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Resumo

O consumo de hortofruticolas constitui um pilar fundamental na pratica de
uma alimentacdo equilibrada, contribuindo para um estilo de vida saudavel. A
contaminacao natural destes alimentos e o facto de serem consumidos em cru (e
serem produzidos no solo, meio contaminado por natureza) eleva a necessidade
de atender as diferentes etapas do processamento, especialmente a etapa da
desinfeccdo, uma vez que esta € responsavel por assegurar a seguranca
alimentar destes géneros alimentares.

Foi objectivo do presente trabalho avaliar a formacdo de cloroférmio,
enquanto subproduto da desinfeccdo, apos a utlizacdo de diferentes
desinfectantes, em alface pronta para consumo, nomeadamente, vinagre de
vinho, hipoclorito de sédio (lixivia), dicloroisocianurato de sodio (pastilha de cloro)
e acido peracético.

Foi utilizada a técnica de microextracgcdo em fase sélida em headspace,
seguida de cromatografia gasosa com deteccdo por captura de electrdes, para a
analise de cloroférmio. Este método foi caracterizado em termos de linearidade e
limites de deteccgéo para cada uma das fibras utilizadas (100 um PDMS e 65 pm
PDMS/DVB), assim como as condi¢cdes de optimizagdo, no que diz respeito a
concentracédo de NaCl e ao tempo da fibra em exposicéo.

A desinfeccdo com pastilha de cloro foi aquela que originou uma maior
formacdo de cloroférmio, seguida da solucdo de hipoclorito de sodio, apds a

imersdo de alface nas solugdes desinfectantes, durante 15 e 60 minutos. Pelo
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contrario, o vinagre e o acido peracético foram aquelas que evitaram a maior
formacao deste composto organico volatil.

A etapa da desinfeccdo quimica de hortofruticolas ndo € de todo linear pelo
que inumeros factores séo influenciadores da capacidade antimicrobiana destes
produtos. Para além disso, a utilizacdo dos produtos de desinfeccdo deve ser
revista a fim de considerar ndo apenas a seguranca microbiolégica do produto,
mas também, e ndo menos importante, a seguranca quimica dos hortofruticolas
apos a desinfeccdo. Para além disso, a exposicao diaria pelos trabalhadores das
empresas utilizadoras deste tipo de desinfectantes deve, também, ser estudada
dada a reconhecida toxicidade do cloroférmio, uma vez que estes manipuladores
estdo expostos a niveis no ar ambiente maiores do que populacéo geral.

Estes resultados sugerem a necessidade de abordar a seguranca quimica

dos produtos de desinfeccéo utilizados em contacto com legumes.

Palavras-Chave : desinfeccéo quimica, cloroformio, cromatografia gasosa, alface,

SPME, toxicidade.
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Abstract

The consumption of vegetables is a cornerstone in the practice of a
balanced diet, contributing to a healthy lifestyle. The contamination of these
natural foods that are consumed raw (ready-to-eat foods) increases the need to
address the different stages of processing, especially the step of disinfection,
since it is responsible for ensuring the food safety of this product.

The objective of this study was to evaluate the formation of chloroform as a
byproduct of the disinfection, after the use of various products for disinfection of
lettuce. For the analysis of this compound, we used the technique of solid-phase
microextraction (SPME) in headspace, followed by gas chromatography with
electron-capture detection. The HS-SPME-GC-ECD method for each fiber was
characterized in terms of linearity and detection limits (LOD). In extraction
optimization parameters, the addition of salt and extraction time was evaluated.
The optimization of SPME conditions for two different fibers polydimethylsiloxane
(PDMS-100 um) and polydimethylsiloxane-divinylbenzene (PDMS/DVB-65 um) by
headspace (HS) was performed in this work.

Disinfection with chlorine tablets was the one that led to an increased
formation of chloroform, followed by the solution of sodium hypochlorite, after an
immersion of lettuce in the solution during 15 and 60 minutes. On the other hand,
vinegar and peracetic acid were those who avoided the formation of more volatile
organic compound analysis. The step of the chemical disinfection of fruit and
vegetables is not completely linear and many factors are influencing the ability of

antimicrobial products. In addition, the use of disinfectants should be revised to
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consider not only the microbiological safety of the product, but not least the
chemical safety of horticultural products after disinfection. Beside this, the daily
exposure by employees of companies using such disinfectants should also be
studied, since these handlers are exposed to chloroform in the ambient air greater
than the general population.

These results suggested the need to address the chemical safety of the

disinfection products used in contact with vegetables.

Key words: chemical disinfection, chloroform, gas chromatography, lettuce,

SPME, toxicity
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1. Introducao

O consumo de hortofruticolas constitui um pilar fundamental na préatica de uma
alimentacdo equilibrada, contribuindo para um estilo de vida saudavel. Os
hortofruticolas sdo uma importante fonte de micronutrientes, de fibras e de muitos
outros componentes com propriedades funcionais ). Para além disso, as frutas e
os horticolas tém uma baixa densidade energética, isto €, poucas calorias em
relacgdo ao volume do alimento consumido, o que favorece a saudavel
manutencao do peso corporal @ Segundo dados do Relatério Mundial da Satde
(World Health Report, 2002) ®, a alimentacéo constitui directa ou indirectamente
o principal factor de risco de patologias cronicas como cancro, doencas
cardiovasculares, diabetes e osteoporose, para além de que a actual evidéncia
cientifica disponivel oferece uma forte correlagdo do papel da alimentacdo na
prevencdo e no controlo da morbilidade atribuida as doencas cronicas nao
transmissiveis & ¥ . Por esta razdo, a Estratégia Global sobre Dieta, Actividade
Fisica e Saude, elaborada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), alerta
para o0 aumento do consumo de frutas e horticolas nas recomendacdes
elaboradas para a prevencéo de doencas crénicas ©.

A nivel nacional, a Nova Roda dos Alimentos recomenda o consumo diério de
trés a cinco porcdes de fruta e de trés a cinco porgdes de horticolas (6 a 10 de
hortofruticolas), enfatizando a importancia de variar o consumo desses alimentos
de forma a serem regularmente substituidos, assegurando a variedade alimentar

e nutricional dentro de cada grupo ©.
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Ao longo das ultimas décadas os consumidores tornaram-se mais conscientes
e atentos acerca da estreita correlacdo entre Alimentacdo e Saude. Este facto, em
combinacdo com um estilo de vida exigente resultou num aumento da procura de
produtos frescos, saudaveis, disponiveis e de facil utilizacdo, como, por exemplo,
os produtos horticolas minimamente processados (. Desta forma, e indo ao
encontro das necessidades/requisitos dos seus utentes e clientes, para além da
Indastria Alimentar, também as empresas de Restauracdo Colectiva estao atentas
de forma a providenciarem cada vez mais alternativas dentro do grupo dos
hortofruticolas.

O solo, ambiente natural dos hortofruticolas, € por natureza um meio
ambiente contaminado pelo que, apés colheita, estes alimentos apresentam uma
série de microrganismos patogénicos capazes de causar doencas humanas. No
entanto, a contaminacdo destes produtos pode, também, ocorrer durante a
colheita, o transporte, a transformac&o, a distribuicdo e a comercializagdo ®*.
Bactérias tais como Clostridium botulinum, Bacillus cereus e Listeria
monocytogenes, habitantes normais de muitos solos, e Salmonella, Shigella,
Escherichia coli e Campylobacter, que podem residir no tracto intestinal dos
animais, incluindo os seres humanos, sdo mais susceptiveis de poderem
contaminar frutas e horticolas crus através de contacto com fezes, agua de
esgoto ou de irrigacdo ndo tratada. O mesmo se podera verificar com 0s virus e
0s parasitas. A contaminacdo pode, entdo, verificar-se durante o tratamento pés-
colheita, incluindo em pontos de preparacdo, por vendedores ambulantes, de
produtos alimentares em estabelecimentos de servico e em casa 2. Sabe-se

também que geralmente, quanto mais cedo ocorrer a contaminacao, mais dificil
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se torna a sua desinfeccao pelo que a sua segurancga podera ficar comprometida
(9, 12)
A Figura 1 mostra alguns potenciais mecanismos através dos quais 0s

microrganismos patogéenicos podem contaminar os produtos hortofruticolas.

[

fezes insectos

- ‘ colheita,
r manuseamento,
esgotos processamento,
ambiente
\ a N\

PRODUCAO —— SERHUMANO

//////

(contaminacao cruzada)

e

plantas — silosde

alimentacdo carne, leite, ovos

Figura 1 — Mecanismos pelos quais os hortofruticola s podem ficar contaminados com

microrganismos patogénicos (Adaptado de Beuchat, 19 98).

