendado, que € de 28 mg/kg, tendo em vista que a ingestao
diaria aceitavel € de 0,7 mg/kg de peso corporeo por dia.

Machado & Toledo (2007) analisaram, pelo método M-W, 75 amostras de
vinhos (66 de marcas nacionais e 9 de outros paises da América do Sul), 15 de
outras bebidas alcodlicas (sidras, fermentados de frutas, espumantes e filtrados
de vinho), e 39 amostras de sucos de frutas nacionais entre concentrados (37)
e prontos para o consumo (2). Em todas as amostras de vinhos e de outras
bebidas alcoodlicas analisadas (n=90) os niveis de sulfito, expressos como SO,,
ficaram abaixo de 350 mg/L (limite maximo de uso estabelecido pela legislacdo
brasileira), sendo que a maioria das amostras (90 %) apresentou teores de
sulfitos de até 150 mg/L. As amostras de sucos de frutas apresentaram
concentracdes de sulfitos abaixo de 50 % do limite mé&ximo permitido de 200
mg/L (333 mg/L para suco de caju). A exposicdo aos sulfitos pelo consumo de
vinhos foi avaliada combinando niveis médios de sulfitos determinados
analiticamente com estimativas de consumo hipotético em trés cenarios
distintos (consumo diario de 150, 300 ou 450 mL). Os dados de ingestado
indicaram que o consumo diério de 150 mL de vinho pode contribuir com mais
de 50 % da IDA desses aditivos, caso a concentracéo de sulfitos presente seja
igual ou superior a 150 mg/L. A contribuicdo dos sucos de frutas para a
ingestdo de sulfitos foi avaliada utilizando-se dados de consumo de
adolescentes brasileiros, entre 11 e 17 anos, obtidos por um questionario R24.
A ingestdo média de sulfitos a partir do consumo de sucos de frutas ficou
abaixo da IDA. No entanto, estimativas a percentil 95 indicaram que 0 consumo
de sucos de frutas contendo sulfitos em concentracdes iguais ou superiores a
40 mg/L (como foi o caso dos sucos de acerola, goiaba, manga, abacaxi e
tomate) pode resultar em valores de ingestdo desses aditivos iguais ou acima
da IDA. Embora os resultados obtidos nesse estudo indiqguem que as

concentracdes de uso dos sulfitos pela industria de vinhos e sucos de frutas
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estejam abaixo dos limites maximos estabelecidos pela legislacédo brasileira, a
IDA desses aditivos pode ser excedida por individuos que consomem,
regularmente, grandes quantidades desses produtos.

Para Popolim & Penteado (2005), o consumo per capita diario de sulfitos
por adolescentes de um municipio brasileiro teve maior freqténcia de
distribuicdo (23,9 %) no intervalo de 0 a 5 mg SO, sendo a média de consumo
de 3,8 mg SO,. Em relacdo ao consumo de SO,, em mg/kg pc/dia, a maior
frequéncia de distribuicdo (33,5 %) foi encontrada no intervalo de 0 a 0,2 mg
SOy/kg pc/dia, sendo o valor médio de consumo de 0,07 mg SO./kg pc/dia,
estatisticamente diferente (p<0,001) da IDA para sulfitos de 0,7 mg SO./kg
pc/dia.

Machado, Toledo & Caroba (2007) avaliaram a contribuicdo de sucos de
frutas para o consumo de sulfitos por adolescentes de 11 a 17 anos por meio do
R24 e do método M-W otimizado. A média de ingestdo de sulfitos foi inferior a
IDA. No entanto, as estimativas para o P95 indicam que o consumo de sucos
contendo sulfitos numa concentracdo de 40 mg/L ou superior, como o de cereja,
goiaba, manga, abacaxi, tomate, pode levar a ingestdo do sulfito em niveis
iguais ou superiores a IDA. Os resultados sugerem que os adolescentes cujos
padrbes dietéticos com um consumo regular elevado de sucos de frutas
contendo sulfito sédo individuos em risco potencial de exceder a IDA desse

conservante.

2.4.9 Métodos de andlise quantitativa

O total de dioxido de enxofre € a soma das formas livres e das formas
combinadas reversiveis de sulfitos (WEDZICHA, 1992; WEDZICHA &
HERRERA-VILORIA, 1991; BARNETT, 1985).

Uma parte dos sulfitos adicionados ndo é considerada na medida do
diéxido de enxofre total. Em alguns alimentos, os sulfitos adicionados sé&o
convertidos em compostos organicos contendo enxofre, normalmente né&o

identificados, e que sao ingeridos. A industria de alimentos deve investigar as
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reac0es dos sulfitos nos diferentes sistemas alimentares para criar e
disponibilizar uma relacdo completa das reacbes nos produtos ingeridos pelos
consumidores (MODDERMAN, 1986).

Uma questdo importante a ser considerada é a relagcéo entre o didxido de
enxofre mensuravel, livre ou total, e as quantidades adicionadas. Por exempilo,
em biscoitos adicionados de metabissulfito de sédio, dos 150 ppm de
equivalentes de dioxido de enxofre adicionados, 95 ppm formam compostos
organicos desconhecidos e somente 0,2 ppm € medido como residuos totais de
diéxido de enxofre. Neste caso, determinar os equivalentes de di6xido de
enxofre no produto alimenticio ndo mostra a quantidade de sulfitos adicionada
Ou que outros compostos quimicos estdo presentes, como resultado do
tratamento com sulfitos (MODDERMAN, 1986). A distribuigc&o tipica do dioxido
de enxofre na sidra fermentada, por exemplo, € a seguinte: 40 % na forma livre,
sendo 38 % de ion bissulfito e 2 % de SO, molecular; 27 % ligados a
acetaldeido; 12 % ligados a acido galacturdnico; 9 % ligados a piruvato e 12 %
ligados a outros compostos (JARVIS & LEA, 2000).

Os sulfitos livres sé@o o equilibrio de uma solucéo de espécies de enxofre
que consiste de diéxido de enxofre (SO,), bissulfito (HSO3) e sulfito (SO5%),
sendo a concentracdo relativa de cada uma destas trés substancias, uma
funcdo do pH do meio. Os sulfitos ligados, que ocorrem em diferentes formas,
sdo divididos em sulfitos ligados reversiveis e irreversiveis. Os compostos
carbonil, como a glicose, reagem com o bissulfito para formar 1-hidroxialquil-
azolilo. Estas substancias séo revertidas em dioxido de enxofre porque elas se
decomp&em em compostos carbonil e espécies de enxofre tais como sulfito e
bissulfito. Os sulfitos ligados irreversiveis sdo formados quando as espécies de
enxofre reagem com Aalcalis ou compostos aromaticos para formar acidos
sulfurados. O método M-W e outros métodos podem ser usados para
determinar os sulfitos livres ou ligados, embora procedimentos analiticos

especiais possam ser desenvolvidos para determinar os produtos das reacdes
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irreversiveis (LOWINSOHN & BERTOTTI, 2001; PIZZOFERRATO, DI LULLO &
QUATTRUCCI, 1998; WARNER et al 1986).

Varios métodos classicos e padronizados estao disponiveis para a
determinagdo dos sulfitos em alimentos, tais como, espectrofotometria,
quimioluminescéncia, potenciometria, amperometria, sendo que o0s métodos
enzimaticos tém ganhado maior significAncia na andlise industrial e de
alimentos pela sua alta seletividade, mas poucos sdo passiveis de uso na rotina
moderna (LOWINSOHN & BERTOTTI, 2001; FERRARINI et al. 2000;
TRENERRY, 1996; SAFAVI & ENSAFI, 1991; BEUTLER, 1984; SULLIVAN &
SMITH, 1985). A Tabela 5 apresenta levantamento de diversos métodos de
analise utilizados desde a década de 80, bem como as matrizes / substancias
analisadas.

Tabela 5 — Técnicas utilizadas em estudos realizado s nas ultimas trés
décadas para quantificacdo de sulfitos em matrizes alimentares e outras
substancias.

Titulo original do artigo Técnica utilizada Matrizes / Referéncia
substéncias
analisadas
»  Ripper procedure for Método Ripper por Vinhos VAHL &
determining sulfur dioxide in titulacdo iodométrica CONVERSE, 1980
wine: collaborative study direta
* Food additives and food Acidificacdo seguida de Vérios grupos de DOKKUM et al.,
components in total diets in  destilagdo em atmosfera alimentos 1982
the Netherlands de dioxido de carbono

com solugao de
perdxido de hidrogénio

= A new enzimatic method for Método enzimatico com Vinhos, cerveja, BEUTLER, 1984
determination of sulphite in  uso da enzima sulfito sucos, especiarias,
food oxidase isolada de geléias e batatas

figado de frango e
NADH' peroxidase de
microrganismos

=  Determination of sulfite in Cromatografia ibnica Sucos de frutas, vinho SULLIVAN &
foods by ion associada ao aparato de  branco, frutas secas, SMITH, 1985
chromatography destilacéo do M-W? entre outros
= lon chromatographic Extracdo com &cido Maga seca, sucos de  ANDERSON et al.,
determination of sulfites in fosférico 2 N e analise frutas, cogumelo, 1986
foods por cromatografia ibnica cebola,
com detector batata, vinhos, entre
eletroquimico outros
= Uses and analysis of Métodos M-W?, Xarope de milho COKER, 1986
sulfites in the corn wet iodométrico e

milling industry pararosanilino
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Titulo original do artigo

Técnica utilizada

Matrizes /
substancias
analisadas

Referéncia

Sulfite residues in
restaurant salads
Evaluation of Monier-
Williams and committee
methods for bisulfite
determination as used by
the potato processing
industry

Determination of sulfur

dioxide in grapes and wines

Determination of sulfite in
food by flow injection
analysis

Reevaluation of Monier-
Williams Method for
determining sulfite in food
Analytical coulometry in
Monier-Williams sulfite-in-
food determinations

Headspace liquid

chromatografhic technique

for the determination of
sulfite in food

Pesquisa de sais de sulfito
em carnes comercializadas

a varejo na regiao

metropolitana de S&o Paulo

Niveis de conservadores
intencionais em sucos
naturais de frutas
comercializados no Brasil

Total sulfur dioxide
residuals in fresh
mushrooms washed in
sulfite solutions

Sulfite analysis by ion

exclusion chromatography:
applications to the food and

beverage industries
Determination of sulfite in

foods by headspace liquid

chromatography

Analysis of sulfites in shrimp

using rapid distillation
followed by redox tritation

Método M-W*

Método M-W?

Método Ripper

Andlise por injecdo em
fluxo (FIA% baseada na
descoloracao do verde
de malaquita para
indicar a presenca de
SO,

Método M-W*

Colorimetria associada
ao aparato do método
M-W?

Cromatografia liquida
headspace

Tratamento com acido
cloridrico e uso de
solucao de iodo e de
cloreto de bario
Destilagdo M-W? com
modificagbes
relacionadas ao &cido,
a concentragdo do
indicador e ao sistema
de destilag&do usado
Método M-W? otimizado
pelo FDA?

Cromatografia de
excluséo de fons

Cromatografia liquida
headspace

Método M-W’ e
destilacao rapida
seguida de titulacao
iodométrica

Saladas de alface e
batata e coleslaw
Produtos de batata

Vinhos

Vinhos, suco de maga,
damasco e maca
SEecos,
batata, cebola em
conserva, camarao,
repolho e alface
Brécolis, uvas, suco
de limao, cogumelos,
entre outros
Frutas secas, batata
desidratada, cerveja,
vinho e vinagre de
vinho
Vinhos, flocos de
batata, suco de maca,
camaréo, entre outros

Carnes

Sucos naturais de
frutas (graviola, caju,
goiaba,
maracuja, manga,
abacaxi, uva, entre
outros)
Cogumelos

Frutas secas, amido
de milho, cerveja,
entre outros

Vinhos, flocos de
batata, suco de maca,
camaréo, entre outros

Camarao

MARTIN, NORDLEE
& TAYLOR, 1986
MOYLAN, BOWES
& PAPPIN, 1986

OUGH, 1986

SULLIVAN et al.,
1986

WARNER et al.,
1986

GREYSON &
ZELLER, 1987

LAWRENCE &
CHADHA, 1987

TAVARES et al.,
1987

YABIKU et al., 1987

BEELMAN,
BARDEN &
EDWARDS, 1988

KIM, KIM & SMITH,
1988
LAWRENCE &
CHADHA, 1988

SIMPSON et al.,
1988
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Titulo original do artigo

Técnica utilizada

Matrizes /
substancias
analisadas

Referéncia

Optimized Monier-Williams
method for determination of
sulfites in foods:
collaborative study
Evaluation of an HPLC
method for the
determination of sulphiting
agents in foods

A comparison of selected
methods for determining
sulfite in prawns

Determination of sulfite in
food products by an enzyme
electrode

Liquid chromatographic
determination of free and
total sulphites in fresh
sausages

Kinetic spectrophotometric
determination of traces of
sulphite

Survey of sulphites
determined in a variety of
foods by the optimized
Monier-Williams method

Estimation of sulphite in
food in France

Improved method for
determination of sulfites in
shrimp

Residual levels of free and
total sulphite in fresh and
cooked burgers

Enzymatic determination of
sulfite in foods: NMKL
interlaboratory study
Determination of total and
free sulfite in unstabilized
beer by flow injection
analysis

Método M-W* otimizado ~ Suco de frutas, hominy

pelo FDA?

Método HPLC®
combinado com
procedimento M-W?
modificado

Método M-W?,
destilacéo rapida e
método enzimatico

Eletrodo com sulfito
oxidase associado a
eletrodo com peréxido
de hidrogénio

Extracdo com diferentes
solventes e andlise por
cromatografia ibnica
com detector
eletroquimico
Determinacédo
espectrofotométrica
baseada na reacgao do
sulfito com o verde
brilhante

Método M-W? otimizado
pelo FDA?

Método Ripper
modificado

Extracéo com diferentes
solventes e analise por
cromatografia ibnica
com detector
eletroquimico e método
M-W?

Método M-W? e HPLC®

Método enzimatico
(NADHY

Andlise por injecdo em
fluxo (FIA%)

(flocos de milho) e
proteina de marisco

Cerveja, suco de
grapefruit, geléia,
mostarda, puré de
batatas, camarao,
agucar, vinho
Camaréo

Alimentos secos e
bebidas

Lingtiica fresca

Sucos de frutas

Frutas secas
(damasco, péssego),
batata,
camarao, suco de
frutas, cogumelos e
outros
Vinho, cidra, cerveja,
frutas secas,
mostarda, entre outros

Camaréo

Hamburgueres crus e
cozidos

Flocos de batata,
vinho, maca
desidratada e sucos
Cerveja

HILLERY et al.,
1989

PIZZOFERRATO,
QUATTRUCCI & DI
LULLO, 1990

WILLIAMS,
SLATTERY &
NOTTINGHAM,
1990
MULCHANDANI,
GROOM & LUONG,
1991

PAINO-CAMPA,
PENA-EGIDO &
GARCIA-MORENO,
1991

SAFAVI & ENSAFI,
1991

DANIELS et al.,
1992

MARESCHI,
FRANCOIS-
COLLANGE &
SUSCHETET, 1992
ARMENTIA-
ALVAREZ, PENA-
EGIDO & GARCIA-
MORENO, 1993

ARMENTIA-
ALVAREZ et al.,
1993
EDBERG, 1993

BENDTSEN &
JORGENSEN, 1994
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Titulo original do artigo

Técnica utilizada

Matrizes /
substancias
analisadas

Referéncia

Determination of sulphite by
use of a fiber-optic
biosensor based on a
chemiluminescent reaction
Sulphite analysis of food
ingredients: false positive
responses with butter
flavourings in the optimized
Monier-Williams method
The determination of the
sulphite content of some
foods and beverages by
capillary electrophoresis

Determination of sulphite in
wines by gas-diffusion flow
injection analysis utilizing
spectrophotometric pH-
detection

Presencia de sulfites en
carne picada y preparados
de carne elaborados en
industrias de la comunidade
valenciana

Determination of free,
bound and total sulphites in
foods by indirect
photometry-HPLC

Flow injection
spectrophotometric
determination of free and
total sulfite in wines based
on the induced oxidation of
manganese(ll)
Determination of sulfur
dioxide in wines by gas-
diffusion flow injection
analysis utilizing modified
electrodes with
electrostatically assembled
films of tetraruthenated
porphyrin

Sodium bisulfite analyses in
shrimp by ion selective
electrode, sulfite oxidase,
and modified Monier-
Williams

The determination of total
SO; in grape juice: a
comparison among five
methods

Determinagao por
biosensor de fibra 6ptica
baseada em reacéo de
quimioluminescéncia
Destilagdo M-W?
otimizada pelo FDA*

Destilagdo M-W? para
liberar SO,
subseqlente oxidacao
de sulfito a sulfato e
quantificagcéo utilizando
eletroforese capilar
Andlise por injecdo em
fluxo (FIA%) com
deteccdo fotométrica
utilizando uma célula de
difusédo gasosa

Método qualitativo de
descoloracao do verde
de malaquita

Método M-W? e HPLC®
com deteccéo
fotométrica indireta

Determinacéo
espectrofotométrica por
injecao em fluxo
baseada na oxidag&o do
manganés

Analise por inje¢céo em
fluxo (FIA%) por
amperometria com
membrana de porfirina
tetrarutenada

Métodos enzimatico e
M-W? modificado e
eletrodo seletivo de ions

Métodos de destilacéo,
M-W? modificado,
titulagéo iodométrica
Ripper-Schmitt e
enzimatico

Diversos alimentos

Margarina, vinagre e
aroma de manteiga

Vinhos, vegetais
frescos, damasco
seco, mostarda,
camarao, dentre
outros

Vinhos

Produtos carneos

Cerveja, suco de
grapefruit, geléia,
mostarda, puré de
batatas, camarao,
agucar, vinho
Vinhos

Vinhos

Camarao

Sucos de uva

HLAVAY &
GUILBAULT, 1994

SU & TAYLOR,
1995

TRENERRY, 1996

DECNOP-WEEVER
&
KRAAK, 1997

LAUZURICA &
FAYQOS, 1997

PIZZOFERRATO, DI
LULLO &
QUATTRUCCI,
1998

SILVA et al., 1998

AZEVEDO et al.,
1999

GERDES et al.,

1999

FERRARINI et al.,
2000
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Titulo original do artigo Técnica utilizada Matrizes / Referéncia
substéncias
analisadas
Sulphite binding in cidres HPLC® baseado na Sidras JARVIS & LEA,
formagao de DNPH?® 2000
Analytical techniques for the HPLC® baseado na Sidras e vinhos LEA, FORD &

estimation of sulphite
binding components in
ciders and wines

Dietary intake exposure to
sulphites in Italy — analytical
determination of sulphite-
containing foods and their
combination into standard
meals for adults and
children

Avaliagdo dos teores de
dioxido de enxofre e da
qualidade microbiolégica de
cogumelos em conserva
Determination of sulphite in
wine by coulometric tritation

Elimination of disturbing
effect caused by sulphur
dioxide for sulphur
determination in wines by
ICP-OES

Use of a copper electrode in
alkaline medium as an
amperometric sensor for
sulphite in a flow-through
configuration

Content of sulphite in frozen
prawns and shrimps

Survey of stable sulfur
isotope ratios (**S/*2S) of
sulfite and sulfate in foods

Highly sensitive N-(9-
acridinyl)maleimide (NAM)
fluorometry to determine
sulfite below ppm level in
environmental and
biological samples
Determination of sulfite in
dried garlic by reversed-
phase ion-pairing liquid
chromatography with post-
column detection

Kinetic spectrophotometric
determination of sulfite
using a full curve (PLS) and
a fixed time method

formacao de DNPH® e
método enzimatico

Método M-W?

Destilacdio M-W?
modificada por Shipton

Extracédo de SO, com
acido hidrocloridrico e
quantificagdo utilizando
titulacdo colorimétrica
com iodo
Espectrofotometria por
emisséo Optica com
plasma ligado por
inducao

Analise por inje¢cdo em
fluxo (FIA®) com
deteccdo amperométrica
utilizando eletrodo de
cobre )
Destilacdo M-W?,
método AOAC’ (1984)
Espectrometria de
massa

Determinacéo
fluorométrica

Cromatografia liquida
ion pareada de fase
reversa com coluna
posterior de deteccao

Espectrofotometria com
uso de curva (PLS?) e
método de tempo fixo

Vinhos, cerveja,
produtos de batata,
legumes e cogumelo,
produtos com frutas
secas, entre outros

Cogumelos em
conserva

Vinhos

Vinhos

Suco de uva e vinhos

Camaréo

Vinhos, sucos, frutas
secas, sidras,
produtos carneos,
entre outros
Vinho, cerveja

Alho desidratado

Soluges de sulfito

FOWLER, 2000

LECLERCQ et al.,
2000

BRAGAGNOLO,
SILVA & TANIWAKI,
2001

LOWINSOHN &
BERTOTTI,
2001

SARUDI et al., 2001

CORBO &
BERTOTTI, 2002

HARDISSON et al.,
2002
KELLY et al., 2002

MEGURO et al.,
2002

PERFETTI &
DIACHENKO, 2002

GHASEMI &
MOHAMMADI, 2003
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Titulo original do artigo

Técnica utilizada

Matrizes /
substancias
analisadas

Referéncia

Sulfite analysis of fruits and
vegetables by high-
performance liquid
chromatography (HPLC)
with ultraviolet
spectrophotometric
detection

Teor residual de SO, em
camardes congelados
exportados pelo estado do
Ceara

Indirect FIA amperometric
determination of sulphite
based on the autocatalytic
generation of Cu®*
complexes

Determination of free sulfite
in wine by zone
electrophoresis with
isotachophoresis sample
pretreatment on a column-
coupling chip

Energy transfer
electrogenerated
chemiluminescence for the
determination of sulfite
Length detection - flow
analytical system using
autocatalytic reaction

Direct determination of
sulfite in food samples by a
biosensor based on plant
tissue homogenate

Simple methods for rapid
determination of sulfite in
food products

Nickel(Il) complexes with
tetraaza macrocycles in the
electrocatalytic oxidation of
sulfite

Rapid microstill
determination of free and
total sulfite in wine with
conductimetric detection

Determinacao de sulfito
livre e ligado utilizando
HPLC® com detector de
uv®

Método M-W? otimizado

Andlise por injecdo em
fluxo (FIA% indireta por
amperometria baseada
na geracao de
complexos de Cu®*
Eletroforese de zona
com pré tratamento das
amostras com is6topos
em chip acoplado a
coluna

Quimioluminescéncia
com transferéncia de
energia

Sistema analitico por
fluxo usando sistema de
reacao auto catalitica
sulfito de sédio/peroxido
de hidrogénio
Biosensor
amperomeétrico com
homogeneizado de
tecido de planta. No
estudo foi utilizado
Malva vulgaris que
contém a enzima sulfito
oxidase em grande
quantidade

Métodos pararosanilina-
formaldeido modificado
e 5,5'-ditiobis(2-acido
nitrobenzdico)
Determinacéo por
oxidagéo eletrocatalitica
com complexos de
niquel

Microdestilacéo
otimizada

Conserva de vegetais,
puré de batata
desidratado e maga
desidratada

Camarao

Vinho e sucos de
frutas

Vinho

Acucar refinado

Solugdes de sulfito de
sddio e peréxido de
hidrogénio

Biscoito, cerveja e
vinagre

Cerveja e produtos
desidratados

Soluges de sulfito

Vinho e suco de uva

McFEETERS &
BARISH,
2003

OGAWA et al., 2003

LOWINSOHN et al.,
2004

MASAR et al., 2004

ZHANG, ZHANG &
Ql, 2004

KATO, KUBOTA &
IGARASHI, 2005

SEZGINTURK &
DINCKAYA,
2005

LI & ZHAO, 2006

VILLAGRAN et al.,
2006

McLEOD & DAVEY,
2007
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Titulo original do artigo Técnica utilizada Matrizes / Referéncia
substancias
analisadas
= Dietary exposure of children Método enzimético Biscoitos, nozes, SOUBRA et al.,
and teenagers to (NADHY sucos, doces, geléias, 2007
benzoates, sulphites, acucar, batata, entre
butylhydroxyanisol (BHA) outros

and butylhydroxytoluen
(BHT) in Beirut (Lebanon)

*  Fraudes por sulfito de sédio Método M-W? Carne bovina pré- TANCREDTI &
(SO-) em carnes bovinas moida SILVA, 2007
comercializadas na cidade
do Rio de Janeiro, RJ

=  Amperometric determination Andlise por injegao Vinho CHINVONGAMORN
of sulfite by gas diffusion sequencial (SIA 0) por et al., 2008
sequential injection with amperometria com
boron doped diamond eletrodo de diamante
electrode revestido de boro

*  Analytical determination of ~ Método M-W? Sucos de frutas MACHADO et al.,
sulphites in fruit juices 2008
available on the Brazilian
market

TNADH: Nicotinamida-adenina-dinucleotideo — forma reduzida

2 M-W: Monier-Williams

% FIA: flow injection analysis

4 EDA: Food and Drug Administration

® HPLC: High Perfomance Liquid Chromatography ou cromatografia liquida de alta performance

° DNPH: Dinitrophenylhydrazine ou dinitrofenilhydrazina

” AOAC: Association Official Analytical Chemistry

8 PLS: Partial Least Squares

° UV: ultraviolet

% SIA: sequential injection analysis

Preconiza-se a existéncia de um método que possa mensurar compostos
nos produtos alimenticios que estejam, inequivocadamente, correlacionados
com a quantidade de sulfitos adicionados. O método n&do precisa medir,
necessariamente, todos o0s constituintes quimicos resultantes do agente
adicionado, porque isto € impraticavel como uma rotina de controle, mas ele
pode medir alguns indicadores do tratamento com sulfitos que tenham relacéo
comprovada com a quantidade adicionada (FERRARINI et al. 2000;
MODDERMAN, 1986). Atualmente, tem-se a disposicdo meétodos para o0s
equivalentes de didéxido de enxofre total baseados no método M-W. Este
método mede o dioxido de enxofre livre (ou seja, os sulfitos residuais) e o

dioxido de enxofre que € combinado reversivelmente com componentes
alimentares (COKER, 1986; MODDERMAN, 1986; BARNETT, 1985).
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A classe de métodos que requer destilacdo longa de uma suspenséo ou
solucdo do alimento em &cido remete a publicagdo original de M-W (1927).
Estes métodos tém atraido atencdo porque, relativamente, poucas substancias
sdo comumente encontradas no alimento que séo suficientemente volateis para
passar por um condensador e produzir acido sulfarico na reagcdo com peroxido
de hidrogénio no baldo. Na verdade, poucos alimentos nao tratados com sulfitos
obtém falso positivo mesmo a niveis abaixo de 10 ppm (calculados como
dioxido de enxofre). As hortalicas do género Allium e Brassica e proteina de
soja isolada sao excecodes a esta regra (FAZIO & WARNER, 1990).

Tipicamente, cebola e repolho néo tratados fornecem respostas na faixa
de 3 a 20 ppm de dioxido de enxofre; proteina isolada de soja e alho fornecem
niveis de 30 e 200 ppm, respectivamente, mesmo na auséncia de tratamento
com sulfitos. Tentativas para distinguir entre esta resposta aos sulfitos naturais
e a resposta por conta dos sulfitos adicionados ndo sera bem sucedida se a
destilacgo M-W for usada para o0 isolamento porque, na verdade, €,
predominantemente, o didxido de enxofre que destila no baldo. O refluxo de 105
minutos no aquecimento do acido cloridrico aparentemente hidrolisa compostos
que ocorrem naturalmente, como diéxido de enxofre. Isto mostraria que
analises com técnicas que evitam as condi¢cdes muito rigorosas da destilacao
ainda detectariam sulfitos nas hortalicas Allium e Brassica, embora a niveis
mais baixos que aqueles determinados pelos métodos tipo M-W (FAZIO &
WARNER, 1990).

Indmeros procedimentos utilizam a destilagdo M-W, que pode ser
substituida por outras técnicas de quantificagdo mais seletivas como a
colorimetria, a cromatografia de ions e a polarografia. Estes procedimentos sédo
mais sensiveis do que a quantificacdo por titulagcdo e a gravimétrica; por esta
razdo, amostras menores podem ser usadas para cada determinagédo. Isto pode
ser uma vantagem significante na analise de alimentos. O fato do procedimento
M-W requerer uma amostra de 50 a 100 g é uma vantagem porque a mesma

pode ser selecionada sem muito preparo, 0 que, invariavelmente, leva a perda
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dos sulfitos. Em termos de seletividade, uma pequena vantagem se deve ao
tamanho da amostra porque a destilagdo efetivamente separa o dioxido de
enxofre da solucédo do alimento e dos compostos interferentes. Os métodos que
dependem da destilacdo ndo podem distinguir entre o didxido de enxofre
derivado dos sulfitos minerais adicionados e do didxido de enxofre obtido como
resultado da hidrélise de compostos que ocorrem naturalmente no alimento
(FAZIO & WARNER, 1990; WARNER & FAZIO, 1987).

O método M-W permite detectar os sulfitos que estejam em quantidades
acima de 10 ppm em alimentos (WARNER & FAZIO, 1987). Este € um método
que fornece maiores informacgdes nos produtos com sulfitos adicionados do que
nos produtos com sulfitos livres. Tem a vantagem adicional de que tem sido
aplicado em varios sistemas alimentares, provando ser um meétodo consistente.
A maior parte do tempo gasto no método M-W é usada para coletar a amostra,
e a experiéncia tem demonstrado que o tempo gasto é necesséario para
converter todos os sulfitos reversivelmente ligados em compostos mensuraveis
(SO2). Uma desvantagem, que ndo o torna menos importante, é o fato de que
h& uma reducdo nas espécies de sulfitos livres com o tempo, que reagem com
componentes dos alimentos. Tal fato pode levar a um alto coeficiente de
variabilidade durante a analise, particularmente nos alimentos com baixo nivel
residual de sulfitos. O método M-W é demorado, ndo podendo ser utilizado
como um método de rotina em laboratérios, e a destilacdo de outros acidos
volateis pode ser um fator complicador (TAYLOR & BUSH, 1987,
MODDERMAN, 1986; TAYLOR & BUSH, 1986; WEDZICHA, 1981b).

O método M-W foi o primeiro de muitos métodos analiticos para sulfitos,
dependente da acidificagdo do produto, seguida pela fase de vapor, com a
transferéncia do dioxido de enxofre para uma solucdo de peréxido de
hidrogénio (H,0,), que é entdo analisada para quantificar o didoxido de enxofre
capturado ou produtos das reacdes. No método M-W (vide aparelho na Figura
1), a porcéo testada é aquecida em uma solucdo de refluxo de &cido cloridrico

(HCI) IN. Um fluxo de nitrogénio introduzido abaixo da superficie da solucdo de
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refluxo permite um fluxo continuo de didxido de enxofre através do condensador
de agua gelada e, por intermédio de um bulbo fixado no condensador, numa
solucdo de H,0O; a 3 %, onde o diéxido de enxofre é oxidado a &cido sulfurico.
O contetudo de sulfitos é diretamente relacionado ao acido sulfurico gerado,
determinado pela titulagdo com hidroxido de sédio padronizado, ou o sulfato é
determinado gravimetricamente como sulfato de bario. A sensibilidade e
seletividade da quantificacao do diéxido de enxofre podem ser aumentadas com
a utilizacdo do acido 2-nitrobenzdéico. Modificagcdes significantes do método
M-W tém aparecido tanto com variagcdes nas condi¢cdes de destilacdo quanto
com diferentes substitutos do sistema de medicdo do di6éxido de enxofre, ou
ambos (LOWINSOHN & BERTOTTI, 2001; GILBERT, 1996; AOAC, 1995;
BARNETT, 1985; SULLIVAN & SMITH, 1985; WARNER & FAZIO, 1987,
ANDERSON et al. 1986; COKER, 1986; WARNER et al. 1986).

Figura 1 — Aparelho de Monier-Williams otimizado. A , canal
adaptador; B, funil separador; C, frasco redondo; D , tubo de gas; E,
condensador Allihn; F, bulbo; G, receptor,ca2,5¢ mi.d. x 18 cm.

Fonte: WARNER & FAZIO, 1987.
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O método M-W é usado para determinar o conteddo de sulfitos nos
seguintes alimentos: frutas secas, batatas desidratadas, cogumelo em
conserva, vinho, suco de laranja, melaco, abacaxi desidratado, pimenta em pg,
amido de milho, camardo descascado congelado, hortalicas desidratadas,
salsicha, gengibre e carne (>20 ppm). O sucesso do uso do método, com esta
variedade de alimentos, demonstra que ele € um procedimento altamente
seletivo, embora alguns compostos organicos possam interferir na andlise
(DANIELS et al. 1992; WARNER et al. 1986).

Algumas modificagbes do método M-W séo descritas na literatura, como
no método Tanner. Tem-se utilizado este procedimento porque a transferéncia
do diéxido de enxofre € completada em 30 minutos, em contraste com o tempo
de 105 minutos exigidos pelo método M-W, e o uso de um acido nédo volatil
(acido hidrocloridrico) reduz o risco da transferéncia do reagente &cido para o
frasco receptor (MOYLAN, BOWES & PAPPIN, 1986; OUGH, 1986; WARNER
et al. 1986). Outra modificagdo substitui o acido hidrocloridrico pelo acido
fosforico. O efeito combinado destas duas mudancas é reduzir o rigor da
destilagdo. A mistura entra em ebulicdo a uma temperatura em torno de 30 C
menor, e pelo fato do &cido fosférico ser mais fraco que o &acido hidrocloridrico,
€ provavel que uma parte das formas combinadas de sulfitos (com os
componentes do meio) ndo resulte em equivalente de didxido de enxofre sob as
condicdes da andlise (FAZIO & WARNER, 1990).

O método Rankine também usa acido fosférico em dois estagios da
analise desenvolvidos para separar os sulfitos livres e combinados no vinho.
Depois da adicdo do &cido fosférico, o nitrogénio movimenta o dioxido de
enxofre derivado dos sulfitos livres na solucdo teste. Entdo, a solucdo é
aquecida até a fervura para remover o didéxido de enxofre das formas
reversivelmente ligadas de sulfitos. Desde que algumas formas ligadas de
carbonil-sulfito, como o a-hidroxi sulfurado, sejam relativamente estaveis a

niveis de pH menores, este método é bem sucedido em separar as formas livre
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e combinada de sulfitos em vinho (FAZIO & WARNER, 1990; WARNER &
FAZIO, 1987).