Os produtos horticolas consumidos em cru, reconhecidos veiculos de
doencas humanas sédo responsaveis por surtos de toxinfeccdo alimentar, pelo
menos, ha ja um século. Mais recentemente tem-se observado um aumento do
namero de casos relatados com o consumo de frutas e de horticolas, também
como resultado da mudanca dos habitos (maior consumo de refeicbes fora de
casa, etc.) e do aumento da importacéo e da globalizacdo do fornecimento deste
grupo de alimentos @ 2 1 A susceptibilidade dos individuos as toxinfeccdes
alimentares, nomeadamente nos paises mais desenvolvidos, tem-se alterado
devido ao aumento do numero de pessoas idosas, imunocomprometidas ou que

apresentam doencas crénicas. Esta mudanca na demografia social é susceptivel
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de conduzir a um risco aumentado de doenca associada ao consumo do produto
em cru que, caso contrario, podem conter niveis de microrganismos patogénicos
indcuos para os individuos saudaveis 2.

Os surtos alimentares tém sido atribuidos a sementes germinadas,
vegetais folhosos, como é o exemplo da alface (Lactuca sativa L), tomate e
meldo. Os microrganismos associados a estes surtos tém sido a Escherichia coli
0O157:H7, Salmonella, Listeria monocytogenes, Shigella, Yersinia enterocolitica,
Cyclospora cayetanensis, virus da Hepatite A, entre outros ¥, em saladas prontas
a consumir 1% 19 e servidas em restaurantes de fast-food, nomeadamente nos
restaurantes de “Kebab” *®. Os Kebabs s&o geralmente servidos com uma salada
composta por alface, tomate, cebola, pepino e repolho. Nos Uultimos anos
observaram-se surtos de toxinfecgdo alimentar associados ndo s6 aos kebabs
como, também, a produtos servidos em restaurantes de take-away. Entre 1992 e
2007, treze desses surtos foram relatados na Inglaterra e no Pais de Gales, onze
dos quais foram causados por Salmonella, um pela Escherichia coli O157:H7 e
outro pelo Campylobacter 9.

Uma vez que se trata de géneros alimentares que em grande parte sao
consumidos no estado natural, ou seja, em cru, as etapas da lavagem e da
desinfeccdo sao aquelas que podem auxiliar na remocéo e/ou eliminacao de parte
da carga microbiana destes alimentos evitando, desta forma, os surtos de
toxinfec¢do alimentar. No entanto, note-se que € improvavel que a lavagem e a
desinfeccdo eliminem totalmente todos os agentes patogénicos apds o produto
estar contaminado. Desta forma, é fundamental o uso de protocolos de lavagem e
de desinfeccdo que sejam eficientes. Apesar da variedade de métodos existentes,

cada método possui as suas vantagens e desvantagens, dependendo de uma
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série de factores e variaveis envolvidas no processo e que serdo descritas ao
longo do presente trabalho.

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), uma definicdo para
“desinfeccao” aplicada a alimentos como frutas e hortalicas frescas traduz-se pelo
tratamento do produto limpo por um processo eficaz em destruir ou reduzir o
namero dos microrganismos patogénicos, sem afectar a qualidade ou seguranca
do produto para o consumidor ‘. Esta definicdo contempla a necessidade de
manter a producdo de qualidade, reforcando simultaneamente a seguranca,
reduzindo as populacdes de microrganismos patogénicos de importancia para a
saude publica que poderdo, teoricamente, existir neste género de produtos
alimentares ™®. Por outro lado, de acordo com o Codex of Hygienic Pratice for
Precooked and Cooked Food in Mass Catering, as frutas e os horticolas para
consumir em cru e para serem utilizados nas refeicbes devem ser bem lavados
em agua potavel antes de serem adicionados as refeicbes, ndo fazendo
referéncia a etapa da desinfeccao 9.

No entanto, a escolha do desinfectante ideal devera basear-se naguele que
conseguir garantir a destruicdo total dos microrganismos patogénicos e a
diminuicdo dos ndo patogénicos a uma quantidade que néo possa influenciar de
maneira prejudicial a qualidade e as caracteristicas dos produtos, assim como a
seguranca do consumidor 2.

A relacdo entre as bactérias patogénicas para os seres humanos e a
microflora nativa dos produtos alimentares, incluindo o0s organismos de
deterioracdo pés-colheita, é de grande interesse pelo menos por duas razdes: (1),
tem sido sugerido que o facto de reduzir ou controlar as populacdes nativas

microbianas através da lavagem ou desinfeccdo ou do armazenamento em
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atmosfera controlada pode permitir que as bactérias patogénicas se desenvolvam
em maior nimero, uma vez que nao existe competicdo por espaco ou nutrientes,
nas superficies dos alimentos ©%, em teoria, este cenario pode resultar num
produto que ndo esta deteriorado, mas que ndo € seguro para consumo; (2) a
proliferacdo de organismos deterioradores poés-colheita pode comprometer a
integridade da casca e alterar o pH do produto, aumentando assim a
sobrevivéncia e o crescimento de bactérias patogénicas para o Homem “®.

Desta forma, as etapas do processamento que originam a contaminacao
dos produtos (ex: colheita, armazenamento, etc.) sdo um factor limitador e a ter
em conta para a actuacao dos desinfectantes, assim, como o periodo decorrido
entre a contaminacdo e a desinfeccédo, a localizacdo das bactérias no produto
(superficie lisa, rugosa, fendas, ranhuras), o tipo de alimento, a existéncia de
biofilmes, a composicdo da microflora, a quantidade de matéria organica, a
temperatura e o tempo de contacto do desinfectante, entre outros factores © 2% 22,
Por conseguinte, recomenda-se que a prevencdo e 0 controlo dos perigos
associados a seguranca alimentar dos hortofruticolas deva ser tomada em
consideracdo durante toda a cadeia alimentar, nomeadamente desde o “campo
ao prato”, para reduzir e /ou evitar a sua contaminacdo durante as diferentes
etapas da producdo e do processamento, finalizando na distribuicdo 18 A
aplicacdo de Boas Praticas de Higiene durante as diferentes fases do
processamento, combinadas com o sistema de Andlise de Perigos e Controlo dos
Pontos Criticos, ird certamente minimizar a contaminacdo destes produtos e
reduzir o risco de doenca associada ao seu consumo 2.

Garantir a seguranca alimentar ao consumidor significa fornecer produtos

isentos de perigos, ou seja, livres de contaminacao fisica, quimica e bioldgica,
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que podem causar efeitos adversos a saude. A Tabela 1 apresenta um breve
resumo de alguns dos diferentes perigos associados aos hortofruticolas, referindo
como exemplos de perigos fisicos os fragmentos de metais provenientes de
equipamentos; os subprodutos da desinfec¢cdo quimica ou residuos de pesticidas
apresentam-se como perigos quimicos; e os perigos bioldgicos podem revelar-se

nas bactérias patogénicas 2.

Tabela 1 - Perigos fisicos, quimicos e biolégicos a  ssociados aos hortofruticolas.

TIPO DE PERIGO EXEMPLO
Fisico Metais, vidro, plastico, madeira, objectos pessoais, pecas de
equipamento
. Pesticidas, subprodutos da desinfeccéo, residuos quimicos,
Quimico ; . L o )
micotoxinas, alcaloides, alergenos, inibidores de enzima
Biolégico Fungos, leveduras, virus, protozoarios, bactérias, algas

Tal como se observa na Tabela 1, o perigo quimico dos produtos
hortofruticolas podem traduzir-se na presenca de pesticidas 2 ou de produtos
quimicos resultantes das etapas de processamento destes géneros alimentares,
nomeadamente através da etapa da desinfeccdo © ¥ . Esta etapa constitui um
passo essencial na eliminacdo dos perigos biologicos. Em contrapartida esta
mesma etapa pode dar origem aos mencionados perigos quimicos, que nao
podem ser negligenciados no que diz respeito a salude dos consumidores e dos
manipuladores de alimentos, como é o caso dos compostos da classe dos
trialometanos (TAM) ©.