Com o objetivo de obter vantagem na seletividade das destilacbes e
reduzir o tempo de destilacdo de 105 minutos do método M-W, bem como o
esforco associado a montagem do aparato de destilacdo, alguns procedimentos
usam a destilacdo rapida como um procedimento de quantificacdo seletivo, tais
como a polarografia ou a cromatografia de ions. Estas destilagcbes requerem
atencdo constante para evitar, por exemplo, superaguecimento da solucéo,
diferentemente das destilacbes M-W. Os esforcos para solucionar estes
problemas pela limitagdo da taxa de fluxo do nitrogénio ou pelo controle da
temperatura do alimento em solugcdo ou suspensao para reduzir a ebulicdo
levam a uma reducdo de perdas. Basicamente estes procedimentos tém
substituido a destilacdo M-W bem caracterizada e facilmente controlada por
uma destilacdo pouco controlada que permite obter resultados variados nas
maos de diferentes operadores, usando diferentes materiais de vidro. A
tentativa em reduzir a destilagdo por causa do superaquecimento pode também
conduzir a resultados menores porque as formas mais resistentes de sulfitos
nao serdo suficientemente hidrolisadas para cobrir o equivalente de diéxido de
enxofre (AOAC, 1995; FAZIO & WARNER, 1990; WARNER & FAZIO, 1987;
BARNETT, 1985).

Em resumo, os métodos que se baseiam na destilacdo tipo M-W para
separar o diéxido de enxofre do alimento oferecem pouca vantagem sobre o
proprio método M-W porque o resultado analitico é limitado pela destilacdo. As
hortalicas Allium e Brassica e proteina isolada de soja mostram dioxido de
enxofre mesmo na auséncia de tratamento com sulfitos como resultado da
hidrélise acida rigorosa no processo de destilagdo (FAZIO & WARNER, 1990).

O uso da destilagdo gasosa rapida seguida de uma titulacdo por iodo
permite uma determinacdo rapida e acurada do residuo de sulfitos totais em
camardo. Os valores para o método da destilagdo rapida variaram de 6 a 212

ppm enquanto os do método M-W variaram de 6 a 241 ppm para camarfes nao
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tratados e tratados, respectivamente. A analise estatistica n&o indicou
diferencas significativas (p>0,05) para os niveis residuais abaixo de 100 ppm,
diferentemente dos niveis proximos ou acima de deste valor (p<0,05). Em
relacdo ao método de destilacdo, os residuos de sulfitos em camardo foram
analisados usando uma unidade de destilacdo rapida Kjeltec equipada com
alguns tubos de amostra de 500 mL, modificados para a mudanca de lado.
Aproximadamente 10 g de camardo fatiado bem fino foram colocados no tubo
de amostra com 50 mL de &gua deionizada. Os tubos com as amostras séo
colocados sob a unidade de destilacdo com 30 mL de HCI a 33,33 %. Cada
amostra foi entdo destilada com o vapor enquanto que no condensador foi
sendo titulada simultaneamente com solu¢do de iodo 0,02N contendo amido
como indicador. A solugcédo de iodo foi padronizada com tiossulfato de sodio
0,1N. A concentragao de sulfitos foi calculada usando a seguinte equagéo: ppm
de SO, = VxNx32x1000/W, onde V é o volume (mL) de I, consumido, N é a
normalidade da solucédo de I, durante o trabalho, 32 é o peso equivalente de
SO, e W é o peso (g) da amostra. O método M-W foi modificado com o uso do
nitrogénio grau 5 no lugar da solugcdo de pirogalol. Aproximadamente 50 g do
camarao fatiado bem fino foram destilados por 125 minutos em 350 mL de agua
contendo 90 mL de HCI 33,33 %. O SO, evaporado foi coletado em 10 mL de
agua oxigenada (H.0,) 3 % e titulado com hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N,
usando vermelho de metila como indicador. A concentragdo de sulfitos foi
calculada usando a seguinte equacdo: ppm de SO, = (3,203)x(mL NaOH
0,1N)/peso da amostra em kg (SIMPSON et al. 1988).

Tém sido desenvolvidos procedimentos que dependem da conversédo dos
sulfitos a dioxido de enxofre e da transferéncia da fase de vapor para separar a
porcdo analitica do alimento e outras substancias interferentes. As condi¢cdes
empregadas, de qualquer modo, sdo consideravelmente semelhantes aquelas
usadas no método M-W. Infelizmente ndo existem dados disponiveis para
demonstrar em que grau estas condi¢cdes reduzem o didéxido de enxofre obtido

dos compostos sulfurados que ocorrem naturalmente e sdo encontrados em
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algumas hortalicas e proteina isolada de soja. Os métodos nesta categoria
utilizam um “headspace” sobre uma solugcdo aquosa acidificada (FAZIO &
WARNER, 1990).

A concentracdo de dioxido de enxofre no “headspace” € medida e entédo
deve ser usada para computar a concentragdo na amostra do alimento
analisado. Essencialmente os métodos requerem uma estimativa ou a
determinacdo da subdivisdo do coeficiente para diéxido de enxofre entre a
solucéo e a fase gasosa. Na maioria dos casos o acido € adicionado a amostra
para alterar o equilibrio sulfito-bissulfito-diéxido de enxofre para didxido de
enxofre, que se subdivide entre a solucdo e a fase gasosa. Se os a-hidroxi
sulfurados dissociam-se lentamente a um pH baixo, somente uma pequena
porcentagem destas substancias contribuem para o dioxido de enxofre no
equilibrio do sistema. Uma segunda amostra é tratada a um pH alcalino para
causar a dissociacdo dos a-hidroxi sulfurados. A solucdo € entdo acidificada
para a etapa de isolamento/determinacdo. O sucesso deste procedimento
depende do fato de que a recombinacdo dos sulfitos com compostos carbonil é
relativamente lenta, comparada com a subdivisdo do dioxido de enxofre entre a
solucédo e o “headspace” (AOAC, 1995; FAZIO & WARNER, 1990; WARNER &
FAZIO, 1987).

Tem sido descrito procedimento de cromatografia liquida “headspace”
(Liquid Chromatography — LC) que capta o didxido de enxofre “headspace”
sobre uma solucdo acida ou uma suspensdo de alimento na solucdo que é
entdo submetida a separacdo por LC. Usa-se uma solugdo altamente alcalina
para converter todas as formas livres de sulfitos a anion sulfito com dupla carga
e causar a dissociacdo imediata das formas de sulfito carbonil ligadas, como o
produto da adicdo de bissulfito e acetaldeido. Para prevenir perda de sulfitos
pela oxidacdo, adiciona-se manitol e sais de ferro na solucdo de extracdo
alcalina. N&do ha como determinar se estes expedientes sdo suficientes para
prevenir a perda de sulfitos durante o trabalho porque € usado o produto da

adicdo de bissulfito-acetaldeido estavel para tratar as amostras de alimento.
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Também, ndo € possivel determinar como o coeficiente de subdivisdo é
determinado e usado para corrigir os resultados para repeticdo (FAZIO &
WARNER, 1990).

A cromatografia liquida também pode ser utilizada para determinar o
conteudo de sulfitos livres e o de sulfitos ligados reversiveis. As amostras sdo
tratadas com solucdo aquosa de formaldeido a 2 % para converter os sulfitos
em sulfonato de hidroximetano, cuja quantificacdo € realizada em coluna de
fase reversa, que utiliza reacdo com KOH seguida de uma reacao colorimétrica
com o reagente de Ellman a pH 6,3. A deteccao fotométrica a 412 nm quantifica
0 anion 3-carboxi-4-nitrotiofenolato, com absortividade molar elevada, que € o
produto da reacdo entre os sulfitos e o reagente de Ellman. O método permite
quantificar os sulfitos a baixas concentracdes (ppm). O método tem potencial
para ser usado rotineiramente na quantificacdo das formas livres e
reversivelmente ligadas em alimentos (ARMENTIA-ALVAREZ et al. 1993,
LAWRENCE & CHADHA, 1988; WARNER & FAZIO, 1987, LAWRENCE &
CHADHA, 1987).

Foi desenvolvido um método “headspace” utilizando cromatografia
gasosa (Gas Chromatography — GC) para vinhos e sucos. O método é usado
com certa freqiéncia para estes alimentos por causa do interesse no dioxido de
enxofre livre. Embora seja reconhecido que o método tem um valor
desconhecido quando aplicado a alimentos com baixa atividade de agua porque
a subdivisdo do diéxido de enxofre entre o alimento e o “headspace” mudaria
(FAZIO & WARNER, 1990).

Existem procedimentos que nao utilizam a destilagéo ou a transferéncia
da fase gasosa, mas requerem a conversdo dos compostos derivados de
sulfitos a dioxido de enxofre para quantificacdo. A eficiéncia da conversédo de
compostos derivados de sulfitos a didoxido de enxofre provavelmente tem maior
influéncia no resultado final do que o procedimento de medi¢éo utilizado (FAZIO
& WARNER, 1990).
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Originalmente, a analise por injecdo em fluxo (FIA) utiliza a conhecida
descoloracdo do verde malaquita pelos sulfitos. O alimento € tratado com um
sal de mercurio para estabilizar os sulfitos como um complexo sulfito-mercurio.
Esta é a base quimica usada pelo procedimento West-Gaeke para o dioxido de
enxofre no ar. A reacdo colorimétrica é relativamente ndo especifica; por esta
razdo, a mistura sulfitos/alimento € acidificada para converter os sulfitos a
dioxido de enxofre, que entdo migra através de uma membrana de Teflon que
separa a amostra da solucdo de verde malaquita. Os resultados publicados
sugerem que o método é limitado para determinar niveis =2 50 ppm de diéxido
de enxofre na maior parte dos alimentos (CASTRO & LUQUE-GARCIA, 2000;
FAZIO & WARNER, 1990; REIS et al., 1989).

Atualmente, é uma técnica analitica que envolve a injecdo de uma
solugdo da amostra num fluxo continuo. Um dos procedimentos descritos é
baseado na reagdo da pararosanilina e usa uma célula de difusdo de gas para
separar o SO, da amostra. Apesar de promissora, esta técnica,
especificamente, possui problemas relacionados a reacao entre o formaldeido e
SO.. Por outro lado, € uma técnica extremamente rapida, permitindo a deteccéo
do contetdo de SO, em aproximadamente 60 s, e bastante sensivel, permitindo
a deteccdo de niveis a 0,1 ppm. Além disso, os instrumentos sdo relativamente
simples (RUIZ-CAPILLAS & JIMENEZ-COLMENERO, 2009; SULLIVAN et al.
1986). Bendtsen & Jorgensen (1994) realizaram modificacfes resultando em
menor dispersdo, em um método mais estavel devido a estabilizagdo de
solugdes padréao e na reducao do erro pelo uso de uma curva de calibragdo néo
linear.

Azevedo (1999) e Winnischofer (2004) utilizaram célula FIA construida
especialmente para a deteccdo de sulfitos. Segundo os pesquisadores, 0
método FIA modificado € um método intrinsecamente diferencial e usa
mecanismos de transporte de massa hidrodindmicos, o que o torna altamente
sensivel, podendo-se detectar até nanogramas de amostra, em condi¢cdes
ideais.
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A cromatografia de exclusao de ion (lon Chromatography — IC) requer a
conversao para dioxido de enxofre (FAZIO & WARNER, 1990). A cromatografia
de ions é uma técnica bem conhecida para determinar ions como anions,
cations, acidos organicos, metais de transicdo, aminas, fendis, surfactantes e
acucares em varios tipos de alimentos. A IC é utilizada para determinar
rapidamente a concentracdo da solucdo e, desta forma, a concentracao teédrica
de sulfitos. A IC pode ser uma alternativa ao método M-W por ser rapida,
altamente sensivel (de 1 a 1600 ppm) e de custo compativel (ANDERSON et al.
1986; SULLIVAN & SMITH, 1985). Para Kim, Kim & Smith (1988), este método
fornece uma determinacao rapida e acurada do total de sulfitos em alimentos e
bebidas (frutas secas, hortalicas, batatas, coco, sopa instantanea, camarao,
vinho e suco de fruta) com sensibilidade abaixo de 10 ppm sendo, portanto,
uma alternativa ao método M-W.

Comparando cromatografia liquida de alta performance (High
Perfomance Liquid Chromatography — HPLC) com o método M-W, os niveis de
formas ligadas avaliados pelo método M-W apdés o aquecimento,
particularmente no mosto de uva, foram afetados devido a anions volateis
destilados. Como conseqtiéncia, os sulfitos totais, calculados como a soma das
fracOes livre e ligada, sdo superestimados. Esta superestimacdo dos niveis de
sulfitos nos alimentos pode ser evitada utilizando um método de andlise
seletivo, como o proposto no HPLC, que evita a interferéncia potencial de
substancias volateis, derivadas dos alimentos e dos compostos quimicos
utilizados (LEA, FORD & FOWLER, 2000; HLAVAY & GUILBAULT, 1994,
PIZZOFERRATO, QUATTRUCCI & DI LULLO, 1990).

Armentia-Alvarez et al. (1993) concluiram que o método HPLC e o
método M-W otimizado tém a mesma precisdo (p=0,05), quando foram
comparadas as meédias de concentracdo de sulfitos totais, embora tenha havido
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) entre as quantidades de
sulfitos. O contetdo de sulfitos determinado em hamburgueres pelo método M-

W otimizado € menor que o encontrado usando HPLC; isto pode ser explicado
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pela presenca de agentes interferentes ou devido a eficacia diferente dos
tratamentos iniciais que estéo relacionados a dissociacdo das formas ligadas. A
presenca de agentes interferentes no HPLC pode acontecer nos
cromatogramas correspondendo a amostras de hamburgueres sem sulfitos e na
coluna de cromatografia com a sua ndo observancia devido ao aditivo. No
método M-W, a interferéncia pode acontecer devido a substancias de natureza
alcalina que podem prejudicar a conservagédo das amostras e as condi¢cdes sob
as quais ocorre a destilagdo. Desta forma, admite-se que em hambdurgueres, a
extracdo alcalina pode levar a uma maior liberacdo das formas ligadas de
sulfitos do que em meio acido. Neste caso, a etapa mais comum na anélise de
sulfitos € o tratamento alcalino inicial a que a amostra é submetida.

O método espectrofotométrico € baseado na formacdo de cor entre a
pararosanilina, o formaldeido e os sulfitos e tem uma sensibilidade limitada. Em
estudo desenvolvido por Hlavay & Guilbault (1994), um biosensor de fibra ¢ptica
foi desenvolvido para determinar os sulfitos em alimentos. A SOD e a POD
(sulfito peroxidase) foram imobilizadas em diferentes membranas. Primeiro, a

SOD imobilizada foi usada para gerar H,O, como se segue:

S03% + O, + H,0 SOD S0,% + H,0,

v

z

O perdoxido de hidrogénio €é detectado por uma reacdo
quimioluminescente usando luminol (5-amino-2,3-dihidro-fitalazina-1,4-diona) a
pH>9:

luminol + 2H,0, + HO™ POD _  3-aminofitalato + N, + 3H,0 + hv
(Amax = 430 nm).

A determinacdo cinética de micro quantidades de sulfitos tem sido
pesquisada. Neste método os sulfitos catalisaram a decomposi¢cdo do bromato

em meio acido. Embora outros anions contendo enxofre, como tiocianato e
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tiossulfato, possam interferir. Em estudo desenvolvido por Safavi & Ensafi
(1991), a determinacdo de sulfitos se baseou na reacdo entre sulfitos e verde
brilhante a pH 7.

Os métodos baseados na eletroforese capilar (Capillary Electrophoresis —
CE) estdo ganhando aceitacdo como um procedimento analitico consistente. Os
procedimentos de CE sdo freqUentemente rdpidos e com custo compativel
quando comparados com outras técnicas instrumentais e tém a vantagem
adicional de que a maioria das determinacdes pode ser conduzida usando a
mesma membrana de silica fundida. O método CE € capaz de detectar o
conteudo de sulfitos de uma variedade de alimentos, inclusive daqueles que
tradicionalmente ndo sdo analisados pelo método M-W. Ele monitora os niveis
de sulfitos livres de outros compostos volateis que devem interferir na titulagdo
acido-base. O limite de deteccdo é o mesmo do método M-W, ou seja, 5 mg/kg
(TRENERRY, 1996).