A etapa da desinfeccdo € a fase mais importante no processamento de

produtos horticolas para consumir em cru, uma vez que estes alimentos devem
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estar livres de patogénios aquando do consumo. Esta etapa deve, entdo, ser
abordada de varios angulos de forma a abranger todos os assuntos relacionados,
nomeadamente a escolha do desinfectante, a sua eficacia a nivel microbiologico,
a facilidade de manuseamento, a formagdo aos manipuladores, etc., visto que o
uso destes produtos podera reduzir significativamente a contaminacdo. Zhang e
Farber (1996) @¥, verificaram que se trata de uma etapa do processamento que
nao € linear no seu processo, existindo varios factores influenciadores da accéo
bactericida do desinfectante utilizado. Estes autores demonstraram que o tempo
de contacto, o tipo de vegetal que se desinfecta, a temperatura, o cloro livre e o
proprio tipo de desinfectante conduzem a resultados diferentes quando os
produtos séo analisados do ponto de vista microbiolégico, mais concretamente, a
nivel da presenca de Listeria monocytogenes. No caso da desinfeccéo de alface,
0S mesmos autores constataram que a eficacia do cloro era superior a
temperatura de 22°C, quando comparada com 4°C, no entanto, na desinfeccéo de
repolho, ndo se observou quase nenhuma diferenca na inactivacdo da L.
monocytogenes nas duas temperaturas testadas ¥,

Os desinfectantes utilizados na Industria Alimentar poderdo apresentar
caracteristicas diferentes dos produtos utilizados na Restauracdo Colectiva e/ou
Publica, uma vez que os equipamentos utilizados e as suas dimensdes obrigam a
implementacdo de tecnologias direccionadas, quer para esses equipamentos,
guer para o tipo de alimentos que sd&o manuseados. Desta forma, os
desinfectantes que exigem a sua formacgdo no local, ndo poderdo ser
considerados para serem utilizados nas unidades de restauracdo, sem antes

serem apreciadas todas as condi¢des de seguranca exigidas pelo seu uso.
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De facto, a desinfeccdo quimica com produtos a base de cloro é
actualmente a Unica barreira existente e colocada em pratica nos diversos
estabelecimentos de restauracéo colectiva nacionais, sendo utilizada pelas cinco
maiores empresas de restauracdo colectiva nacionais (Industria e Comércio
Alimentar, S.A; Eurest Portugal — Sociedade Europeia de Restaurantes, L.%%;
Uniself - Sociedade de Restaurantes Publicos e Privados S.A; Itau — Instituto
Técnico de Alimentacdo Humana e Gertal - Companhia Geral de Restaurantes e
Alimentacdo, S.A) para a prevencdo da transmissdo de doencgas de origem
alimentar transmitidas pelos alimentos consumidos em cru.

Como ja foi referido, a eficacia do uso de desinfectantes quimicos na
superficie de frutas e horticolas pode nado eliminar de forma completa os
microrganismos patogeénicos, sendo limitada e imprevisivel, por isso. Nesta fase &
fundamental a escolha adequada do desinfectante, pois além de eficaz ndo pode
ser toxico ). Apesar de actualmente, os produtos & base de cloro continuarem a
ser 0s mais utilizados, os acidos organicos (como € o exemplo do acido lactico ou
acido acético) e o acido peracético, tém vindo a ganhar aceitacdo no mercado
mundial. Para além disso, tém sido cada vez mais apresentados como uma
alternativa segura a utilizacdo dos compostos a base de cloro, sendo também
amplamente utilizados por serem considerados tao ou mais eficazes do que esses
compostos 9,

De seguida, é apresentado uma tabela resumo com algumas vantagens e
limitacdes de produtos quimicos utilizados na desinfec¢do de produtos horticolas

(Tabela 2).
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Tabela 2 - Vantagens e limitacdes de métodos de des

infeccdo de vegetais.

Desinfectante Vantagens LimitagBes ou desvantagens
Cloro . Baixo custo . Formacéao de subprodutos da
(hipoclorito de | . Facil manuseamento e aquisicdo | desinfeccdo (SPD) perigosos em niveis
sédio) elevados
. Reagem com a matéria orgéanica
. A eficacia é afectada pela presenca de
matéria organica
. Corrosivo
. Actividade dependente do pH
Dibxido de . Maior eficacia antimicrobiana a . N&o é eficiente nos niveis permitidos
cloro pH neutro do que o cloro para os produtos frescos
. Eficacia menos dependente do . Exige formacéao no local
pH do que o cloro . Explosivo
. Potencialmente menor formacédo | . Permitido para os produtos inteiros
de SPD do que o cloro . E necesséria agua de lavagem apds o
. Menos corrosivo do que o cloro e | tratamento
0 0ZONo . Formacao de subprodutos especificos
(clorito e clorato)
. Exige um acompanhamento em
aplicac®es interiores
Ozono . Elevada actividade . Exige formacéao no local
antimicrobiana . Toxico se inalado
. Reduzido tempo de contacto . Exige um acompanhamento em
. Substancia Geralmente aplicac6es interiores
Reconhecida Como Segura . Corrosivo em concentracdes
(GRAS) superiores a 4 ppm
. Sem problemas de residuos . Maior custo de investimento inicial
. Sem formacao de SPD perigosos
. Menor custo de funcionamento
Acidos . Facil manuseamento . Longo tempo de contacto, néo é
organicos . Sem toxicidade relevante para a Industria
. Interfere com a qualidade sensorial
dos produtos
. Relativa menor eficacia antimicrobiana
Acido . Eficacia néo é afectada pela . Baixa eficacia nos niveis autorizados
peracético carga organica da agua nem pelas | na desinfec¢ao de vegetais
oscilagcbes de temperatura
. Sem formacao de SPD perigosos
. N&o é corrosivo nos niveis
autorizados (80 ppm)
Perdxido de . Sem problemas de residuos . Baixa eficacia antimicrobiana
hidrogénio . Féacil de usar . Longo periodo de contacto
. Baixo custo . Exige a remocéo de H,0O, residual
apos o0 processamento

Adaptado de Olmez e Kretzschmar, 2009.
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Apesar das inimeras vantagens da desinfeccdo, uma das limitacdes ou
desvantagem desta etapa do processamento sdo as perdas nutricionais nos
alimentos apos a desinfeccdo quimica. Os resultados indicam que uma
desinfeccdo comum pode resultar em perdas de fortes anti-oxidantes presentes
nos horticolas e que séo essenciais a saude humana. Por exemplo, de acordo
com a literatura *®, cerca de 70% dos ti6is foram perdidos quando o espinafre foi
tratado com peroxido de hidrogénio durante 30 minutos. Para além disso, entre 48
a 54% de tidis foram destruidos pelo cloro livre apdés condigcbes normais de
contacto. Em pimentos vermelhos, aproximadamente 602 a 71% da glutationa é
oxidada pelos desinfectantes. As perdas dos tidis estdo dependentes do tipo
deste composto, do tipo de desinfectante utilizado assim como do tipo de vegetal
(25)

Os compostos clorados sdo germicidas de grande accédo, uma vez que
reagem com as proteinas das ceélulas microbianas promovendo a perda de
compostos celulares. Para além disto, foi desenvolvido um estudo que avaliou as
perdas nutricionais de cenoura desinfectada e onde eram afectados os niveis de
aclcares, de caroteno e a sua capacidade antioxidante ©?®,

Desta forma, considerando a utilizacdo deste género de produtos (pastilhas
a base de cloro, hipoclorito de sddio, etc., com o0 composto activo semelhante ao
utilizado na desinfecgcdo da &gua de consumo) na desinfeccdo de produtos
horticolas para consumir em cru (alface, tomate, cenoura, etc.), coloca-se a
hipotese da formacdo destes compostos aquando do processo de desinfeccao
nas unidades de restauracao, constituindo desta forma um perigo quimico. Apesar
da benéfica eliminagdo dos perigos bioldgicos, até que ponto a aplicagdo desta

etapa ndo constituira a inclusédo de perigos quimicos até entédo inexistentes?
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Ao longo da preparacdo do presente trabalho constatou-se que existem
mais estudos comparativos entre os diferentes desinfectantes a nivel da sua
eficacia antimicrobiana do que ao nivel da formagcdo de subprodutos da
desinfeccdo pelo que o0s perigos quimicos associados a utilizacdo dos
desinfectantes comecaram recentemente a suscitar atencdo por parte da
comunidade cientifica. Em anexo, sdo apresentados os resultados de estudos
realizados de forma a avaliar a eficacia antimicrobiana de alguns desinfectantes
quimicos (Anexo A).

Assim, pretende-se com a realizacdo do presente trabalho, avaliar
diferentes métodos quimicos de desinfeccdo da alface relativamente a formacao
de subprodutos da desinfeccéo, mais concretamente em relacdo a producéao de

cloroféormio.
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2. Objectivos

O presente trabalho teve como objectivo geral a comparacdo de diferentes
tipos de desinfectantes quimicos utilizados na desinfeccéo de alface, no que diz

respeito a formacao de cloroférmio.

2.1. Objectivos especificos

- Optimizacdo da técnica de microextraccdo em fase sélida na extraccdo de
cloroférmio (SPME-GC-ECD-HS) em solu¢Bes desinfectantes de alface.

- Comparacdo de quatro métodos quimicos de desinfeccdo de hortofruticolas
(vinagre de vinho, hipoclorito de sodio, dicloroisocianurato de sédio, acido
peracético) relativamente a formacao do subproduto de desinfeccéo (cloroférmio)

durante a desinfeccédo de alface.
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3. Material e Métodos

O trabalho laboratorial foi realizado no GRAQ - Grupo de Reaccédo e Analises
Quimicas - que funciona em instalagdes do Instituto Superior de Engenharia do
Porto (ISEP) e esta integrado no Centro de Quimica da Universidade do Porto

(CEQUP).

3.1. Técnica analitica utilizada

Os comprovados efeitos adversos na saude humana dos compostos da classe
dos trialometanos (TAM) despoletou o desenvolvimento de métodos analiticos
simples, rapidos e confidveis para a sua determinacdo #”. Assim, tém sido
descritos diferentes métodos para a sua analise, incluindo a recente técnica de
microextraccdo em fase sélida (SPME). Das inUmeras vantagens que possui, 0
facto de ser uma técnica rapida, sensivel, barata, portéatil e livre de solventes séo
talvez as suas caracteristicas mais fortes 3%, Para além das vantagens
referidas, trata-se de uma técnica que também pode ser aplicada em diferentes
tipos de matrizes sélidas, liquidas e gasosas ©Y.

A técnica de microextraccdo € uma técnica simples, sendo baseada na
sorpcdo dos compostos para uma fibra de silica revestida por material polimérico
e que, posteriormente, sdo dessorvidos num instrumento analitico ©?. A SPME é
uma técnica analitica desenvolvida para amostras de pequeno volume,

apresentando, também, uma reducdo no consumo de solvente e na diminuicdo do

tempo de analise 2.
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E um método de preparacdo de amostras baseada na adsor¢do e tem sido
amplamente usada para a andlise de tracos de substancias, tanto na pré-
concentracdo destes compostos quanto na separacao de analitos de uma matriz.

Esta técnica, mais precisamente em headspace (HS) tem sido aplicada com
sucesso na analise de compostos organicos volateis, nomeadamente, TAM e
outros compostos halogenados em diferentes matrizes alimentares como, por
exemplo, agua da rede, produtos de cacau, café, azeite ®* **3®_Pparticularmente
adequada para determinar compostos volateis e largamente utilizada nas analises
de amostras ambientais ®®, a grande vantagem da extraccdo em HS é o facto de
a fibora ndo entrar em contacto directo com a solucdo, evitando assim

contaminacdes da mesma (Figura 2).

Procedimento de extracgdo Procedimento de dessorgio

Retrair a fibraf Retrair a fibraf
Colocar o septo refirara agulha retirara agulha
novial da amostra Colocar o septo
Expora fibraf noinjectordo GC
extracgao do analito

Expora fibral
dessorver osanalitos

L

| . —— w—

Figura 2 - Esquema de microextraccdo em fase sélida  em interface com a cromatografia

gasosa (Adaptado de Supelco, 2008).
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3.2. Reagentes e consumiveis

O cloroférmio utilizado na elaboragdo das solu¢gbes padrdo com 99,99% de
pureza foi adquirido & Supelco®. Foi ainda usado metanol da Merck (gradient

grade para HPLC) para a preparagao destas solucoes.

Utilizou-se agua desionizada, com 1uS/cm de pureza, e agua da rede publica.

Foram avaliados quatro tipos de solugdes desinfectantes: vinagre de vinho
com 6% de acidez, pastilhas efervescentes de cloro activo (diclorosiocianurato de
sédio), hipoclorito de sddio (vulgarmente conhecido por lixivia) e acido peracético.
Para a titulacdo da concentracéo da solucdo desinfectante de &cido peracético foi
utilizado permanganato de potéssio, tiossulfato de sédio, acido sulftrico e solucao

de amido a 1%.

Realizaram-se estudos com duas fibras de SPME, uma fibra de 100 um de
polidimetilsiloxano (PDMS) e uma fibra de 65 pum de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB). No manuseamento das fibras
utilizou-se um suporte (holder manual) para segurar ambas as fibras em
exposicdo, ambos adquiridos a Supelco® (Figura 4). Os viais de vidro, com
capacidade para 20 mL, cujas tampas possuiam um septo de Teflon, foram

selados com um capsulador.

Figura 3 — Fibra de SPME com suporte manual.
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O presente trabalho teve em consideracéo as recomendacdes de utilizacao

dos fabricantes dos diferentes tipos de produtos e ndo a semelhanca nas

concentracfes entre produtos, sendo que as concentracdes de cloro obtidas com

a utilizacdo dos desinfectantes testados eram por consequéncia variaveis de

acordo com a composicdo quimica do produto. Na Tabela 3, € apresentado o

resumo de algumas caracteristicas dos produtos quimicos desinfectantes

utilizados.

Tabela 3 - Quadro resumo das caracteristicas dos pr

utilizados.

odutos quimicos de desinfeccéo

Nome . . Dosagem
Nome comercial Composto activo Concentraco
comum recomendada
Vinagre de vinho
Vinagre de com 6% de ) 1 dl vinagre/10L Solugédo com
Acido acético
vinho acidez agua 1% de vinagre
(Masterchef®)
3 gotasl/litro de
Lixivia Mikrochlor ® Hipoclorito de s6dio 70 ppm
agua
Pastilhas de Dicloroisocianurato
Sanichlor ® 1 pastilha/10L 50 ppm
cloro de sddio
Acido acético;
Acido P3 - Tsunami peroxido de
Obtida por titulagéo 80 ppm
peracético 100°® hidrogénio; acido

peracético
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3.3. Preparacao de solucoes

As solucdes padrao de cloroférmio foram preparadas por pesagem rigorosa da
substancia pura em metanol (CH3OH). A partir da solugdo “mée” foram
preparadas, por diluicdo, outras solugcbes de concentragcbes mais baixas. As
concentracfes utilizadas na elaboracdo das diferentes rectas de calibracdo, ou
seja, aquando da utilizacéo da fiora PDMS e PDMS/DVB, encontram-se em anexo
(Anexo B). Nas medicOes de volume das solucbes padrdao foram utilizadas

micropipetas de 10 pL, 20 pL e 100 pL da Gilson e Eppendorf.

No que respeita a realizacdo dos testes da repetibilidade, as concentragfes
utilizadas foram de 1 pg/L, 10 pg/L e 20 pg/L sendo que o numero de amostras

preparadas em cada ponto foi efectuado em triplicado.

Preparacdes das solucdes desinfectantes - foram avaliadas quatro solucdes

desinfectantes, sendo que para cada uma delas foram seguidas as
recomendacdes dos respectivos fornecedores. Depois de estarem prontas, foram

transferidos 10 mL da solucéo desinfectante para os respectivos viais.

a) Solucéo de vinagre — Foram preparadas solucdes de vinagre de vinho
com 6% de acidez da marca Masterchef®, diluidas em agua da rede
publica. A concentracdo utilizada foi de 1dL de vinagre para cada 10
litros de agua.

b) Solucéo de acido peracético — Foram preparadas solucdes de 80 mg/L
(ppm) em agua da rede a partir do produto P3-Tsunamil00® (Ecolab

S.A). A concentracdo da solucdo foi aferida por titulacdo com
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permanganato de potassio e tiossulfato de sodio, de acordo com as
recomendacdes do fabricante.
c) Solucao de hipoclorito de sodio — Foram preparadas solucfes de 70 ppm
em agua da rede publica a partir do produto Mikrochlor® (Ecolab S.A).
d) Solucao de dicloroisocianurato de sodio — Foram preparadas solucdes
de 50 ppm em agua da rede publica a partir do produto comercial

Sanichlor® (Ecolab S.A).

As fichas técnicas e de seguranca dos respectivos produtos encontram-se em

anexo (Anexo C).

3.4. Equipamentos

As analises cromatograficas foram realizadas num equipamento de
cromatografia gasosa (GC) de marca Shimadzu-2010®, equipado com uma coluna
da marca Teknokroma® (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro interno x
0,50 um de espessura) e um detector de captura de electrdes (ECD) de ®*Ni. De
forma a permitir a visualizacdo dos cromatogramas obtidos com as injeccdes
efectuadas estava acoplado ao GC um computador, como se pode observar na

Figura 4.

Figura 4 - Equipamento de cromatografia gasosa com detector de captura de electrdes.
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Foi utilizada uma balanca analitica Mettler AE 200 para a pesagem rigorosa do
cloroférmio necesséario para a obtencdo das solu¢cdes padréo. De forma a efectuar
as extraccOes dos viais em agitacdo constante, foi utilizada uma placa de agitacao

de marca Metrohm® (Figura 5).