O meétodo colorimétrico ndo tem sido muito utilizado a despeito de
importantes vantagens como sua acuracia e precisdo. Quando o metodo
colorimétrico é empregado de forma constante, ele oferece a possibilidade de
gerar uma titulacéo in situ de um precursor esperado com 100 % de eficiéncia,
tornando a padronizacdo dos reagentes desnecessaria (LOWINSOHN &
BERTOTTI, 2001). Os dados obtidos por Greyson & Zeller (1987) demonstram
gue o método colorimétrico € comparavel com os procedimentos preconizados
pelo FDA e pela Association Official Analytical Chemistry (AOAC), sendo uma
alternativa a titulacdo acido-base. Embora a colorimetria ofereca as seguintes
vantagens: a) ela permite uma medida confortavel de sulfitos no nivel <10 ppm,
dificilmente obtido pela titulacdo acido-base ou pela determinagédo gravimétrica
de sulfato; b) a medida colorimétrica é mais rapida que os protocolos da AOAC,
oferecendo resultados em menos de 15 minutos (embora seja reconhecido que
o procedimento que utiliza pararosanilina possa conduzir a uma anélise mais
rapida que o protocolo de destilacdo); c) os instrumentos colorimétricos nao

necessitam da preparacdo de solucdes padrdo para titulagdo ou para o
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desenvolvimento de curvas padrédo; d) a compleicdo de uma analise com 0s
instrumentos colorimétricos é clara, ou seja, a taxa de titulacdo pode ser
monitorada tanto visualmente quanto pelo computador, e o fim da analise pode
ser determinado pela anotacdo do ponto em que a taxa de titulacao atinge zero;
e) a titulacdo iodométrica sobre uma célula colorimétrica ndo é sensivel a
acidos volateis nas amostras ou a qualquer outro que possa ser produzido no
processo de destilacdo. Esta Ultima vantagem também foi apontada por Su &
Taylor (1995) tanto para 0 meétodo colorimétrico com utilizagdo de
pararosanilina quanto para os procedimentos com SOD.

Um eletrodo enzimatico que usa SOD e um eletrodo de peréxido de
hidrogénio foi desenvolvido para a determinagcdo de sulfitos em varios
alimentos. A enzima é ligada com a albumina sérica bovina via glutaraldeido e
conectada a uma area sensivel do eletrodo polarogréfico. O eletrodo detecta o
peroxido de hidrogénio durante a oxidagdo dos sulfitos a sulfato pela SOD na
presenca de oxigénio como receptor de elétron. O eletrodo de enzima exibe
uma resposta linear (MULCHANDANI, GROOM & LUONG, 1991).

Na maioria das vinicolas da Califérnia, o método Ripper é normalmente
utilizado para determinar o SO, livre e total. Ele é simplesmente uma titulagdo
direta com iodo. Os vinhos se tornam acidos pela adicdo de H,SO,, sendo
entdo as amostras tituladas para verificacdo do conteddo de SO, livre
(FERRARINI et al. 2000; OUGH, 1986). O método Ripper também é o método
mais comum para andlise do SO livre (TAYLOR & BUSH, 1987; TAYLOR &
BUSH, 1986; BARNETT, 1985).

No caso do xarope de glicose, a utlizacdo do método M-W é
preconizada, embora ndo possa ser utilizado rotineiramente devido ao tempo
despendido. Desta forma, os métodos iodométricos aparecem como uma boa
alternativa. A principio a amostra é diluida e tratada com hidroxido de sodio
para liberar o dioxido de enxofre. A solucdo é entdo acidificada e o acido
sulfuroso é determinado por titulagdo com uma solucéo iodada padréo, usando

0 amido como um indicador final. Pode ser utilizado o iodeto de potassio para
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dissolver o iodo. A diluicdo do reagente iodado é variavel, podendo ir de 0,01 a
0,05 N. A sensibilidade do indicador de amido utilizado diminui com o aumento
da temperatura. E necessario, desta forma, manter a solugdo da amostra e
todos os reagentes a uma temperatura de 25 T ou me nos (COKER, 1986).

A determinacdo enzimatica € aplicavel em andlises quantitativas de
sulfitos a niveis abaixo de 100 mg SO,/kg. Para concentracdes muito pequenas,
o tipo de alimento € importante. Na analise de amostras sélidas ou quando os
sulfitos se aderem a particulas, como nos sucos, um desvio padrdo alto é
esperado (EDBERG, 1993; MULCHANDANI; GROOM & LUONG, 1991;
BEUTLER, 1984).

Para Barnett (1985) outras consideracbes metodoldgicas (métodos
indicativos) podem ser feitas:

- A reacdo especifica dos sulfitos com o cloridrato de rosalanina e o
verde malaquita é utilizada em testes rapidos de coloracdo e em determinacfes
colorimétricas. Estes testes sdo aplicados em carnes e cerveja e fornecem
resultados precisos com o minimo de interferéncia dos componentes dos
alimentos.

- Existe fita para teste de sulfitos (Merck™) para estimar os sulfitos em
solucdes de imersdo, como as utilizadas para reduzir a deterioracdo de
camardes destinados a exportagcdo. A fita torna-se vermelha, aumentando a
intensidade com o aumento da concentracédo de sulfitos. A deteccdo pode ser
feita em intervalos de 10 a 500 mg/L SO..

- Outro teste comercial se baseia na utilizacdo da enzima SOD associada
com NADH/NAD" (Boehringer-Mannheim™). O sistema é bastante seletivo e
sensivel. A Unica interferéncia vem do acido ascorbico que deve ser removido
das amostras com alto teor. O método pode ser usado em concentracdes de
SO, de 0 a 100 mg/kg.

Williams, Slattery & Nottingham (1990) testaram trés métodos
comparativamente ao M-W: destilacédo rapida a vapor, HPLC e teste enzimatico,

em camardo. Andlises estatisticas demonstraram que o0s niveis de sulfitos
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determinados em solu¢cdes padréo pela destilagdo rapida foram muito proximos
daqueles obtidos pelo método M-W, mesmo com a aplicagdo de fator de
correcdo. O mesmo foi observado em relagdo ao método HPLC. O teste
enzimatico foi insatisfatorio para analises de sulfitos em camardes.

Nas Tabelas 6, 7 e 8 sdo mostrados dados comparativos de andlise de
sulfitos em diversos alimentos, demonstrando, de modo geral, uma grande
variacao dos resultados. E na Tabela 8, observa-se reducdo da quantidade de
sulfitos em sucos industrializados comercializados no Brasil, o que pode
demonstrar maior atuagdo da vigilancia sanitaria, além do que existe,

atualmente, maior conhecimento em relacéo aos efeitos toxicos do SO,.

Tabela 6 — Resultados da determinacdo de SO , pelos métodos
Monier-Williams (M-W) e cromatografia liqguida de al ta performance
(HPLC).

Amostra SO, adicionado Sulfitos, SO , ppm
(ppm) M-W HPLC
Padréao 12 11 11
Paté de anchova 179 150 147
Cerveja 12 10 10
Couve de bruxelas 26 25 25
Suco de grapefruit 24 21 21
Geléia 196 169 159
Mostarda 240 202 194
Cebola desidratada 306 334 309
Puré de batatas 116 101 102
Ameixa seca 214 178 178
Camarao 117 143 122
Acucar 174 169 170
Vinho 100 88 83

Fonte: adaptada de Pizzoferrato, Quattrucci & Di Lullo, 1990.



Tabela 7 — Resultados da determinacdo de SO
analise de injecdo em fluxo (FIA), Monier-Williams
(Color.) e enzimético (Enzym.).
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» pelos métodos de
(M-W), colorimétrico

Produto Tratamento Sulfitos, ppm
de sulfitos, FIA M-W Color. Enzym.
% usada

Vinho branco A? 92 165 105 93
Vinho tinto A 49 91 70 112
Suco de macé 0 ND(1,5°  NS(7)° NS(5)° NS(5)°
Suco de macé 0,01° 88 87 104 72
Suco de macé 0,05° 478 448 493 420
Guacamole 0 ND(10) NS(11) NS(33) ND(33)
Guacamole 0,05° 653 494 785 558
Damasco seco A 1710 2043 2010 1680
Batatas 0 ND(6) ND(16) NS(20) NS(20)
Batatas 0,4' 284 263 295 210
Batatas 2,0 1544 1492 2104 1338
Cebolas picadas A 13 36 14 22
Camaréo do 0 ND(2) NS(11) NS(5) ND(5)
Golfo
Camardo do 1,259 192 131 204 174
Golfo
Camaréo do 5,0° 603 496 623 632
Golfo
Camaréo 0 ND(2) NS(11) NS(5) ND(5)
Camarao 0 ND(2) NS(6) NS(5) ND(5)
Camarao 0 ND(2) NS(6) NS(5) NS(5)
Camarao 0 ND(2) NS(6) NS(5) NS(5)
Maca seca A 1694 2091 1764 1744
Alface 0 ND(10)  NS(11) NS(25) ND(25)
Alface 0,4' 465 417 463 311
Repolho 0 ND(10)  NS(11) NS(26) ND(25)
Repolho 0,4' 193 184 176 187

Sulfitos adicionados durante o processamento.

PNao detectado; limite de deteccéo entre parénteses.
°N&o significante; foi detectada resposta positiva mas abaixo do limite de
deteccdo especificado. Limite de detecgdo entre parénteses.

OINa2503 adicionado diretamente ao suco no nivel estabelecido.

°Sulfitos comerciais adicionados no nivel estabelecido.
"1 minuto imerso em solucéo de sulfitos comerciais.

91 minuto imerso em solucéo de NaHSO3.
Fonte: SULLIVAN et al. 1986.
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Tabela 8 — Comparacao entre resultados de analises  de sulfitos pelo
método Monier-Williams (M-W) de estudos brasileiros em diversos tipos
de sucos de frutas industrializados.

Tipo s de suco Yabiku et al. Machado et al.
(1987)* (2008)°
Graviola 425 - 1099 120,8
Caju 78 — 1439
Goiaba 27 -670 <10,0-327,1
Maracuja 11 -890 100,2 — 300,1
Manga 79 — 447 116,2 — 295,6
Pitanga 154 — 732 -
Abacaxi ND® - 1128 130,0 — 316,6
Uva ND — 325 <10,0-14,5
Tamarind o 47 — 303 112,2
Mix de frutas ND - 100 83,4
Tomate ND -71 -
Maca ND -
Laranja ND -111 145.,4
Tangerin a 38-114 -
Péssego ND 150,1
Limao ND — 40 -
Mamao papaia ND - 133 -
Banana ND -91 -
Morango ND -
Cereja - 93,7 -254,4
Caju com maca - 194,1 — 589,3

! sucos naturais de frutas do tipo integral (mg de SO, L™)
% sucos de frutas concentrados (mg de SOs L™)
% ndo detectado
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3 OBJETIVOS

Pela falta de informagbGes na literatura nacional sobre o grau de
exposicao diaria da populacdo brasileira aos sulfitos, utilizados como aditivos

alimentares, os objetivos deste trabalho foram:

3.1 Objetivo geral:
— Avaliar o nivel de sulfitos em produtos alimenticios e estimar seu
consumo por escolares de 52 a 82. séries, do ensino fundamental, de escolas

publicas, do municipio de Sdo Caetano do Sul-SP, Brasil.

3.2 Objetivos especificos:

— Verificar o consumo de alimentos sulfitados contidos na dieta dos
escolares.

— Estimar a ingestdo média de sulfitos pelos escolares.

— Comparar a ingestdo média de sulfitos a ingestao diaria aceitavel.

— Comparar os limites maximos permitidos de sulfitos em alimentos pela
legislacéo brasileira com os dados de consumo alimentar.

— Analisar quantitativamente o nivel de sulfitos em sucos de frutas.

— Comparar os métodos de andlise quantitativa Monier-Williams

otimizado e analise por injecdo em fluxo modificado.
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4 METODOLOGIA

4.1 Populacéo e local do estudo

Para a realizacao desta pesquisa foram selecionados todos os escolares
adolescentes, de ambos os sexos, que estavam cursando a 5%, 6°., 7% ou 8%
séries, do ensino fundamental de escolas publicas municipais, do municipio de
Sdo Caetano do Sul-SP, Brasil, e que deram suporte a realizacdo desta
pesquisa. As escolas que atenderam a estes requisitos foram Angelo Pelegrino,
SEMEF e Alcina Dantas Feijao.

O critério de excluséo foi a ndo assinatura do termo de consentimento
pelo responsavel do escolar e a falta no dia da coleta. Mesmo com o
preenchimento do termo de consentimento com a anuéncia dos pais, o aluno
poderia se recusar a participar da pesquisa, caso estivesse desenvolvendo
alguma atividade na escola no dia da coleta, de modo a ndo prejudicar suas

atividades escolares.

4.2 Coleta de dados de consumo de alimentos e instr umento de
coleta

A coleta de dados de consumo de alimentos na populacdo em estudo foi
realizada por meio da aplicagdo de questionario de frequéncia de consumo de
alimentos (QFCA) especificamente desenvolvido para esse fim (FISBERG et al.,
2005), utilizando-se como base os alimentos nos quais a legislacéo brasileira
permite o uso de dioxido de enxofre (ABIA, 2001), conforme apresentado no
Apéndice I.

Tendo em vista que todos 0os métodos que avaliam o consumo alimentar
sdo, em algum momento, imperfeitos, e que ndo existe padrdo-ouro em
nutricdo, o questionario utilizado no estudo foi de freqiéncia quantitativa e
qualitativa sobre o consumo de produtos cuja adicdo de sulfitos é permitida de

acordo com a legislacéo brasileira. Esse método foi selecionado pela facilidade
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de aplicacdo, baixo custo e por permitir o conhecimento do consumo habitual
desses alimentos.

O QFCA passou por pré-teste em grupo de individuos com as mesmas
caracteristicas da amostra pesquisada e nas mesmas condi¢Bes previstas para
a coleta de dados, de forma a avaliar a necessidade de ajustes neste
instrumento e a cronometrar a duracdo do processo de coleta. Nesta etapa as
diretoras das escolas municipais solicitaram a retirada das bebidas alcodlicas
do QFCA tendo como justificativa a populacdo pesquisada, adolescentes do
ensino fundamental, e 0s possiveis questionamentos dos pais durante a
assinatura do consentimento e a aplicacdo do QFCA.

As instrucdes para preenchimento do QFCA encontram-se no Apéndice Il
e foram entregues a cada aluno juntamente com o QFCA de modo a esclarecer
davidas e auxiliar no preenchimento. O tempo de coleta era de, no maximo, 30
(trinta) minutos.

A coleta de dados ocorreu em 2007, conforme disponibilidade de
agendamento das escolas e calendario escolar, e 0 QFCA foi aplicado pelo
proprio pesquisador, reunindo os alunos em determinados horarios em sala de

aula ou em auditorio, disponibilizado exclusivamente para este fim.

4.3 Definicdo dos padrbes de comparagao

As porcdes de alimentos adotadas seguiram como padrédo o “Registro
fotografico para inquéritos dietéticos (utensilios e porcdes)” (ZABOTTO, 1996),
a Resolucdo RDC 359/03 (Regulamento Técnico de porcdes de alimentos
embalados para fins de rotulagem nutricional) e o “Manual de Receitas e
Medidas Caseiras para Calculo de Inquéritos Alimentares” (FISBERG &
VILLAR, 2002) em conformidade com a informacéo declarada pelo pesquisado.

As quantidades de sulfitos nos alimentos consumidos foram estimadas
por meio dos LMP estabelecidos pela legislacdo brasileira, conforme
metodologia utilizada em pesquisas realizadas por Leclercq et al. (2000) e
Verger et al. (1998).
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A quantidade per capita de sulfitos consumida foi comparada a IDA de
0,7 mg SOy/kg pc/dia (WHO, 2000). Cada individuo foi, entdo, classificado
dentro do nivel de seguranca ou ndo em relacédo ao consumo de sulfitos. Para a
classificacdo dos grandes consumidores, foi considerado o consumo de sulfitos

acima do percentil 97,5, ou seja, acima de 0,65 mg SO,/kg pc/dia.

4.4 Amostragem de produtos alimenticios para andlis e quantitativa

A metodologia foi baseada naquela preconizada para a elaboracdo da
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO) da Universidade
Estadual de Campinas (NEPA, 2006), quanto a coleta e composicdo das
amostras.

A coleta das amostras de produtos alimenticios foi realizada em
supermercados / hipermercados, responsaveis por cerca de 85 % do total de
compras de alimentos, no municipio de S&o Caetano do Sul, em maio de 2008.

As amostras foram compostas pelas principais marcas comerciais dos
sucos de frutas industrializados concentrados (neste caso, 3 sabores — caju,
maracuja e uva de 3 marcas mais freqlientemente encontradas nas prateleiras
— A, B e C) e duas marcas de agua de coco comercializadas nos locais de
coleta (marcas D e E). Cada amostra (garrafa, frasco ou caixa) foi retirada da
propria prateleira na qual se encontrava em exposicdo, considerando o lote
mais recente do produto. Duas unidades do mesmo lote de cada tipo de produto
foram coletadas no local de venda, sendo realizadas analises em triplicata de
cada uma das unidades pelos métodos de quantificacdo de sulfitos
selecionados.

O contato das amostras com o ar foi minimizado tanto quanto possivel de

modo a evitar a oxidag&o dos sulfitos pelo oxigénio.

4.5 Métodos de analise quantitativa

Os procedimentos metodoldgicos utilizados para a analise quantitativa de

sulfitos por meio dos métodos M-W otimizado e FIA modificado seguiram as
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normas preconizadas, respectivamente, por AOAC (2006), 990.28, e Brasil
(2005), e Winnischofer (2004), Azevedo et al. (1999, 1998) e Araki et al. (1995).