Figura 5 — Extraccao de cloroférmio com fibra de 65 pm PDMS/DVB em headspace.

3.5. Preparacao da amostra

Preparacdo da amostra (alface) - a alface utilizada para as analises

efectuadas foi gentilmente cedida por diferentes unidades de restauracdo
colectiva da ICA — Industria e Comércio Alimentar, S.A e recolhida apenas no dia
da sua andlise pelo que se encontravam sempre frescas, vigosas e com elevados
niveis de turgescéncia no momento da sua preparac¢do. Foram realizados ensaios
com alface em pequenos pedacos e macerada (Figura 6). Previamente a ser
transformada, a alface foi lavada em agua corrente e seca de seguida com papel
absorvente, sendo macerada ou cortada em pedacos imediatamente antes de ser

pesada e colocada nos viais.
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Figura 6 — Alface macerada utilizada nos ensaios co  m os produtos desinfectantes.

3.6. Metodologia analitica

Antes da primeira utilizacdo, ambas as fibras (100 um PDMS e 65 pm
PDMS/DVB) foram condicionadas no injector do GC a 250C durante uma hora
numa corrente de hélio, de acordo com o manual e as recomendacbes do

fabricante (Supelco®).

As amostras estavam contidas em viais de vidro de 20 mL, obtendo no
decorrer das extraccoes efectuadas, um headspace (HS) de 10 mL onde a fibra
era colocada em exposicdo. Desta forma, o volume da amostra seleccionado para

a extracc¢ao foi também de 10 mL, tal como se pode observar na Figura 7.

Figura 7 — Viais de 20 mL utilizados.
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Para a manutencédo da agitacdo constante, foi colocada em todos os viais
uma barra magnética revestida de politetrafluoretiieno (PTFE), assim como
utilizada uma placa de agitacdo marca Metrohm®, colocada sempre na mesma

posicdo e de forma a obter agitacdo constante durante as extraccdes efectuadas.

Foi estudado o efeito da adicdo de cloreto de sdédio (NaCl) entre 0 e 3 g,
nas solucdes de forma a avaliar o seu efeito na extrac¢do de cloroférmio. Para a
fiora PDMS escolheram-se as concentracdes de 0, 1, 1,5 e 2 g, no entanto, para a
utilizacao da fibora PDMS/DVB optaram-se pelas concentracbes de 0, 1, 2 e 3 g de

NacCl.

De forma a avaliar a influéncia do tempo da fibra em exposicdo na
extraccdo de cloroférmio em HS analisaram-se os seguintes tempos: PDMS - 15,

20 e 30 minutos e PDMS/DVB - 5, 10, 15 e 20 minutos.

Antes de cada extraccdo efectuada, procedeu-se a limpeza da fibra num
injector a 250°C, com fluxo de hélio. A eficiéncia das limpezas foi controlada por

uma inexisténcia de picos no cromatograma realizados antes de cada analise.

3.7. Analise cromatografica

A temperatura programada do GC foi de 40C durante 2 minutos e um
aumento dos 40C aos 150C durante um periodo de 10 minutos, perfazendo

assim uma corrida com um total de 13 minutos.

Na Tabela 4, encontram-se as condicdes de operacdo do cromatografo

utilizadas nos ensaios efectuados. A temperatura do injector e do detector foi de
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250°C. O gas de arraste utilizado foi o hélio com um caudal de 1,00mL/min e o
gas de make-up foi 0 azoto com um caudal de 30,0mL/min, ambos com um grau

de pureza de 99,999% adquiridos & LindeSogéas®.

Tabela 4 - Condicdes de operacéo do equipamento de  cromatografia gasosa.

Temperatura do detector 250C
Injector Splitless
Tempo de amostragem 2,00 min
Gés de arraste Hélio

Modo de controlo de fluxo Presséo
Presséo 80,9kPa
Fluxo total 23,5 mL/min
Fluxo na coluna 1,00 mL/min
Velocidade linear 25,0 cm/seg
Split ratio 20,0

A temperatura seleccionada para a realizacdo das extrac¢cdes com a fibra
PDMS/DVB foi a temperatura ambiente, considerando a maior proximidade com
as condicdes reais de utilizacdo dos produtos desinfectantes (temperatura

verificada no ar condicionado variou entre cerca de 20-25<).

A metodologia seguida para os mecanismos de extracgcdo e analise
cromatografica foi adaptada da metodologia descrita por Cho et al (2003) ©? e

San Juan et al (2007) @,

Objectivou-se, desta forma, a optimizacdo de um método de SPME-GC-ECD-
HS para a determinacdo de cloroféormio em amostras de diferentes solucbes

sanitizantes de alface.

Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentacao
Universidade do Porto



27

4. Resultados e Discussao

Foi no inicio da década de setenta que se verificou a formacdo de
trialometanos (TAM) durante o processo de cloracdo da agua ©9. A desinfeccéo
da agua com cloro, etapa aplicada no tratamento da agua da rede publica, que
tem por objectivo a reducdo do risco de infeccbes por microrganismos
patogénicos, foi, entdo, identificada como uma etapa responsavel pela formacao
de vérios subprodutos resultantes da desinfeccdo que constituem uma ameaca a
satide humana ©% 49 |

Os TAM sdo compostos organicos volateis (COV) de carbono simples,
formados a partir da interaccdo do cloro residual livre com as substancias
resultantes da degradacdo de vegetais, denominados de substancias humicas
(precursoras). Os compostos organicos naturais advém do himus préprio da terra
e resultam da decomposicéo de matéria organica vegetal ©.

Os TAM resultam entdo, de forma geral, de uma reac¢do que pode ser

descrita da seguinte forma:

Espécies previamente halogenadas + Cloro livre + Ma  téria orgénica

0

TAM + Outros subprodutos.

De todos os TAM possiveis de serem formados, existem quatro que aparecem
em concentracdo mais elevada, sdo eles: o cloroformio (CHCI3), o

diclorobromometano (CHBrCl,), o dibromoclorometano (CHCIBrz) e o bromoformio
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(CHBr3). A soma algébrica da concentracdo dos quatro compostos citados
anteriormente denomina-se de trialometanos totais (TAMt). Para além destes
produtos, pode ocorrer a formacdo de outros subprodutos como os &acidos
haloacéticos, haloacetonitrilas, halopicrinas, halocetonas e haloaldeidos “* 42,
sendo que a classe dos TAM é aquela que surge em maior concentracéo “% 43,

Nestes ultimos anos tém-se criado leis que regulamentam os limites de TAM
na agua para beber. Estas regulamentacdes surgem como consequéncia do
conhecimento da presenca e origem destes compostos na agua, assim como das
investigacdes epidemiologicas e toxicologicas que confirmam o seu potencial
risco para a saude publica. Um exemplo disso é a Directiva Comunitaria 98/83/CE
de 3 de Novembro destinada a agua para consumo humano e transposta para o
direito nacional através do DL 243/01 de 5 de Setembro. Este decreto-lei exige
gque a soma da concentracado dos TAM seja igual ou inferior a 150 ug/L até 2008 e
que a partir de 2008 este valor seja inferior ou igual a 100 ug/L.

Baytak e Sofuoglu (2008), verificaram que de entre 0os compostos
pertencentes a classe dos TAM, o cloroférmio foi 0 composto que apareceu em
maior quantidade na agua da rede publica, apresentando concentracfes entre
0,03 e 98,4 ug/L. Observou-se, ainda, que a concentracdo média anual de TAM
obtida excedeu o limite de 80 pg/L imposto pela Agéncia de Proteccdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA — United States Environmental Protection Agency).
Constatou-se, por fim, uma maior concentracido destes compostos na Primavera,
comparando com a estacdo do Verdo e do Outono, que apresentavam

concentracdes mais baixas ¥

. Este facto deve-se a uma maior quantidade de
biomassa (ex. algas) presente na adgua na estacdo da Primavera. Nesta estacao

do ano, verifica-se um excesso de nutrientes na agua, o que leva a proliferacédo
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excessiva de algas, acumulando a quantidade de matéria organica na agua e
aumentando, por consequéncia, a formacéao de cloroférmio e outros trialometanos
(45)

ApoOs o estudo da relacdo da ocorréncia de cancro com a exposicdo aos
TAM, houve a necessidade de estudar e quantificar esses compostos,
principalmente, os compostos encontrados em maiores concentracées, como € o

caso do cloroférmio.

4.1. Ensaios preliminares

A parte experimental do presente trabalho iniciou-se com a aprendizagem da
técnica e a pratica de extraccdo de SPME, bem como a utilizagcdo do GC-ECD
com o respectivo software associado.