4.5.1 Método Monier-Williams (M-W) otimizado

a) Reagentes

Agua oxigenada (H,0,) a 3 %

Acido cloridrico 4 mol L™

Hidréxido de sédio (NaOH) 0,05 mol L™

Indicador vermelho de metila (0,2 % de solucdo de etanol)

b) Procedimento

A aparelhagem foi montada conforme a Figura 2. Foram transferidos
para os frascos A e B, 43 mL e 7 mL de &gua oxigenada a 3%,
respectivamente. Os frascos A e B foram acoplados ao conjunto de destilacéo,
qgue eram mergulhados em banho de gelo. Foram adicionados 130 mL de agua
bidestilada ou deionizada ao baldo de destilacdo e a agua do condensador foi
aberta. Nesta etapa, cerca de 50g ou 50mL da amostra foram rapidamente
pesadas e transferidas quantitativamente para o baldo de destilacdo. Em
seguida foram adicionados 90 mL de &cido cloridrico 4 mol L™*. O manémetro de
nitrogénio foi aberto, fazendo passar corrente a uma razdo de gas a menor
possivel, de modo que houvesse pressdo positiva no sistema. A manta
aquecedora foi ligada e a ebulicdo no baldo foi mantida por 120 minutos. Os
frascos A e B foram retirados do conjunto de destilagdo. A solucdo do frasco B
foi transferida para o frasco A, lavando com agua bidestilada ou deionizada. 3
gotas do indicador vermelho de metila (0,2 % de solugdo de etanol) foram
adicionadas, titulando-se com uma solucéo de hidréxido de sédio 0,05 mol L™.
Foi feito um branco com 50 mL de agua oxigenada a 3%, adicionadas 3 gotas

do indicador e titulado com uma solucéo de hidréxido de sédio 0,05 mol L™,
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c) Calculo

(A —B) x M x 32,03 x 10° = SO, (ppm)
P

Onde

A = n° de mL de solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,05 mol L™
gasto na titulagédo da amostra

B = n° de mL de solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,05 mol L™
gasto na prova em branco

M = molaridade da solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,05 mol L™

32,03 = peso miliequivalente do SO,

10° = fator para convers&do em ppm

P = peso da amostra, g

d) Aparato

- bureta de 10 mL

- circulador de agua fria

- manta aquecedora

- cilindro de nitrogénio
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Figura 2 — Aparato de destilacdo: canal adaptador, funil separador,
frasco redondo, tubo de gas, condensador, bulboer  eceptor.
Fonte: IAL (1985).

e) Recuperacao

Foram realizados testes de recuperacdo para avaliar a exatiddo e a
repetibilidade do método, utilizando-se fortificacbes com sulfitos na amostra
inicial em concentragdes padréo, utilizando os procedimentos metodoldgicos

descritos anteriormente — itens a) a d).

4.5.2 Andlise por injecdo em fluxo (FIA) modificada

a) Reagentes

Acido sulfarico H,SO4 2,0 mol L™
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 6,8
KNO3 0,2 mol L™
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b) Procedimento

Todas as solucdes foram preparadas com agua Milli-Q water, R > 18
MQ. A solucéo eletrolitica era uma solucdo 0,1 mol L™ de tampé&o fosfato, pH
6,8. Uma solucdo de 0,05 mol L™ de sulfito de sédio foi preparada pela
dissolucdo do sal sélido em agua previamente desaerada, por borbulhamento
com nitrogénio, durante pelo menos 15 minutos. Esta solucéo foi titulada com
KI/l; 2.5x10~% mol L™ e diluida com solucéo de eletrélito desaerada antes da sua
utilizacdo nas analises no sistema FIA. Os frascos das amostras de suco e
agua de coco foram abertos pouco antes do uso, em atmosfera de nitrogénio
(inerte), para minimizar o contato com o oxigénio do ar.

Na célula FIA (Figura 3) foi efetuada a separacdo do sulfito da amostra
real através de difusdo gasosa e sua deteccdo amperométrica, utilizando-se um
eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de porfirina tetrarutenada de
ZnTRP/FeTPPS por montagem eletrostatica, onde o ZnTRP era o
ZnTPyP{Ru(bipy).Cls} (TFMS)s-H,O e o FeTPPS era a meso-tetra(4-
sulfunatofenil)porfirinatoferrato(lll). O equipamento era constituido de uma cela
composta por trés blocos cilindricos, onde na interface entre o bloco superior e
o do meio encontra-se uma membrana de Teflon® responséavel pela separacéo
por difusdo gasosa. Na interface entre o bloco do meio e o inferior encontrava-
se o eletrodo modificado responsavel pela detec¢éo.

A amostra real foi injetada num fluxo de solucdo de H,SO, (2,0 mol L) e
transportada através da primeira parte do bloco (Figura 3A). O SOs* em meio
acido era convertido em SO,, o qual se difundia através da membrana de
Teflon®. O caminho percorrido no separador consistia numa espiral (Figura 3B).
Em fluxo com mesmo sentido, a solucéo carreadora eletrolitica (tampéo fosfato,
0,1 mol L™, pH = 6,8, e KNO3 0,2 mol L™) era transportada através da espiral e
desce por um capilar até encontrar o eletrodo de carbono vitreo modificado com
ZnTRP/FeTPPS. Um eletrodo de referéncia, constituido de Ag/AgCI kci 1,0 m), fOi
montado no sistema através de um contato elétrico. O contra-eletrodo de aco

inox foi montado na saida da solucéo para descarte (Figura 3C). O eletrodo de
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trabalho era conectado ao carbono vitreo por meio de um fio de Platina (Pt)
pressionado contra o eletrodo. Os fluxos do acido sulfdrico e da solucdo
eletrolitica foram mantidos o mais proximo possivel e eram controlados pela
mudanca da altura do reservatério.

A influéncia do volume da amostra, do fluxo da solucdo e do potencial
aplicado foi verificada e as melhores condi¢des (alca de amostragem de 75 uL
— volume da amostra injetado, controle de vazdo de 1,5 mL min™, obtendo-se a
frequéncia superior a 60 determinacfes por hora, e E (potencial) = + 0,9 V
versus Ag / AgCl) foram usadas em todos os experimentos.

c) Calculo

Curva de calibracéo.

Para obter os teores de SO, contidos nas amostras, os valores obtidos
nos gréaficos foram corrigidos em funcao das diferentes diluices de cada tipo de
suco.

d) Aparato

Figura 3 — Célula FIA (A, B e C) e eletrodo.
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e) Recuperacéo

Realizada por meio de injecbes consecutivas de amostras padréo,
utilizando os procedimentos metodoldgicos descritos anteriormente — itens a) a
d).

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por programa estatistico especifico para
esse fim (OriginPro® 8.0), pelo Excel 2007 (Windows Vista) e Epi Info
3.5.1/2008.

A analise quantitativa dos alimentos levantados com o QFCA foi
realizada por meio do Virtual Nutri (PHILIPPI, SZARFARC & LATTERZA, 1996)
do Departamento de Nutricdo da Faculdade de Saude Publica da USP. O
programa também calculou o IMC (indice de Massa Corporal), com base nas
informacOes de peso e altura de cada escolar, estabelecendo a seguinte
classificacdo: abaixo do peso — P5 (menor que 19,9), peso saudavel — P5/P85
(20 a 24,9), sobrepeso — P85/P95 (25 a 29,9), obesidade — P95 (30 a 39,9) e
obesidade morbida — P95 (maior que 40).

Para a comparacdo da média de consumo de sulfitos e da IDA para
sulfitos (valor de referéncia constante) foi aplicado o t-test de Student. Para
testar a dependéncia entre variaveis numericas e/ou categoricas, foi utilizada a

regressao linear multipla.

4.7 Consideracoes éticas

No Apéndice Ill encontra-se o termo de consentimento aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e que
foi enviado as escolas no segundo semestre de 2006, e no Anexo lll, a carta de

autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa para realizagio deste projeto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da populacéo

Foram pesquisados 313 escolares, sendo 178 do sexo feminino (56,9 %)
e do sexo masculino 135 (43,1 %). Em relacdo a idade, a amostra foi composta

por adolescentes entre 12 e 18 anos, com meédia de 14,8 anos (+ 1,3 anos).
Vide Figura 4.

28,1

12-13 13-14 14-15 15-16 16-17 17-18 18-19

Média = 14,8; mediana = 15,0; desvio padrdo = 1,3; maximo = 18,0; minimo = 12,0
Figura 4 - Distribuicdo porcentual dos escolares do ensino

fundamental de escolas publicas, em relacdo a idade (anos), Sédo Caetano
do Sul-SP, Brasil, 2007.

O peso dos escolares variou de 32 a 100 kg, com média de 52,4 kg (
12,6 kg), enquanto a altura variou de 136 a 188 cm, com média de 158,3 cm (+
9,2 cm). Vide Figuras 5 e 6.



91

22,0 24,6

%

32-39 39-46 4£6-53 53-60 60-67 67-74 74-81 B1-8E BE-95 95-102

Média = 52,4; mediana = 50; desvio padrdo = 12,6; m aximo = 100,0; minimo = 32,0
Figura 5 — Distribuicdo porcentual dos escolares do ensino
fundamental de escolas publicas, em relacdo ao peso (kg), Séo Caetano
do Sul-SP, Brasil, 2007.

22,0 24,0

19,8

136- 142 1£2- 148 148- 154 154- 160  160- 166  166- 172 172- 178 178- 184 184- 130

Média = 158,3; mediana = 158,0; desvio padrdo = 9,2 ; maximo = 188,0; minimo = 136,0
Figura 6 — Distribuicdo porcentual dos escolares do ensino
fundamental de escolas publicas, em relacdo a altur  a (cm), Sdo Caetano
do Sul-SP, Brasil, 2006/2007.

Conforme demonstrado na Figura 7, a maior freqténcia de distribuicdo
do IMC também ocorreu dentro dos indices considerados normais
(20 a 24,9 kg/m?), ou seja, 41,2 % da amostra pesquisada no P5/P85, com
média de 20,8 kg/m? variando de 14 a 47,6 kg/m® Nos extremos da
distribuicdo, foi mais comum detectar escolares abaixo do peso (abaixo de
19,9 kg/m?) do que acima do peso (sobrepeso ou obesidade, acima de
25 kg/m?), respectivamente, 46,0 % e 12,7 %. Neste Gltimo caso, somente
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2,2 % dos escolares apresentaram valores acima de 30 kg/m?, considerados

obesos (P95).
16,0 412
®
10,5
1,9 0,3
—EI—_‘-\. .

Mener 18,8 20-24,8 25-299 30-39,9 Maior40

Média = 20,8; mediana = 20,1; desvio padrdo = 4,0; maximo = 47,6; minimo = 14,0
Figura 7 — Distribuicdo porcentual dos escolares do ensino
fundamental de escolas publicas, em relacdo ao IMC (kg/m?), S&o Caetano
do Sul-SP, Brasil, 2007.

5.2. Local de consumo e compra de alimentos

O consumo de alimentos pelos escolares ocorre, quase sempre, em casa
e na escola (68,7 %), mas ainda encontra-se um percentual significativo de
alunos (31,3 %) que preferem consumir os alimentos somente em casa. Isto
ocorre, pois 0s alunos moram préximos as escolas ja que o Municipio de Séo
Caetano € um municipio territorialmente pequeno, o que facilita o deslocamento
casa-escola-casa. Nao existe diferenca para esta escolha entre 0s sexos.

As familias normalmente adquirem os alimentos em supermercados
(31,9 %) ou entdo associam as outras opcdes — feiras e sacoldes (34,5 %), o
gque pode demonstrar certa preocupagdo quanto aquisicdo de alimentos in

hatura.
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5.3 Conhecimentos sobre aditivos

Apesar de ndo ser possivel relacionar o consumo de sulfitos com o
aparecimento de reacOes alérgicas, nesse trabalho, os escolares foram
questionados quanto a existéncia de reacdes alérgicas.

Mais de 50 % dos escolares pesquisados afirmaram possuir algum tipo
de alergia, sendo mais comum as alunas (65,2 %) fazerem tal alegacéo que os
alunos (49,6 %). As causas ou tipos de alergias mais alegadas foram: insetos
(8,8 %), pd/poeira (35,1 %) e rinite (19,3 %). Somente um escolar alegou alergia
a camaréo e a outros alimentos, como chocolate, carne de porco e palmito, por
exemplo. Contudo, ndo se observou a declaragdo de existéncia de algum tipo
de alergia relacionada ao consumo de sulfitos.

Somente 4,2 % dos escolares sabiam o que eram aditivos,
demonstrando desconhecimento quanto a sua importancia para a industria de
alimentos. Em relagdo ao conhecimento dos sulfitos, este percentual se reduz,
ou seja, 1,6 %.

Quanto ao conhecimento da funcdo dos aditivos foram citadas aquelas

mais diretamente relacionadas a conservacéo do alimento.

5.4 Consumo de alimentos sulfitados

Os alimentos, nos quais a legislacdo brasileira permite a adicdo de
sulfitos, mais consumidos, considerando a frequiéncia de consumo, as por¢des
consumidas e o tamanho da porcao, foram: os néctares ou sucos de frutas
(somente 8,3 % dos escolares pesquisados ndo os consumiram), o acgucar
refinado, as batatas fritas congeladas, o coco ralado, o suco de caju e as frutas
secas e cristalizadas, conforme demonstrado na Tabela 9.



Tabela 9 — Distribuicdo percentual dos principais p
a frequéncia de consumo, por¢cdo consumida e tamanho
alimentos do Questionario de Frequéncia de Consumo
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arametros quanto
da porcdo dos
de Alimentos

(QFCA).
Tipo de Numero de vezes Frequéncia de Porcéo Tamanho
alimentos consumido / % consumo / % consumida/  porcao / %
%
Acucar N&o/7,7 Diario/72,7 1 colher/48,8 Pequena/39,4
refinado 1X/24,9 Semanal/22,8 2 colheres/33,6  Média/52,2
2X/33,5 3 colheres/9
3X/14,7
Batata cozida N&o/57,8 Semanal/59,1 1 colher/29,5 Pequena/45,5
industrializada 1X/22,4 Mensal/30,3 2 colheres/15,2  Média/44,7
2X/10,5 1 porcéo/8,3
3X/4,8
Batatas fritas N&o/10,2 Semanal/44,1 1 pacote/35,9 Pequena/22,1
congeladas 1X/37,1 Mensal/39,1 2 porgéo/19,2 Média/54,1
2X/28,1 1 prato/6,8 Grande/23,8
3X/14,1
Camardes e N&o/50,2 Mensal/47,4 1 por¢&o/25,0 Pequenal42,9
lagostas 1X/25,6 Anual/41,7 1 prato/12,2 Média/43,6
2X/8,9 1 colher/9,0
3X/5,1
Coco ralado N&o/31,9 Semanal/26,3 1 colher/52,1 Pequena/52,6
1X/31,9 Mensal/58,6 2 colher/8,9 Média/39,4
2X/13,7 3 colher/8,5
3X/11,2
Cogumelos N&o/59,1 Semanal/31,1 1 colher/50,0 Pequena/32,8
1X/17,3 Mensal/58,6 2 colher/23,4 Média/56,3
2X/13,4
3X/5,1
Frutas secas e N&o/46,8 Semanal/28,7 1 colher/27,7 Pequena/39,2
cristalizadas 1X/23,1 Mensal/42,5 1un/17,5 Média/49,4
2X/12,2 2un/10,2
3X/7,7
Geléias N&o/53,7 Semanal/30,3 1 colher/27,6  Pequena/45,5
artificiais 1X/24,6 Mensal/42,1 1 ponta Média/42,8
2X/8,6 faca/20,7
3X/5,4 2 colher/9,7
Legumes e N&o/90,1 Semanal/25,8 1 colher/32,3  Pequena/64,5
verduras 1X/5,4 Mensal/61,3 1 pacote/29,0 Média/29,0
desidratadas 2X/1,9
3X/1,3
Leite de coco N&o/58,1 Semanal/19,8 1 colher/50,4 Pequena/45,8
1X/18,8 Mensal/60,3 1 vidro/16,0 Média/43,5
2X/10,9 Anual/19,8 2 colher/13,0
3X/5,8
Néctares ou N&o/8,3 Diério/42,9 1 copo/51,6  Pequena/18,1
sucos de 1X/20,1 Semanal/36,6 2 copo/24,7 Média/61,7
frutas 2X/26,5 3 copo/3,8

3X/15,7
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Tipo de Numero de vezes Frequéncia de Porcéo Tamanho
alimentos consumido / % consumo / % consumida/  porcao / %
%

Suco de caju N&o/45,7 Semanal/45,9 1 copo/62,4  Pequena/28,2
1X/29,4 Mensal/61,3 2 copo/24,1 Média/54,1
2X/9,9 3 copo/3,5
3X/5,4

Raiz-forte N&o0/89,5 Mensal/36,4 1 porgdo/84,8 Pequenal/72,7
1X/7,0 Anual/48,5 Média/21,2
2X/2,6
3X/0,3

Picles em N&o/78,6 Semanal/16,4 1 colher/38,8 Pequena/50,7

conserva 1X/10,5 Mensal/65,7 1un/14,9 Média/40,3
2X/17,7 1 vidro/11,9
3X/1,0

Xarope de N&o/86,9 Mensal/51,2 1 colher/63,4 Pequena/56,1

glicose 1X/8,6 Anual/36,6 1/2 colher/9,8 Média/31,7
2X/1,9
3X/1,6

Em pesquisa anterior (POPOLIM & PENTEADO, 2005), com escolares,
mas na faixa etaria entre 14 e 19 anos, a fonte alimentar de sulfitos foi as
bebidas ndo alcodlicas (sucos de frutas industrializados e similares, como
néctares de frutas), consumidas por 81,8 % dos escolares que ingeriram
alimentos sulfitados, com porcentual maior de consumidores de bebidas n&o
alcodlicas na escola publica (94,3 %). Os alunos da escola particular
consumiram maior variedade de fontes de sulfitos.