A determinacdo do pico do cloroformio foi efectuada por injec¢do directa no
cromatografo gasoso de um padrdo de CHCI; em metanol (Merck gradiente grade

HPLC), tendo-se verificado um tempo médio de reteng&o de 3,8 minutos.

No que diz respeito a escolha da fibra, a pesquisa bibliogréfica revelou uma
utilizacdo muito dispersa do tipo de fibras, sendo que para a extraccdo de
compostos da classe dos trialometanos, se verificava a utilizagdo das fibras de
100 um PDMS e 65 um PDMS/DVB, assim como a fibra 85 um CAR/PDMS.

Foram testadas duas fibras de SPME: 100um PDMS e 65 um PDMS/DVB.
Na Figura 8, estdo representados os cromatogramas obtidos com as duas fibras
na extraccdo de CHCI; da agua da rede publica. Apesar da fibora PDMS/DVB

revelar uma area superior a fibora PDMS utilizou-se também a fibora PDMS ja que
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inicialmente se obtinham brancos com elevado sinal. Esta dificuldade foi

eliminada com a limpeza da fibra no injector imediatamente antes de cada ensaio.

A1, 000, 000

1.4

1.25H

1.00H

0.7

050

0.2

~1 - Fibra PDMS
\ T Fibra DVB

0.0

¥} 0 78 0.0 min

Figura 8 - Cromatograma da analise de trialometanos em agua da rede publica.

4.2. Optimizacao do método

Apbs o treino inicial, procedeu-se entdo a optimizacdo do processo de
extraccdo por SPME, tendo esta accéo incidido na escolha da quantidade de
NaCl a adicionar a amostra, assim como na escolha do tempo da fibra em
exposicao.

Foram analisados diferentes tipos de preparacdo da amostra, isto €, alface
macerada ou aos pedagos, tendo-se obtido uma maior extracgdo de cloroférmio
apos a analise a alface macerada, comparativamente com a utilizagdo de alface
aos pedacos (Figura 9). Os resultados poderdo também ser resultado do

processo fisico utilizado na preparacdo da alface. A alface que foi macerada, a

partida apresentard& uma maior quantidade de matéria organica livre,
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comparativamente a alface cortada aos pedacos, para reagir com o cloro e formar

0s compostos da classe dos trialometanos.
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Figura 9 - Resultados da area obtida referente a ex tracgdo de cloroférmio nos dois tipos de

tratamento da alface (PDMS).

Relativamente a adicdo de NaCl a solucéo, sabe-se que a sensibilidade do
método de extraccdo frequentemente aumenta na presenca deste composto.
Trata-se, pois, de uma forma de alterar a distribuicéo entre a fase aquosa e a fase
organica, para favorecer a extraccao e que consiste em aumentar a forca ionica
do meio, adicionando, desta forma, cloreto de sédio a solucdo aquosa. Segundo
diversos autores, foi observado também que a adicdo deste sal foi importante na
libertacdo de compostos volateis para o headspace das amostras devido a sua
capacidade de absorver agua, de saturar o ambiente e de libertar os compostos

organicos volateis %39,
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Foram testadas quatro quantidades diferentes de NaCl a adicionar as
amostras, de modo a verificar qual delas permitiria uma melhor quantidade de
analito extraida. Verificou-se que a adicdo deste sal melhorou a adsorcdao do
analito pelas fibras extractoras (PDMS e PDMS/DVB), proporcionando um
aumento dos valores das concentracdes (Figura 10 e 11). Segundo os resultados
obtidos com a fibora PDMS/DVB e apresentados na Figura 11, a adicdo de 3 g de
NaCl permitiu a obtencdo de maiores concentracfes, no entanto, a nivel pratico
esta adicdo implicava uma diminuicdo significativa no headspace disponivel para
a colocacao da fibra em exposicdo, quando a alface era adicionada ao vial para
analise. Desta forma, optou-se por seleccionar a adicédo de 2 g de NaCl a todos os

viais analisados.
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Figura 10 - Extraccéo de cloroférmio de acordo com a quantidade de NaCl adicionada com a

fibra PDMS.

Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentacao
Universidade do Porto



33

2,5E+07

2,0E+07

1,5E+07

1,0E+07

5,0E+06

Area do pico cromatogréafico (uV)

0,0E+00

zero 1g 2g 3g

Quantiddae de NaCl adicionada a solucao

Figura 11 - Extrac¢éo de cloroférmio de acordo com a quantidade de NaCl adicionada com a

fibora PDMS/DVB.

Os resultados obtidos por diversos estudos corroboram os resultados
obtidos pelo presente trabalho, onde se verificou que a adicdo de NaCl melhora a

extraccdo de cloroférmio da solucéo desinfectante @9 39,

Esta variacdo das concentracdes estudadas deveu-se ao facto da variavel
escolhida com a fibra PDMS recair na maior concentragdo estudada, isto €, num
extremo das concentracdes, entdo, de forma a evitar a mesma situacdo na
analise com a fibora DVB, optou-se por aumentar a quantidade de NaCl

adicionada.

No que diz respeito a optimizacdo da variavel referente ao tempo da fibra
em exposicao, foram estudados diferentes tempos de extraccdo entre os 5 e os
20 minutos, de forma a avaliar a maior capacidade de extraccdo do analito. Os
resultados obtidos relativos ao tempo de exposicdo da fibra, encontram-se na
Figura 12 e 13, onde séo apresentados os resultados obtidos pela fibora PDMS e

pela fiora PDMS/DVB, respectivamente.
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Mais uma vez se verifica que a variavel escolhida, no caso da utilizacdo da
fibora PDMS se encontrava num dos extremos, pelo que no momento da utilizacédo
da fibra DVB se optou por alargar o periodo estudado do tempo da fibra em

exposicao (Figura 13).

Nas Figuras 12 e 13, observa-se que aumentando o tempo de exposicao a
partir dos 15 minutos, de acordo com a linha da tendéncia, ndo ha um aumento da
area do cromatograma nos minutos finais, pelo que foram seleccionados os 15
minutos de exposicdo da fibra. Esta seleccao foi baseada no tempo necessario
para cada ensaio, de forma a rentabilizar o trabalho desenvolvido no laboratorio,
assim como para ir ao encontro da pratica diaria realizada nas unidades de
restauracdo, seguindo as indicacdes médias do tempo de contacto dos diferentes
produtos de desinfeccdo facilitadas pelos fornecedores dos desinfectantes, ou
seja, 15 minutos com o produto hortofruticola em imersdo na solucéo
desinfectante. Estes resultados vao ao encontro de outros obtidos por Stack et al
(2000) onde referem que o tempo de extraccao tem influéncia nas concentracdes
obtidas deste cloroférmio, uma vez que este COV necessita de 15 minutos para

estabilizar @7,

Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentacao
Universidade do Porto



35

2,0E+06

1,5E+06

1,0E+06

5,0E+05

Areado pico cromatogréafico (uV)

0,0E+00

¢
4

15 min 20 min 30 min

Tempo da fibra em exposi¢do {minutos)

Figura 12 - Extrac¢éo de cloroférmio ao longo dote  mpo com a fibra PDMS.
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Figura 13 - Extraccéo de cloroférmio ao longo dote  mpo com a fibora PDMS/DVB.

ApoOs andlise destes resultados, escolheram-se as variaveis que

apresentaram os melhores resultados. De seguida, é apresentada uma tabela

resumo com as caracteristicas colocadas em pratica nos ensaios posteriores

(Tabela 5). Foram, entdo, definidas as seguintes condigcbes para a extracgao:
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colocacao da fibra nos viais em HS durante 15 minutos, a temperatura ambiente,
com uma adicéo de 2 g de NaCl e a uma velocidade de agitacdo constante. Apos
cada extrac¢ao, o suporte da fibra foi colocado no injector do GC através do septo
e esta mantida em dessorcdo durante o periodo total de cada corrida, isto €, 13

minutos.

Tabela 5 — Tabela resumo das variaveis escolhidas p  ara a execucao dos ensaios.

Variavel Caracteristica escolhida
Quantidade de NaCl adicionado | 2g
Tempo de exposi¢ao da fibra 15 Minutos
Agitacao Constante
Temperatura de extraccao Ambiente
Alface 2 g de alface macerada
4.3. Validacao do método analitico de determinacao do
cloroféormio

A quantificacdo de compostos vestigiais em amostras reais por SPME é
normalmente conseguida pela aplicacdo do método do padréo externo, na qual a
recta de calibracdo é construida pela preparacdo dos padrées de forma em tudo
semelhante a preparacao das amostras.

Numa fase inicial realizou-se a recta de calibracdo do cloroférmio utilizando a

fibora PDMS. Os parametros obtidos para a recta de calibracdo através desta fibra

Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentacao
Universidade do Porto



37

foram: coeficiente de correlacdo de 0,985 e um limite de deteccdo (LOD) de 5,46

Mo/l (Figura 14).
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Figura 14 - Recta de calibragdo de cloroformio para  extracgdo por SPME-HS-ECD com a

fibora PDMS.

ApoOs analisar os resultados referentes a recta de calibracdo obtida pela

extraccdo em SPME-HS com a fibra PDMS, decidiu-se elaborar a recta de

calibracéo da fiora PDMS/DVB com concentracfes mais baixas de forma a obter

um LOD também menor, assim optou-se por um intervalo de solu¢cbes padrédo nas

concentracbes entre 0,01 e 1,5 pg/L (Figura 15). O coeficiente de correlacéo

obtido foi de 0,992 com um LOD de 0,20 ug/L. Posteriormente, todas as analises

foram desenvolvidas com a fibora PDMS/DVB.

As rectas de calibracado foram obtidas com solugdes padrdo de CHCI; em

metanol e uma adicao de 2 g de NaCl.

Mestrado em Alimentacao Colectiva

2007/09



38

3,0E+07

et y= 1E+07x + 1E+07
SE+07 =
R¥=0,9917 __*

2,0E+07
1,5e+07

1,0E+07 #

5,0E+06

Areado pico cromatografico (uV)

0,0E+00
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Concentragao de cloroférmio (ug/L)

Figura 15 - Recta de calibracdo de cloroférmio para  extraccdo por SPME-HS-ECD com a

fibra PDMS/DVB.

O estudo da validagdo do método analitico para a quantificagdo de
cloroféormio em amostras analisadas por SPME assentou na determinacdo da
recta de calibracdo, da repetibilidade e na determinacdo do LOD. O limite de
deteccdo, ou seja, a quantidade de analito que gera uma resposta trés vezes
maior do que o do ruido no tempo de retencéo, foi obtido com base na recta de
calibracédo, sendo que LOD=3xXEPADY X/Declive.

Ao longo do presente trabalho houve a necessidade de trocar de fibra de
SPME e nessa situacdo fez-se nova recta de calibracdo como apresentado na
Figura 16. Foi obtido um coeficiente de correlacéo superior a 0,99 e um LOD de
0,007 (Anexo B). Assim, algumas concentracdes foram obtidas pela 12 recta e 12

fibra, outras com a 22 recta e a 22 fibra.
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Figura 16 - Recta de calibracdo de cloroférmio para  extrac¢cdo por SPME-HS-ECD com a

A proposta

fibora PDMS/DVB obtida na segunda fase.

de métodos analiticos foi validada para garantir que as

caracteristicas de desempenho sdo adequadas para as condigbes em que tem de

ser aplicado. A precisdo do método, denominada de repetibilidade, foi avaliada

com trés repeticoes de trés concentragOes diferentes, como demonstrado na

Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados obtidos apds os ensaios em tr  iplicado referentes a repetibilidade do

método (PDMS/DVB).

Sp‘;gf;é’ Vial CO”‘(’ES}S‘GQO Média ijdsgg CV (%)*

A 2,40

1 pg/L B 2,25 2,33 0,08 3,28
C 2,35
A 3,15

10 pg/L B 3,01 3,05 0,09 2,91
C 2,99
A 4,25

20 pg/L B 417 412 0,16 3,78
C 3,95

*CV (%) — Coeficiente de variagdo em percentagem

Apesar de se tratar de um parametro que ndo permite comparacdes entre
diferentes estudos cientificos, sendo caracteristico de cada trabalho e variando de
acordo com as diferentes variaveis envolvidas, o desvio padrdo obtido (% de erro)
foi menor do que 10%, o que a nivel estatistico refere uma boa repetibilidade dos

ensaios efectuados nas mesmas condicoes.

4.4. Influéncia da matéria organica na formacao de
cloroférmio

A eficacia dos diferentes desinfectantes quimicos mais comuns utilizados

na desinfecgcdo da superficie dos frutos e produtos horticolas, como é o caso das
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solucdes de hipoclorito de sédio, pode ser limitada ou imprevisivel quando uma
grande quantidade de matéria organica esta presente na agua da lavagem. Para
além da questdo da eficacia antimicrobiana do desinfectante ser colocada em
causa, também se coloca a questdo da possibilidade de uma maior formacéao de
cloroférmio com o aumento da matéria organica, uma vez que se trata de um
precursor da reaccdo que leva a formacado deste COV “9.

Na Figura 17, encontram-se os resultados referentes as concentracfes de
CHCI3; obtidas na analise de solucdes desinfectantes de pastilhas de cloro activo
e de acido peracético, apds a adicao de até 3 g de acucar (sacarose). Tal como
anteriormente referido, quando se verifica a presenca de matéria organica
juntamente com cloro, estes reagem e originam como resultado, e entre outros

compostos, o cloroférmio.
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Figura 17 - Avaliacdo da adicdo de sacarose na extr  accao de cloroférmio nas solucdes
desinfectantes de acido peracético (AP) e diclorois  ocianurato de sédio (NaDCC), utilizando

a fibora PDMS/DVB.
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A opcao pela comparacao realizada entre as pastilhas de cloro e o acido
peracético baseou-se na diferente composi¢cdo quimica dos produtos, no que diz
respeito a existéncia de cloro, ou seja, ao contrario da pastilha de cloro, o acido
peracético ndo possui cloro na sua composicdo, pelo que apenas o cloro
proveniente da agua utilizada na preparacao das solucdes estaria disponivel para
reagir com a sacarose. Assim, tal como se observa nos resultados referentes a
pastilha de cloro, & medida que aumenta a concentracdo de sacarose, também
aumenta a concentracdo de cloroférmio formado, ou seja, a concentracao inicial
obtida de 0,85 pg/L sem a adicdo de sacarose, aumentou para 2,12 ug/L na
analise efectuada com 3 g de sacarose. Pelo contrario, no caso do desinfectante
acido peracético, a concentracdo de CHCI; diminuiu & medida que foi aumentada
a quantidade de sacarose adicionada, da mesma forma, a concentragao inicial de
1,38 pg/L cloroférmio, diminuiu para 0,94 ug/L, apos a adicdo de 3 g de sacarose
a solucéo desinfectante de AP.

O estudo de Navalon e Alvaro (2008) relatou que, de forma geral, os
resultados obtidos demonstraram que o0s sacarideos amplamente presentes em
aguas naturais podem dar origem a concentracdes significativas de TAM no

processo de desinfeccéo pelo cloro 7.
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4.5. Determinacao da formacao de cloroférmio apés a

utilizacao dos produtos de desinfeccao testados.

A exposicdo humana ao cloroférmio (Figura 18), também conhecido como
triclorometano (CHCI3), pode ocorrer por inalagdo, por ingestdao de alimentos ou
de agua e por absorcao através da pele (no duche, nas limpezas ou na natacao),
tendo sido relatadas feridas na pele que surgiram ap0s o contacto directo com a
agua. Alguns estudos tém demonstrado que mais de 96% do cloroférmio inalado
€ exalado através dos pulmdes dentro de 8 horas, principalmente como dioxido de
carbono e como cloroférmio inalterado, sendo que apenas uma pequena

quantidade deste composto é eliminado através da urina e das fezes “®.

Uma vez transportado pelo sangue, o CHCI3;, tende a acumular-se nos
tecidos com altas concentracdes de lipidos, nomeadamente, o tecido adiposo, o
cérebro, o figado, o rim e o sangue. O cloroférmio é metabolizado no corpo,

sendo o maior produto final o diéxido de carbono.

Cl

|
H—?—CI

Cl

Figura 18 - Estrutura quimica do cloroférmio.

Em altas concentragdes, o CHCI; pode deprimir o sistema nervoso central
e induzir um estado de anestesia/inconsciéncia. Inalar baixas concentracdes
(cerca de 900 ppm) por um curto periodo de tempo pode causar fadiga, tonturas e

dor de cabeca.
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A Agéncia de Proteccdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) considera
o cloroférmio susceptivel de ser um carcinogénio para 0s seres humanos por
todas as vias de exposicdo em concentracdes elevadas cujas condicdes podem
levar a citotoxicidade e hiperplasia degenerativa nos tecidos sensiveis. No
entanto, se a exposicado ocorrer, por qualquer via de exposicdo, em menores
concentracfes que ndo causem citotoxicidade ou hiperplasia regenerativa, nao

apresentara carcinogenicidade “®.