Varias pesquisas relatam fontes alimentares de sulfitos significativas na
dieta dos individuos pesquisados. Soubra et al. (2006), nozes; Hardisson et al.
(2002), camaréo; Leclercq et al. (2000), frutas secas, bebidas carbonatadas,
vinhos; Lowik et al. (1999), cerveja e bebidas carbonatadas; Verger et al.
(1998), peixes e frutas secas; Francois-Collange et al. (1991), vinho, cerveja e
sidra; Taylor & Bush, alface adicionada de sulfitos, batatas desidratadas (puré),

camarao e vinho; Dokkum et al. (1982), carne, frango, ovo, acUcares e doces.
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5.5 Ingestéo de sulfitos e IDA

O consumo per capita diario de sulfitos teve maior freqiéncia de
distribuicao (48,7%) no intervalo de 0 a 5 mg SO, sendo a média de consumo
de 6,0 mg SO,, conforme demonstrado na Figura 9. Popolim & Penteado (2005)
demonstraram, respectivamente, os seguintes valores, 23,9% e 3,8 mg SO,. O
aumento da quantidade de SO, consumida pode ser por conta da faixa etaria e
da diferenca dos instrumentos de coleta, em 2005, R24, e em 2007, QFCA.
Enquanto o primeiro obteve os alimentos consumidos no dia anterior (1 dia
alimentar), o segundo foi estruturado somente com alimentos cuja legislacéao

brasileira permite a adigdo de sulfitos, excluindo as bebidas alcoolicas.

48,7

%

0-5 5-10 10-15

Média = 6,0; mediana = 6,0; desvio padrdo = 2,9; ma ximo = 15,0; minimo =0

Figura 8 — Distribuicdo porcentual dos escolares do ensino
fundamental de escolas publicas, em relagdo ao cons  umo per capita diario
de sulfitos (mg SO ,), Sdo Caetano do Sul-SP, Brasil, 2007.

O valor maximo de SO, consumido ndo ultrapassou 15 mg ja que néo
foram detectados grandes consumidores. Popolim & Penteado (2005)
detectaram quantidade maxima de 30 mg e niveis de ingestdo de até 0,52 mg
SO,/kg pc/dia devido a presenca de grandes consumidores de sucos de frutas
industrializados (mais de 500 mL/dia) ou, no caso da escola particular, por
associar o seu consumo com bebidas alcodlicas como vinho e cerveja, o que

ndo deve ser uma pratica comum entre adolescentes devido a proibicdo da
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venda/consumo de bebidas alcoodlicas por menores de 18 anos, o que néo foi
observado na populacéo deste estudo.

Machado, Toledo & Caroba (2007) em estudo com adolescentes de 11 a
17 anos relataram que a média de ingestdo de sulfitos foi inferior a IDA. No
entanto, as estimativas para o P95 indicam que o consumo de sucos contendo
sulfitos numa concentracao de 40 mg/L ou superior, como o de cereja, goiaba,
manga, abacaxi, tomate, pode levar a ingestdo do sulfito em niveis iguais ou
superiores a IDA.

No Brasil, Yabiku et al. (1987) ja haviam considerado que se uma crianca
pesando 40 kg, em época de muito calor, consumisse até 4 copos de suco de
caju devidamente diluido (nivel méximo encontrado de 1439 mg/kg, sete vezes
acima do permitido), ela estaria ingerindo, aproximadamente, 80 mg SO, de
didxido de enxofre, valor muito acima do recomendado (28 mg SO, levando em
conta a IDA de 0,7 mg SO,/kg de peso corporeo por dia).

Fazendo calculo semelhante com os dados de analise de sulfitos nos
sucos, obtidos nesta pesquisa (item 5.6), e considerando o peso medio de 52,4
kg, 0 que corresponde ao consumo maximo de, aproximadamente, 37 mg
SO,/dia, pode-se aferir que para nao ultrapassar a IDA:

1) para o suco de caju: consumo maximo de 6,5 copos de 200 mL;

2) para o suco de maracuja: consumo maximo de 3 copos de 200 mL.

Considerando o consumo médio diario de suco pelos individuos
pesquisados, ou seja, 160 mL, os mesmos alcancariam, no maximo, 28,9 % da
IDA, ou seja, 10,6 mg SO,. Mesmo no P97,5 (312 ml de suco/dia), este
percentual seria de 56 %.

Em relagdo ao consumo de SO,, em mg/kg pc/dia, a maior frequiéncia de
distribuigcéo (35,8%) foi encontrada no intervalo de 0,06 a 0,12 mg SO./kg pc/dia
(Figura 9), sendo o valor médio de consumo de 0,12 mg SO,/kg pc/dia para a
amostra pesquisada, que foi estatisticamente diferente (p<0,001) da IDA para

sulfitos de 0,7 mg SO,/kg pc/dia. Este valor médio corresponde a 17 % da IDA.
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0-0,06 0,06-0,12 012-0,18 0,18-0,24 0,24-0,30

19

Média = 0,12 mediana = 0,11; desvio padrdo = 0,06; maximo = 0,29; minimo =0

Figura 9 — Distribuicdo porcentual dos escolares do ensino
fundamental de escolas publicas, em relacdo ao cons umo de SO, em
mg/kg pc/dia, Sdo Caetano do Sul-SP, Brasil, 2007.

Na Tabela 10, Bemrah, Leblanc & Volatier (2008) apresentam
comparativo entre as ingestdes de sulfitos de diversos estudos, bem como os
valores percentuais correspondentes a IDA, incluindo o estudo brasileiro
realizado por Popolim & Penteado (2005). Apesar do valor de consumo de SO,
em mg/kg pc/dia, desta pesquisa (0,12) ser superior ao obtido na pesquisa
anterior (0,06), ambos permanecem bem distantes dos valores apresentados
pelos estudos realizados em paises como Itdlia e Franga, por conta, entre

outros fatores, dos alimentos sulfitados consumidos nestes paises.



99

Tabela 10 — Resultados comparativos de ingestdo de  sulfitos.

ESTUDOS Média % IDA
(mg kg *pcdia™) (0,7 mg kg ™ pcdia™
Franca (MARESCHI, FRANCOIS- 0,033 4,7

COLLANGE & SUSCHETET, 1992):
método segmentado, sem consumidores
de bebidas alcodlicas

Brasil (POPOLIM & PENTEADO, 2005): 0,06 9,0
escolares

Franca: criangas cenario 1/2 0,102/0,249 14,6/35,6
Franca: adultos cenério %2 0,199/0,274 28,4/39,1
Franca (MARESCHI, FRANCOIS- 0,33 47,6

COLLANGE & SUSCHETET, 1992):

método global

Libano (SOUBRA et al., 2007) 0,400 57,1
Franca (MARESCHI, FRANCOIS- 0,525 75,0
COLLANGE & SUSCHETET, 1992):

método segmentado, consumidores de

bebidas alcodlicas médios

Itdlia (LECLERCQ et al., 2000*): criancas 0,780 111,4
considerando dados analiticos

Itdlia (LECLERCQ et al., 2000*): adultos 0,838 119,4
considerando dados analiticos

Franca (VERGER et al., 1998): média sem 1,340/0,970 191,4/138,6
correcdo / média corrigida

Italia (LECLERCQ et al., 2000*): adultos 2,057 293,8
considerando LMP

Itdlia (LECLERCQ et al., 2000*): criancas 2,278 325,4

considerando LMP

*: A mesma combinacdo de refeicbes foi usada para calcular a ingestao
considerando LMP e dados analiticos.

IDA = Ingestao Diaria Aceitavel

MPL = Maximum Permitted Level ou Limite Maximo Permitido (LMP)

Fonte: Bemrah, Leblanc & Volatier (2008)

5.6 Analise quantitativa de sucos de frutas

Existem varios estudos cientificos para determinacdo de sulfitos em
alimentos utilizando metodologias diversas, e entre os resultados obtidos ha
muita variabilidade (BENDTSEN & JORGENSEN, 1994; DANIELS et al., 1992;
FAZIO & WARNER, 1990; HILLERY et al., 1989; SULLIVAN et al., 1986).

A busca por métodos adequados que possam ser utilizados para medir
as concentracbes de espécies que podem estar inequivocamente

correlacionadas com a quantidade de enxofre adicionada ja acontece ha
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décadas. Isto ndo significa que todas as espécies em equilibrio, produtos e
subprodutos resultantes da utilizacdo de sulfito devem ser medidas, mas as
quantidades das principais espécies que podem estar correlacionadas, de
forma inequivoca, com aquelas quantidades realmente adicionadas
(FERRARINI et al., 2000; AZEVEDO et al., 1999; MODDERMAN, 1986). O
método padrdo para a determinagédo da quantidade total de di6xido de enxofre é
o método M-W (COKER, 1986; MODDERMAN, 1986; BARNETT, 1985) e,
consequentemente, todos os métodos alternativos devem ser validados em
comparagdo com 0 mesmo.

A analise por injecdo em fluxo € um método de grande interesse, pois
permite uma analise quimica rapida e conveniente, utilizando pequenas
quantidades de amostras, além de permitir acompanhamento continuo, por
exemplo, em uma unidade de producdo industrial. A deteccdo pode ser
realizada utilizando varios meétodos como o0 espectrofotométrico, a
luminescéncia, a condutividade e o amperométrico. A deteccdo amperométrica
de sulfitos foi escolhida ja que eles podem ser facilmente oxidados sobre a
superficie de eletrodos modificados com materiais especialmente desenvolvidos
e nanomateriais. No entanto, os alimentos sdo misturas complexas de varios
componentes potencialmente interferentes, de tal forma que sensores com alta
seletividade e especificidade devem ser desenvolvidos, a fim de evitar possiveis
erros na andlise. Considerando os métodos amperométricos, 0s principais
interferentes s@o espécies com caracteristicas semelhantes ou com potencial
redox menor do que aquele utilizado para a analise, porque eles estdo
propensos a oxidacdo simultdnea de substancias indesejaveis. Além disso,
existem varias espécies que podem adsorver ou reagir com a superficie do
eletrodo levando ao seu envenenamento e / ou inativagao.

Os sulfitos podem ser facilmente convertidos para SO, gasoso, 0 que
permite sua separacdo utilizando membrana semipermedavel, seguida de seu
recolhimento em outra solucdo. Na realidade, o processo demandado pelo

método M-W é baseado em uma seqiéncia de processos similares (destilacdo /
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adsorcdo). No entanto, o processo de difusdo / recolhimento pode ser
convenientemente realizado em segundos numa célula de difusdo gasosa a
temperatura ambiente. De fato, um sensor FIA com uma célula de difusdo
gasosa integrada com alta sensibilidade e reprodutibilidade para andlises de
sulfitos foi previamente demonstrada por Azevedo et al. (1999) e Winnischofer
(2004). O sensor empregado no presente trabalho é uma evolugédo da verséao
anterior, em que 0s canais e a configuracao do eletrodo foram otimizados para
minimizar o comprimento, o tamanho e o tempo de repeticdo, a fim de
maximizar a produtividade (uma andlise por minuto), a reprodutibilidade e a
sensibilidade das medicdes, que podem ir até cerca de 0,1 ppm, como ja
apontado por Sullivan et al. (1986).

No presente estudo, nenhuma amostra apresentou niveis acima dos
preconizados pela legislacéao brasileira (0,02 g SO, residual/100mL, inclusive as
amostras de suco de caju com alto teor de polpa (diluicdo 1:9), cujo limite
maximo permitido é de 0,30 g SO, residual/100mL, conforme ja apontado por
estudo recente realizado por Machado et al. (2008). Contudo, observaram-se
divergéncias de resultados entre os métodos por conta de influéncia da matriz,
contato da amostra com o oxigénio do ar, apesar dos cuidados preconizados

pelos métodos. Os resultados estdo demonstrados nas Tabelas 11 e 12.



Tabela 11 — Resultados das determinacdes de sulfito

pelo método Monier-Williams (M-W) otimizado em amos

frutas concentrados das marcas A, Be C e em 4gua d

s (mg SO,/L)
tras de sucos de
e coco das marcas D

e E.
Tipos de Faixa de Média (mg CV** (%) Recuperacao
suco / concentragdo  SO,/L) (£DP?*) relativa
marcas (mg SO,/L) média (%)
Suco de caju
A 276,0-277,3 276,7 (x0,9) 0,3 -
B 193,9-202,1 198,4 (+4,1) 2,1 -
C 195,3-200,8 198,1 (£3,9) 2,0 101,3
Suco de maracuja
A 130,9-133,6 132,4 (£1,4) 1,0 101,3
B 108,4-116,0 112,2 (£5,4) 4,8 -
C 121,5-121,8 121,7 (£0,2) 0,2 -
Suco de uva
A < LQ*** _ _ _
B < LQ*** - - 101,2
~ C 10,2-10,9 10,4 (x0,4) 3,9 -
Agua de coco
D 60,7-64,1 62,4 (x2,4) 3,9 -
E 46,7-48,8 47,9 (¥1,1) 2,2 101,1

*. DP = desvio padréao

**: CV = coeficiente de variacédo

*** < LQ = abaixo do limite de quantificacao (10 mg SO-/L)
n = 1 amostra de cada substrato analisada em triplicata
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Tabela 12 — Resultados das determinacdes de sulfito s (mg SO/L)
pelo método de andlise por injecdo em fluxo (FIA) e m amostras de sucos
de frutas concentrados das marcas A, B e C e em 4gu a de coco das

marcas D e E.

Tipos de Faixa de Média (mg CV** (%)
suco / concentracdo  SO,/L) (xDP¥)
marcas (mg SO,/L)
Suco de caju
A 195,8-200,4 198,1 (¥2,3) 1,1
B 212,2-215,6 214,4 (x2,0) 0,9
C 196,9-202,5 199,0 (£3,0) 1,5
Suco de maracuja
A 72,7-74,9 74,1 (£1,2) 1,6
B 69,3-70,6 69,9 (£0,7) 1,0
C 84,6-87,1 86,0 (£1,3) 1,5
Suco de uva
A 0,0 0,0 -
B 0,0 0,0 -
~C 14,2-15,0 14,5 (£0,4) 2,9
Agua de coco
D 81,1-84,7 82,9 (¢1,8) 2,2
E 58,1-58,9 58,6 (0,4) 0,7

*. DP = desvio padréao
**: CV = coeficiente de variagédo

n = 1 amostra de cada substrato analisada em triplicata

Na maior parte das comparacdes, o coeficiente de variacdo do método
FIA foi menor que o método M-W, demonstrando sua maior reprodutibilidade.

O calculo da razdo entre as meédias dos resultados obtidos pelos
métodos FIA e M-W (Tabela 13) demonstra uma nitida influéncia da matriz nos
seguintes tipos de sucos: caju (marca A) e maracuja (todas as marcas). A
influéncia da acidez e de diversos outros fatores, como qualidade da fruta, tipo
da fruta, acidos fendlicos, antioxidantes, adicdo de nutrientes, tratamento do
suco por pectinase, efeito da concentracdo ja foram apontados em estudo
realizado por Jarvis & Lea (2000), além de fatores e situacbes diversas
relatadas por outros estudos (SCOTTER & CASTLE, 2004; DAVIES &
WEDZICHA, 1992; GODDARD & WEDZICHA, 1992; SWALES & WEDZICHA,
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1992, WEDZICHA, 1992; FAZIO & WARNER, 1990; HILLERY et al., 1989;
BARNETT, 1985).

Tabela 13 — Comparacao entre as médias (razdo) dos resultados das
determinagfes de sulfitos (mg SO /L) pelos métodos M-W e FIA em sucos
de frutas concentrados.

Tipos de suco / il
marcas (mg SO»/L ou ppm) FIA / M-W
M-W FIA

Suco de caju
A 276,7 198,1 0,7
B 198,4 2144 11
C 198,1 199,0 1,0

Suco de maracuja

A 132,4 74,1 0,6
B 112,2 69,9 0,6
C 121,7 86,0 0,7

Suco de uva
A 0,0 0,0 -
B 0,0 0,0 -

~ C 10,4 14,5 1,4

Agua de coco
D 62,4 82,9 1,3
E 47,9 58,6 1,2

Nos sucos de frutas analisados, perceberam-se diferencas na sua
composicdo, conforme apresentado na Tabela 14, podendo ser um dos fatores
de variacdo dos resultados. Em relacdo a este aspecto, observa-se, também,
uma queda nos niveis de sulfitos utilizados pela indUstria (duas marcas de suco
de uva ndo declaram o sulfito na rotulagem e os mesmos néo foram detectados
pelas analises, ou estavam abaixo do limite de quantificagdo no caso do M-W),
bem como a associacdo com outros aditivos, como o conservador benzoato de
sadio.
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Tabela 14 — Diferencas de composicdo, quanto a pres enca de
aditivos, entre os sucos de frutas e agua de cocoa  nalisados.

Marcas Suco de uva Suco de caju Suco de maracuja
A acidulante acido acidulante acido conservadores
citrico citrico benzoato de sodio e
conservador benzoato estabilizante metabissulfito de
de sédio carboximetilcelulose sodio
aroma natural sodica acidulante acido
conservadores citrico

benzoato de sddio e
metabissulfito de

sodio
B conservador benzoato  estabilizante goma conservadores
de sédio xantana benzoato de sédio e
conservadores anidrido sulfuroso
benzoato de sGdio e  estabilizante pectina
anidrido sulfuroso citrica
acidulante acido
citrico
C conservadores aroma natural conservadores
benzoato de sodio e acidulante acido benzoato de sodio e
metabissulfito de citrico metabissulfito de
sédio estabilizante goma sodio
xantana corante beta-caroteno
conservadores sintético

benzoato de sddio e
metabissulfito de
sodio
Agua de coco
DeE conservador metabissulfito de sédio

Existe uma diferenca significativa de tempo para realizacdo da analise
entre o M-W e o FIA. Enquanto o primeiro leva, em média, 2 horas, o segundo
dura aproximadamente 60 segundos, o0 que j& € apontado por varios estudos
que utilizaram e discutem os dois métodos (BENDTSEN & JORGENSEN, 1994;
DANIELS et al.,, 1992; FAZIO & WARNER, 1990; HILLERY et al.,, 1989;
SULLIVAN et al., 1986). Este fato € de suma importancia para que a quantidade
de sulfito real da amostra seja preservada durante os procedimentos de analise
especificos de cada método. Quase sempre os resultados obtidos pelo FIA séo
maiores que aqueles obtidos pelo M-W, como no suco de caju (marca B), suco

de uva (marca C) e agua de coco (marcas D e E).
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A seguir sdo apresentados (Figuras 10 a 14) os fiagramas das injecOes
das amostras de sucos concentrados e agua de coco no sistema FIA, com
respostas bastante satisfatorias.

a=10,624

25 33lb=oeiox . < e 0] e=2822 =
i 8| Rooeosss " €
13 d 104 s 6
204 1% L d
c 21,0
115052 mmol L1 8+ 00 01 02 03 04
i_:i 15 4 b i N 118032- mmol L1 e}
10
4
a
5 2
0+ T T T T T T T T ] 04 v v v r
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600
Tempo /s Time /s
A) B)
Figura 10 — Analise por injecdo em fluxo utilizando eletrodo de
carbono vitreo modificado com filme de porfirina te trarutenada de
ZNnTRP/FeTPPS. Injecbes consecutivas de amostras (a) do suco

concentrado da marca A (sabores caju, A, e maracujd , B) e de solucbes
contendo adicées de sulfito de 1 x 10 ™ (b), 2x10™ (c), 3x10™ (c)e 4 x 10™
(d) mol L ™. E =+ 0,90 V, eletrélito = tampd&o fosfato (0,1 mo |L™) pH 6,8 e
KNO3 0,2 mol L™, carregador = H ,SO, 2,0 mol L. Volume da amostra
injetado = 75 pL e vazdes de 1,5 mL min . Comprimento das bobinas = 20
cm (g = 0,7 mm).
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Figura 11 — Analise por injecdo em fluxo utilizando eletrodo de
carbono vitreo modificado com filme de porfirina te trarutenada de
ZNnTRP/FeTPPS. Injecbes consecutivas de amostras (a) do suco

concentrado da marca B (sabores caju, A, e maracujd , B) e de solucbes
contendo adicées de sulfito de 1 x 10  “(b), 2x10™ (c),3x10™* (c)e 4 x 10™*
(d) mol L ™. E = + 0,90 V, eletrélito = tampd&o fosfato (0,1 mo |L™) pH 6,8 e
KNO3 0,2 mol L™, carregador = H ,SO4 2,0 mol L. Volume da amostra
injetado = 75 pL e vazdes de 1,5 mL min . Comprimento das bobinas = 20
cm (g = 0,7 mm).
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Figura 12 — Analise por injecdo em fluxo utilizando eletrodo de
carbono vitreo modificado com filme de porfirina te trarutenada de
ZNnTRP/FeTPPS. Injecbes consecutivas de amostras (a) do suco
concentrado da marca C (sabores caju, A, maracuja, B, e uva, C) e de

solucées contendo adicdes de sulfito de 1 x 10 ™ (b), 2 x 10™ (c), 3 x 10™ (c)
e 4x10™* (d) mol L™ E =+ 0,90 V, eletrdlito = tampé&o fosfato (0,1 mo | L™)
pH 6,8 e KNO3 0,2 mol L %, carregador = H ,SO,4 2,0 mol L ™. Volume da

amostra injetado = 75 pL e vazdes de 1,5 mL min . Comprimento das
bobinas = 20 cm (g = 0,7 mm).
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Figura 13 — Andlise por injecdo em fluxo utilizando eletrodo de
carbono vitreo modificado com filme de porfirina te trarutenada de
ZNnTRP/FeTPPS. Injecdes consecutivas de amostras (a) da agua de coco
da marca D e de solugbes contendo adi¢des de sulfit o de 1 x 10 (b), 2 x
10% (c), 3x 10™ (c) e 4 x 10 (d) mol L . E = + 0,90 V, eletrdlito = tampao
fosfato (0,1 mol L ™) pH 6,8 e KNO3 0,2 mol L ~*, carregador = H ;S04 2,0 mol
L. Volume da amostra injetado = 75 pL e vazdes de 1, 5 mL min ™.
Comprimento das bobinas = 20 cm (g = 0,7 mm).
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Figura 14 — Analise por injecdo em fluxo utilizando eletrodo de

carbono vitreo modificado com filme de porfirina te trarutenada de
ZnTRP/FeTPPS. Injecbes consecutivas de amostras (a) da agua de coco
da marca E e de solugdes contendo adicbes de sulfit o de 1 x 10 (b), 2 x
10* (c), 3 x 10™ (c) e 4 x 10 (d) mol L . E = + 0,90 V, eletrdlito = tamp&o

fosfato (0,1 mol L ™) pH 6,8 e KNO3 0,2 mol L ™, carregador = H SO, 2,0 mol

L. Volume da amostra injetado = 75 pL e vazbes de 1, 5 mL min ™

Comprimento das bobinas = 20 cm (g = 0,7 mm).

A dindmica da célula do FIA foi testada com o uso de amostras padrdes
de sulfito de sédio com concentragbes de 0 a 16 ppm SO,. Foi obtida uma
correlacéo linear (R? = 0,998) positiva em todos os niveis de concentracdes, em
particular no intervalo de 0 a 6,4 ppm. Como pode ser observado na Figura 15,
a relacéo sinal-ruido obtida até 0,64 ppm de SO, foi muito boa, indicando que o
sistema FIA tem um limite muito menor deteccao que o M-W. Na verdade, ele
foi estimado em 0,2 ppm de SO, nas condi¢cdes experimentais empregadas, a
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partir da analise da relacdo da corrente versus concentracdo de sulfito,

utilizando a equacéao 1,

¢ = 3(sda)/b, Eq.1

onde sda é o desvio padréo para o intercepto e b é o declive.

20 ¢
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Time /s

Figura 15 — Fiagrama para solucdes de sulfito de s6  dio em tampéo
fosfato 0,1 mol L %, pH = 6,8, com as seguintes concentracdes: (a) 0,6 4: (b)
1,6; (c) 3,2; (d) 4,8; (e) 6,4 e (f) 16 ppm SO ».

Experimentos de recuperacdo também foram realizados utilizando
amostras sintéticas preparadas por dissolugcdo de sulfito de sddio na solugéo
eletrolitica desaerada. Em todos os casos, foi obtida aproximadamente 100%
de recuperacédo, demonstrando a validade da andlise por injecdo em fluxo pelo

método amperométrico, utilizando o sistema integrado de deteccéo, baseado
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em eletrodos de carbono vitreo e modificado com filme de porfirina
supramolecular.

A validade do método para analise de amostras reais foi testada
utilizando os sucos de caju, uva e maracuja e agua de coco, conforme os
resultados apresentados anteriormente. O método de adicdo padrdo é
comumente utilizado como um método analitico baseado na medi¢do do sinal
da amostra, em comparacdo com a resposta para a amostra fortificada com
quantidades conhecidas da substéncia a analisar, como o sulfito. Como
observado na Figura 16, as medices tém boa reprodutibilidade, como ocorreu

com o suco de caju concentrado diluido (1:10 v / v) com solucédo de eletrdlito

S| T
o MCAULAAH AR

Figura 16 — Fiagrama para dez injecdes de suco de ¢ aju (a) e de
solucdes fortificadas com sulfito de sédio, nas seg uintes concentracoes:
6,4 (b) e 12,8 ppm SO, (c).
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6 CONCLUSOES

Pelo exposto, pode-se concluir que:

- 0 alimento sulfitado mais consumidos foi os néctares ou sucos de
frutas;

- 0 consumo médio per capita diario de sulfitos foi de 6,0 mg SO;

- em relagdo ao consumo de SO,, mg SO,/kg pc/dia, o valor médio foi de
0,12 mg SO./kg pc/dia, estatisticamente diferente (p<0,001) da IDA para sulfitos
de 0,7 mg SO,/kg pc/dia. Este valor médio corresponde a 17% da IDA,

- 0 analisador por injecdo em fluxo apresentou sensibilidade e preciséo
similar a do método tradicional, o M-W, sendo muito mais rpido e econémico
no consumo de materiais, podendo ser usado para o monitoramento de sulfito
em uma ampla faixa de concentracdes, compativel com a encontrada em
alimentos. Além disso, as andlises em fluxo minimizam a manipulagcdo das
amostras, a influéncia do operador e o contato com o ar, diminuindo a
possibilidade de contaminacdes e reacdo com o O,. Este ultimo fator é mais
relevante para amostras com concentragcdes do aditivo relativamente baixas
(inferiores a cerca de 50 ppm);

- nenhuma amostra apresentou sulfitos acima dos limites méaximos
permitidos pela legislacdo brasileira para sucos de frutas, ou seja, 0,02 g/L
(expresso em SO, residual), inclusive as amostras de suco de caju alto teor de
polpa (diluicdo 1:9), cujo limite maximo permitido é de 0,30 g/L (expresso em
SO, residual), indicando, portanto, que as empresas estado utilizando as
guantidades de sulfitos de acordo com as BPF.
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7 RECOMENDACOES

Considerando que o objetivo para a regulamentacéo dos sulfitos (e dos
outros aditivos) é a protecao dos individuos sensiveis, ja € consenso de que
estes, nos limites atualmente preconizados, ndo representam risco a maioria
dos consumidores; considerando que embora existam evidéncias de que a
exposicdo continua de individuos sensiveis pode causar graus razoaveis de
sensibilidade, e considerando que nao ha informacdes suficientes sobre os
riscos causados especificamente por cada tipo de alimento ou aqueles
associados as formas livres e combinadas de sulfitos e sobre os mecanismos
de sensibilidade aos sulfitos, recomenda-se a realizacdo de estudos com outros
grupos populacionais, associando dados de consumo, dados analiticos e dados
da quantidade de aditivos efetivamente utilizada pela industria alimenticia.

Sugere-se ainda a criacdo de um banco de dados com as concentracdes
de sulfitos em diversos tipos de alimentos, aproveitando os iniUmeros trabalhos
realizados para sua detec¢do. Contudo, devem ser considerados os diferentes
métodos e protocolos de analises utilizados, alimentos especificos de
determinadas regides nas quais os trabalhos foram realizados, entre outros

fatores tais como a reprodutibilidade dos resultados.
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A N°
APENDICE |

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS (QFCA)

Escola:

Nome:

Matricula: Série: Turma:
Data da coleta: [— Data de nascimento: I

Peso (kg): Altura (m):

Sexo: ( ) masculino ( )feminino

E-mail (se desejar)

Autoriza enviar mensagens para este e-mail? ( )Sim ( )Néao

Possui alergia? ( )Sim () Nao De que tipo?

Onde costuma consumir os alimentos? ( )Casa ( )Escola ( )Osdois () Outro

Onde sua familia costuma comprar os alimentos? () Supermercado ( ) Sacoldo ( ) Feira ( ) Outro

Vocé sabe o que sao aditivos? ( )Sim ( )Néao E sulfitos? ( )Sim ( )Nao

Para que vocé acha que servem os aditivos?
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Assinale com X quantas vezes vocé costuma consumir o alimento (N = nenhuma, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), com
que frequéncia (D = diaria, S = semanal, M = mensal, A = anual), a por¢cdo (quantidade) normalmente consumida,
gual o tamanho da sua porcédo (P = pequena, M = média, G = grande) e a marca mais consumida ou conhecida.
Lembre-se que estas informacfes representam seu con

sumo nos ultimos 6 meses

Tipo de alimentos

Quantas vezes vocé come

Quando

N

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

D

S| M

A

Porcéao que
come

Sua porcao é

P

M

G

Marcas mais
consumidas

Acucar refinado
(adicionado em
bebidas como sucos,
café, leite ou cha)

Batata cozida
industrializada  (em
puré, maionese e
outros tipos de
saladas)

Batatas fritas

congeladas

Camardes e lagostas
(sozinhos ou em
preparacdes)

Coco ralado (puro ou
em preparacoes
como quindim,
cocada, queijadinha)

Cogu melos (em
preparagbes  como
estrogonofe ou
saladas)

Frutas secas e
cristalizadas (ameixa,
damasco, figo, uva)
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Tipo de alimentos

Quantas vezes vocé come

Quando

2

3

4

5

6

7

8

10

Porcéo que
come

Sua porcao é

P

M

G

Marcas mais
consumidas

Geléias artificiais (de
qualquer sabor)

Legumes e verduras
desidratadas

Leite de coco (em
batidas ou
preparagbes  como
peixe a baiana)

Néctares ou sucos de
frutas (de qualquer
sabor, menos caju)

Suco de caju

Raiz-forte (polpa de
rabano ou wasabi)

Picles em conserva

Xarope de glic ose
(tipo Karo ®)
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APENDICE II

INSTRUQC)ES PARA PREENCHIMENTO DO QUESTIONARIO DE
FREQUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS (QFCA)

No.: ndo preencher, deixar em branco.
Escola: nome da escola.
Nome: nome completo.
Matricula: ndmero da matricula na escola.
Série: nimero da série que esta cursando.
Turma: numero ou letra da escola.
Datadacoleta: data atual.
Data de nascimento: data na qual nasceu.
Peso (kg): colocar o peso da ultima vez em que se pesou.

Altura(m): colocar a altura da Ultima vez em que se mediu.
Sexo: masculino ou feminino.
E-mail (se desejar): colocar o e-mail se quiser.
Autoriza enviar mensagens para este e-mail?  sim ou ndo somente para quem preencheu o e-mail
anteriormente.
Possui alergia? preencher sim ou néo.
De que tipo? colocar o tipo da alergia ou o seu efeito.
Onde costuma consumir os alimentos?  responder casa ou escola. Se for os dois responder a opgao os
dois. Se houver outro local escolher a opg¢éo outro e colocar o local no espago reservado.
Onde sua familia costuma comprar os alimentos? escolher quantas opgdes forem necessarias. Se
houver outro local escolher a opgdo outro e colocar o local no espago reservado.
Vocé sabe o que sdo aditivos? preencher sim ou néo.
E sulfitos? preencher sim ou néo.
Para que vocé acha que servem os aditivos?  se ndo souber deixar em branco.
Deste ponto em diante a por¢do pode ser em unidades , colheres, conchas, copos, pegadores,
vidro, frasco, ponta de faca, etc.
Acucar refinado (adicionado em bebidas como sucos, café, leite ou chd): colocar somente o acUcar
refinado (ndo vale nem o aclcar cristal e nem o mas  cavo) utilizado para adogar os alimentos, como
as bebidas citadas anteriormente.
Batata cozida industrializada (em puré, maionese e outros tipos de saladas): € aquela batata que ja vem
em pacotes, limpas e pré-cozidas, prontas para sere m consumidas. Ndo é aquela que compramos
em feira e supermercados e limpamos para serem cozi  das e consumidas.
Batatas fritas congeladas: séo aquelas que vem em pacotes congeladas prontas para serem fritas ou
que sao consumidas nas grandes redes de lanchonetes junto com os lanches.
Camardes e lagostas (sozinhos ou em preparagfes): camardes e lagostas que podem ser consumidos
como aperitivos ou em varias preparacoes.
Coco ralado (puro ou em prepara¢fes como quindim, cocada, queijadinha): coco ralado seco de pacote
ou que é adicionado a diversas preparagdes, princip  almente doces.
Cogumelos (em preparagbes como estrogonofe ou saladas): cogumelos em conserva (em vidro ou
lata).
Frutas secas e cristalizadas (ameixa, damasco, figo, uva): somente aquelas frutas secas, muito
consumidas no final do ano e Pascoa, em panetones, bolos ou puras.
Geléias artificiais (de qualquer sabor): aquelas de vidro que sdo passadas em pées, bolachas , etc.
Legumes e verduras desidratadas: aqueles que vem secos. Ndo sdo aqueles consumidos no dia-a-
dia.
Leite de coco (em batidas ou preparagdes como peixe a baiana): aqueles em vidro.
Néctares ou sucos de frutas (de qualquer sabor, menos caju): todos os tipos de sucos industrializados
que sao comercializados em frascos, vidros ou garra  fas, menos o de caju (colocar a quantidade em
separado no item de baixo).
Suco de caju
Raiz-forte (polpa de rdbano ou wasabi): aquela pasta verde que vem junto com sushi e sashim .
Picles em conserva: aqueles legumes em conserva (cenoura, pepino).
Xarope de glicose (tipo Karo®): liquido doce viscoso parecido com mel, mas branco.
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APENDICE Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| — DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA O U LEGAL RESPONSAVEL

1. NOME dO PACIENTE: .....oiiiiiiiiiiie i
Documento de Identidade NO @..........ccccoviiiiiiiiiiiieeennnns Sexo: () M ()F

2. RESPONSAVEl LEGAL: ..ot
Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, EtC.) . ... ... uruuururmiiiiiiieiieeaaes
Documento de Identidade N°..........ccccceevvvvviieiiiiiiieeiieeee, Sexo: () M () F

I — DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Protocolo de Pesquisa: Consumo de sulfitos e analise quantitativa
em alimentos

Pesquisador: Welliton Donizeti Popolim
Cargo/Funcéao: nutricionista Inscricdo Conselho Regional N°: CRN-3%,
Regido 5564
Departamento da FCF/USP: Departamento de Alimentos e Nutricdo

Experimental
1. Avaliacéo do risco da pesquisa
Risco Minimo ( X) Risco Médio ()
Risco Baixo () Risco Maior ()
(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou

tardia do estudo.)

2. Duragédo da Pesquisa: O escolar participara da pesquisa no momento da
aplicacdo do Questionario de Frequéncia de Consumo de Alimentos (QFCA). A
aplicacdo do QFCA a todos os escolares esta prevista para ocorrer entre o 2°.
semestre deste ano e o 1°. semestre de 2006.
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Il — EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL
SOBRE A PESQUISA

Os sulfitos sdo produtos quimicos, classificados como aditivos, utilizados pelas indUstrias para
conservar alimentos, tais como frutas secas, sucos industrializados (em frascos e em caixa
longa vida) e vinhos. Durante pesquisa realizada com os sulfitos, entre 2002 e 2004,
observamos a necessidade de saber que quantidade de sulfitos tem os alimentos consumidos
por nés, principalmente entre os adolescentes que consomem grande quantidade de sucos
industrializados, dentre outras bebidas. Desta forma, o objetivo deste trabalho é analisar a
quantidade de sulfitos em alimentos consumidos por escolares de 52. a 82. séries do municipio
de Sdo Caetano do Sul. Os dados serdo coletados por meio de questionario que avalia o
consumo de alimentos, chamado de questionario de frequiéncia de consumo de alimentos
(QFCA). Os alimentos mais consumidos pelos escolares serdo coletados em supermercados do
municipio para analise quimica em laboratério e confirmagéo da real quantidade de sulfitos
adicionada a estes alimentos. Apos a analise dos dados, os escolares serdo informados, por
meio de carta personalizada, sobre o perfil do seu habito alimentar, com destaque para a
identificacdo dos alimentos adicionados de sulfitos. Serdo apresentadas recomendacgdes gerais
em relacdo ao habito alimentar saudavel e sera oferecida palestra aos alunos e seus familiares
sobre nogdes basicas de alimentagcdo e nutricdo, em local e horario a ser definidos com a
diretora da escola.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagBes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais ddvidas.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEI§ PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS

Pesquisador Welliton Donizeti Popolim: Rua Traituba, 227 — apto. 82 — Saude — 04142-050 —
Sao Paulo — SP 11-5594-3870 ou 9964-5582 wpopolim@usp.br

Orientadora Profa. Dra. Marilene de Vuono Camargo Penteado: Av. Lineu Prestes, 580 —
Cidade Universitaria — 05508-900 — S&o Paulo — SP 11-3091-3656 devuono@usp.br

VI — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Séao Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)
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ANEXO |

RESUMOS EM EVENTOS

MARTINS, P.R.; POPOLIM, W.D.; ARAKI, K.; TOMA, H.E.; PENTEADO, M. DE V.C. Sensor
FIA para determinagédo de SO°, em concentrados de frutas. In: REUNIAO ANUAL, 31,
Aguas de Linddia, 2008. CD-ROM. Aguas de Linddia: Sociedade Brasileira de Quimica —
SBQ, 2008, n.QI-146.

Sociedade Brasileira de Quimica ( SBQ)

Sensor FIA para determinagao de S0, em concentrados de frutas

Paulo R. Martins"(PG), Welliton D. Popolim*(PG), Koiti Araki'(PQ) e Henrique E. Toma'(PQ), Marilene

V. C. Penteado®(PQ). paulogmc@iq.usp.br

" Laboratério de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia, Instituto de Quimfca, USP
? Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP

Palavras Chave: FIA, eletrodo modificado, determinagéo de SOs*em sucos concentrados.

_ Introducdao

Sais de sulfito sdo largamente utilizados na
industria alimenticia na conservagéo de alimentos e
bebidas. Mas o consumo excessivo de alimentos
contendo este conservante pode acarretar inimeros
problemas de salde como: nauseas, urticarias e
irritag&o gastrica em individuos sensiveis ao sulfito’.

Neste aspecto, sensores FIA podem ser uma
alternativa interessante para o controle de qualidade
desses produtos, tendo-se em vista a praticidade,
possibilidade de monitoramento  continuo e
praticamente em tempo real quando comparada aos
métodos convencionais como titulagéo iodométrica e
Monier-Williams. Além disso, pode-se destacar a
grande sensibilidade e faixa dinamica de trabalho
dos sensores FIA usando eletrodos modificados, na
faixa de mM a sub-pM.

Uma cela FIA compacta conjugando uma cela de
difus&do e detector foi anteriormente desenvolvida.
Contudo, foram percebidos algumas dificuldades
operacionais como por exemplo falhas no contato
elétrico, tempo muito longo para troca do eletrodo
modificado e fragilidade do sistema. Isso decorria do
fato da cela ter sido concebida para operar com
eletrodos de FTO modificados com nanomateriais
porfirinicos. Neste trabalho descrevemos os
resultados obtidos com uma nova concepgéo de
cela, que sofreu algumas alteragdes para melhorar
todos os aspectos acima enumerados, mas também
aumentar ¢} seu :
desempenho e a
reprodutibilidade dos sinais.

Fig. 1: Foto da cela FIA.

Assim, a nova cela foi concebida para utilizar um
eletrodo removivel. Este foi montado em teflon e
fixado por pressdo num orificio na pega inferior,
sendo o espagamento do canal controlado por um
espagador colocado entre a pega central e inferior.
Esse arranjo tornou a substituigdo/regeneracdo do
eletrodo muito mais facil, sem a necessidade de
desmontar a cela. Além disso, o eletrodo em teflon
facilitou a regeneragdo e aumentou a
homogeneidade do filme modificador.
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Na figura 2 s@o mostrados os sinais obtidos para
sulfito utilizando-se um eletrodo de carbono vitreo
modificado com filme de tetrapiridilporfirina
coordenada a quatro grupos [Ru'(phen).CI>. As
amostras foram injetadas num fluxo de H,SO, 2M e
coletadas num fluxo coletor de tampao fosfato 0,1M
pH 6,8 e KNO3 0,2M. As andlises foram realizadas
aplicando-se E° = 0,85 V (EPH), usando um
potenciostato/galvanostato PAR-283, e fluxo de 2 ml
min™, alca de amostras 75 L e gravidade.

Varios concentrados de frutas foram analisados
logo depois da abertura do frasco. Todos os
cuidados possiveis para evitar a oxidagéo pelo O,
do ar foram tomados.

Suco concentrado de manga

] S0s*=3689mglL"

75210 1|

Coments JuA

Amosiia 28310 M}

LEL il
ool Nl

0§ o @o 00 40 s a0 790 800
Tempo /S

Figura 2: Fiagrama de um concentrado de manga
e de solugbes padroes.

. Conclusoes

Utilizando a técnica FIA o tempo de analise do sulfito
em concentrados de frutas reduziu-se muito, sendo
possivel realizar uma analise em minutos. O método
desenvolvido se mostrou reprodutivel, confiavel e de
facil uso. Tendo em vista os bons resultados esta
sendo desenvolvido um sistema de injec&o
automatizada bem como um sistema de aquisicdo e
tratamento automatico de dados, de modo a
desenvolver um protétipo de sensores para
monitoramento online de sulfito, nitrito e outros
substratos de interesse.
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Palavras Chave: FIA, sulfito, porfirinas.

Introdugao

Dentre os muitos conservantes utilizados
na industria alimenticia, a classe dos agentes
sulfitantes merece uma atencdo especial. Sulfitos
sdo empregados comumente em alimentos com a
finalidade de preservar a textura, o odor, as
vitaminas e a cor dos alimentos, tornando-os
atrativos para o consumidor. Mas, o consume
excessivo de alimentos contendo sulfitos pode
acarretar reacBes adversas tais como diarréia,

nauseas e irritagdo gastrica, em individuos
sensiveis ao  sulfito’. Sendo assim  um
monitoramento  continuo e eficaz torna-se

necessario. Neste sentido, analisadores em fluxo
possuem larga vantagem em relagdo a métodos
tradicionais para a determinacdo de sulfito em
alimentos como o método Monier-Williams® e
titulagao iodomeétrica”, tanto pela sua rapidez, como
pelo menor consumo de reagentes e de amostras.
Neste trabalho apresentamos resultados obtidos
com um analisador FIA completo desenvolvido no
IQ-USP, integrando detector amperométrico,
minipotenciostato, unidade de difusdo gasosa
(UDG) e wvalvulas solendide, controlado por
microcomputador, e os comparamos com métodos
tradicionais.

Resultados e Discussao

A coleta das amostras de produtos
alimenticios comerciais  foi realizada em
hipermercados e consistiu de sucos industrializados
de caju, maracuja e uva e de agua de coco. Trés
unidades de cada suco, da marcas principais, foram
adquiridas, assim como duas unidades de marcas
diferentes de agua de coco.

A analise quantitativa de sulfito foi realizada
por trés métodos: Monier-Williams, titulacdo
iodométrica e FIA. No caso do FIA, as amostras
foram injetadas num fluxo de H>SO, 2 mol L" sendo
parte do SO, coletado na UDG num fluxo de tampao
fosfato pH 6,8 0,1 mol L™ e KNO3 0,2 mol L™, ambos
com vazdo de 1,5 mL min™. O eletrodo de carbono
vitreo  foi modificade com um filme de
ZnTRP/FeTPPS por montagem eletrostatica, onde
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ZnTRP é ZnTPyP{Ru(bipy).Cls} (TFMS)sH.O e
FeTPPS é a meso-tetra(4-sulfonatofenil)porfirinato-
ferrato(lll). As analises foram realizadas aplicando-
se E =09 V (vs. Ag/AgCl) a célula, empregando
alga de amostragem de 75 uL e controle de vazdo
por gravidade, obtendo-se a freqliéncia superior a
60 determinagdes por hora, com intercalacdo
periodica de padrées. As amostras de sucos foram
abertas em atmosfera inerte, para evitar a oxidagao
do sulfito pelo O; do ar.

Tabela 1 - Exemplos de comparagdo entre as
médias dos resultados das andlises de sucos de
frutas concentrados pelos métodos M-W e FIA.

Tipo/marca M-W (mg SO/L) | FIA (mg SO,/L)
Suco de caji /C 198.1 (£3.9) 199.0 (x3.0)
Suco de Uva /C 10,4 (£0.4) 14,5 (z0.4)
Agua de coco /E 47.9 (=1,1) 58,6 (=0,4)

Conclusoes

O analisador por injecdo em fluxo apresentou
sensibilidade e precisdo similar 4 dos meétodos
tradicionais, sendo muito mais rapido e econémico
no consumo de materiais, podendo ser usado para
o monitoramento de sulfito em uma ampla faixa de
concentragdes, compativel com a encontrada em
alimentos. Além disso, as analises em fluxo
minimizam a manipulacdo das amostras, a
influéncia do operador e o contato com o ar,
diminuindo a possibilidade de contaminages e
reagdo com o O,. Este Ultimo fator é mais relevante
para amostras com concentragbes do aditivo
relativamente baixas (inferiores a cerca de 50 ppm).
Nenhuma das amostras apresentou niveis de sulfito
acima do permitido pela legislacdo brasileira.
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ANEXO Il
DOCUMENTOS

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FCF/FEA/FSP
Programa de P6s-Graduacao Interunidades em Nutricdo Humana Aplicada

Instrugcdes para os Membros de Bancas Julgadoras de Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duragdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicao oral. Cada examinador dispora,
no maximo, de trinta minutos para argtiir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argiicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argliicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunird reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argticao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na
ata.

4.2 O candidato sera aprovado por unanimidade ou por maioria.

5. Uma copia da ata de defesa serd encartada na versao definitiva do
trabalho, que sera depositada na biblioteca.

6. Davidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduacdo:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 21 de margo de 2005.

Profa. Dra. Silvia Maria Franciscato Cozzolino
Presidente da CPG/PRONUT/USP

Av. Prof. Lineu Prestes 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - Sao Paulo - SP - CEP 05508-900
Telefone: 55 (11) 3091 3621 - Fax: 55 (11) 3091 3141 — pgfarma@usp.br



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficig CEP n® 153/2005

Sio Paulo, 01 de novembro de 2005.

Iimo(a). Sr(a).

Welliton Donizeti Popolim

Orientador: Prof. Marilene De Vuono Camargo Penteado
FBA

Prezado(a) Senhor(a),

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
realizada em 51 de outubro de 2005, APROVOU o projeto “Consumo de sulfitos e andlise
quantitativa em alimentos” (Protocolo CEP n° 821) apresentado por Vossa Senhoria,
devendo apenas, ser apresentada, posteriormente, a carta de participagdo do Prof Koiti
Araki.

Lembramos que apdés a execugdo de 50% do cromograma do projeto, devera ser
apresentado um relatério parciai, de acordo com o Artigo 18 — item C, da Portaria FCF-

111/97

Atenciosamente,

1 A y 4 //
/[/)"{.V‘L/?ZA / / /],, nj//b/ Y A/ WW/”/ j/
Prof®. Dr Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF/USP

¥
L1

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - Sdo Paulo - SP
Fone / Fax: (11) 3813-5083 - e-mail: cepfcf@usp.br
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Ficha Aluno
]

Universidade de Sao Paulo

Documento sem validade oficial

89131 - 2015091 /2 - Welliton Donizeti Popolim

Email: wpopolim@usp.br

Data de Nascimento: 12/04/1972

Cédula de Identidade: RG - 20.723.619-7 - SP

Local Nascimento: Estado de Sao Paulo

Nacionalidade: Brasileira

Graduagdo: Nutricionista - Faculdade de Saude Publica - Universidade de Sao

Paulo - Sao Paulo - Brasil - 1993

Mestrado: Mestre em Nutrigdo Humana Aplicada - Universidade de Sao Paulo
- - Sao Paulo - Brasil - 2004

Curso: Doutorado em Nutricdo Humana Aplicada

Area: Nutricdo Humana Aplicada

Data da Matricula: 15/02/2005

Inicio da Contagem de Prazo: 15/02/2005

Data Limite: 15/02/2009

Orientador(es): Prof(a). Dr(a). Marilene de Vuono Camargo Penteado -
15/02/2005 a -- E.Mail: devuono@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 04/05/2005

Exame de Qualificagao: Aprovado em 13/08/2008

Data do Depdsito do Trabalho:

Data maxima para aprovacao da
Banca:

Titulo do Trabalho:

Data de Aprovacdo da Banca:
Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Ocorréncia: Ultima matricula em 24/07/2008
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2 JEINE Término Carga Conc.
DISCIp|II’Ia Hor.

Introdugaoa
Investigagao
Cientifica em
HNT5703-2 Alimentos, ](01/03/2005|({13/06/2005|| 60 4 |(100.00| B N |[[Concluida
Nutricdo e
Saulde

Publica

Consumo
HNT5705-2 :Lme”tar 03/03/2005(|02/05/2005| 60 4 |[86.00]] A || N [concluida

Populacées

Estratégias
de Produtos
e Novos
Produtos

EAD5894-3 12/09/2005|(16/12/2005| 120 8 92.00 B N |[Concluida

Publicagao
do trabalho
"Avaliagdo
do consumo
alimentar
pela internet
por meio de
inquérito de
freqiiéncia
dietética
simplificado",
na Revista
Nutrire, v.
32,n.1, p.
11-22, 2007,
Sdo Paulo

Atividade do Programa 01/04/2007{01/04/2007 - 4 0.00 - - -

itos minimos exigidos

Disciplinas: Disciplinas:

Atividades Programadas: 0 0 Atividades Programadas: 0
Seminarios: 0 0 Seminarios: 0
Estagios: 0 0 Estagios: 0
Total: | 20 Il 20 | 20

Créditos Atribuidos a Tese : 76

Conceito até 31/12/1996:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; D
- Insuficiente, sem direito a crédito; E - Reprovado, sem direito a crédito; I - Incompleto; J - Abandono
Justificado; T - Transferéncia.

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R -
Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a (0) horas de atividade programada.

Situacdo em: 12/02/2009 22:12