Recentemente, alguns estudos epidemiolégicos demonstraram a toxicidade
e os efeitos adversos da exposicdo humana ao cloroformio, em particular relativos
aos problemas reprodutivos, incluindo aborto espontaneo, atraso no
desenvolvimento fetal e defeitos congénitos “* 4% assim como no aumento da

incidéncia de cancro do célon, quer no sexo masculino ©°

, quer nas mulheres
apés a menopausa Y. Tém sido estudados os seus potenciais maleficios na
salide humana ©®® %Y considerando a exposicdo a que se estd sujeito,

g (@7, 5557)

nomeadamente através da agua da piscin , agua da rede publica

(ingestdo e/ou absorcao através do banho ou duche) e produtos de limpeza

domeésticos (inalacao) (30, 58, 59)

. Actualmente, acredita-se que existe uma forte
relacdo entre o cancro da bexiga, do colon e recto e a ingestdo de agua tratada,

na presenca de TAM, nomeadamente o cloroférmio ©.

Estudos desenvolvidos em mamiferos revelaram que os TAM causam
efeito adverso no figado e no rim e afectam negativamente o sistema nervoso e
reprodutivo, para além de estarem relacionados com cancro da bexiga “”. Neste

estudo observou-se que o pH da solugéo influencia fortemente a formacao de
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TAM e o consumo dos compostos clorados, assim como o facto da presenca de

cloreto em concentracdo de ppm aumentar a formacéo de TAM “7.

Véarios factores como a temperatura ambiente, o pH do meio, a
concentracdo de cloro, as caracteristicas da matéria organica (também chamada
de precursores dos TAM), o tempo de reaccéo e a relacdo entre a concentracao
de hipoclorito e do teor de carbono organico total, entre outros factores, podem
influenciar a formacéo de cloroférmio “> ®Y. Alguns autores demonstram que o
aumento da temperatura e do pH do meio, por exemplo, favorece o aumento da

formagdo de trialometanos “* Y

, assim como o facto do tempo de contacto
apresentar um efeito positivo na formacao destes compostos ©V.

Os subprodutos da desinfeccdo (SPD) constituem, desta forma, um
assunto de importancia com impacto na saude publica, uma vez que alguns
destes compostos sdo possivelmente carcinogénios para os seres humanos. De
acordo com as orientacdes da USEPA para a Avaliacdo dos Riscos Cancerigenos
e a classificacdo da Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancro (IARC), o
dibromoclorometano € classificado no grupo C, por sua vez no grupo B2 estédo
incluidos o cloroférmio, o diclorobromometano e o bromoférmio, uma vez que se
revelam provaveis carcinogénios humanos ©?.

A actual Administragdo da Seguranca e da Saude Ocupacionais (OSHA)
adoptou como limite admissivel de exposicédo (Permissible Exposure Limit - PEL)
para o cloroférmio o valor de 50 ppm, ou seja, 240 miligramas por metro cubico de
ar (mg/m®). Um trabalhador que esteja exposto ao cloroférmio deve em nenhum
momento exceder este limite maximo. Por sua vez, o Instituto Nacional de

Seguranca e Saude Ocupacional (NIOSH) estabeleceu um limite exposicéo

recomendado (Recommended Exposure Limit - REL) para cloroformio de 2 ppm
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(9,78 mg/m®) como uma exposicdo de curto prazo, ou seja, 60 minutos. A NIOSH
considera, também, o cloroformio como um potencial carcinogénio ocupacional
(48)

Num estudo realizado a nivel profissional, os trabalhadores expostos a 14 —
400 ppm (68 - 1956 mg/m®) desenvolveram hepatite toxica e outros efeitos,
incluindo ictericia, nauseas e vomitos, sem febre. Num outro estudo, 68
trabalhadores foram expostos profissionalmente ao cloroférmio em concentracdes
de 10 - 1000 mg/m? durante 1 a 4 anos. Foi encontrada uma maior frequéncia de
hepatite no grupo de trabalhadores em comparacédo com os habitantes da mesma
cidade. Dezassete desses trabalhadores apresentaram hepatomegalia, trés dos
quais desenvolveram hepatite. Apdés uma exposi¢cao cronica profissional de 375 -
1330 mg/m® cloroférmio, com um pico de concentracdo de 5.680 mg/m°, por
periodos de 3 a 10 anos, foi relatado por 8 trabalhadores expostos lassidao, sede,
angustia gastrointestinal, frequente ardor a urinar, falta de concentracéo,
depressao e irritabilidade. Nove trabalhadores que foram expostos a uma menor
concentracdo de cloroférmio (110 - 350 mg/m® para 10 - 24 meses), também
experimentaram os mesmos efeitos, mas num grau menor.

Num projecto desenvolvido ao longo de cinco anos que consistia em
analisar alimentos e 0 seu teor em compostos organicos volateis (COV), verificou-
se que o0s produtos que apresentaram o maior nivel de cloroférmio foram os
produtos lacteos: queijo americano (54 ppb), queijo cheddar (107 ppb), cream
cheese (100 ppb), manteiga (83 ppb) e creme de leite (176 ppb). O mesmo foi
verificado nos produtos lacteos dos paises europeus. Foi demonstrado ainda pelo
mesmo estudo que os COV advém do uso total do processo automatizado de

limpeza e desinfeccdo que utilizam solventes contendo cloro activo. Tal como ja
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foi referido anteriormente, sabe-se que o cloro ao entrar em contacto com o
material organico, neste caso concreto presente nos lacticinios, forma compostos
organicos clorados ou cloro organico total ®?. Fukayama et al (1986) analisaram
as reaccoes de cloro e dioxido de cloro com modelos de compostos alimentares,
tendo observado, apds a exposicdo de camardo a uma solucao desinfectante de
hipoclorito de sédio uma incorporagcéo bastante significativa de cloro nas porgcdes
ediveis. Sao diversas as reac¢bes dos produtos clorados com 0s macro
constituintes dos alimentos, nomeadamente os glicidos, os lipidos e os protidos,
no entanto, sdo necessarios mais estudos de forma a analisarem a toxicidade
desses compostos formados ©2.

Uma exposicdo oral ao cloroférmio, ingerido através de o6leo de milho,
provocou cancro, quer no Rato, quer no Ratinho. Também em humanos, foi
relatado um risco pequeno mas com significado estatistico, no aumento de
cancros da bexiga, do colon e do recto associados com a presenca de compostos
clorados na agua potavel. As avaliagcbes de risco foram dificeis por causa de
varios factores concomitantes e potenciadores das mesmas patologias,
nomeadamente o tabagismo, a dieta, a poluicdo do ar, ocupacéo, e os diferentes
estilos de vida. O consumo de outras substancias carcinogénias tornou impossivel
responsabilizar unicamente o cloroférmio como a causa do aumento de incidentes
de cancro 2,

Apesar de se pensar que a ingestdo é a via mais comum para a exposi¢cao
aos subprodutos da desinfeccéo, a sua alta volatilidade e permeabilidade dérmica
de alguns deste sugerem a potencial contribuicdo da inalacdo e da absorcdo

dérmica como vias de complementares ©.
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Os hortofruticolas podem absorver cloroformio através da agua e do ar. A
agua é provavelmente hoje a maior fonte de exposicdo ambiental ao cloroférmio.
O cloroférmio pode ser encontrado em toda a agua clorada (4gua da torneira) ¢+
%9 Num estudo onde foi analisada a concentracdo de cloroférmio em produtos
horticolas, folhas de cha e legumes congelados, verificou-se uma meédia de
concentracdes de 30,9; 62,9 e 15,7 ug/kg, respectivamente. Assim, as folhas de
cha apresentaram os valores de cloroformio mais elevados. Foi relatada a
formacdo de cloroférmio e tetracloreto de carbono durante o tratamento de
vegetais com hipoclorito de sédio. Uma vez que o cloro reage rapidamente com
varios compostos € possivel que os trialometanos sejam produzidos pela reacgao
dos alimentos com o hipoclorito de sodio. Assim, também estes alimentos
poderdo apresentar cloroférmio na sua composicdo, como alias comprovam 0s
resultados obtidos por Adachi et al (2001) ©°.

Uma vez que 0s vegetais absorvem matéria organica pelas raizes e a
acumulam nas folhas, foram analisados os vegetais que cresceram em agua da
torneira e em agua fervida destilada sem cloroformio. Nesse estudo nao se
verificaram diferencas nos resultados entre os vegetais dos dois ensaios. Por
outro lado, verificou-se uma elevada correlacéo entre a quantidade de cloroformio
e 0 numero de dias de cultivo, pelo que o tempo se apresenta como um factor a

considerar na formac&o deste composto ©°.

De forma a avaliar o efeito do tempo de imersdo na formacéo de cloroférmio,
optou-se por analisar as solu¢des desinfectantes com alface apds dois periodos
distintos, ou seja, apds 15 e 60 minutos, em agitacdo. Depois deste periodo,

efectuou-se a extrac¢cdo do cloroformio com a fibora PDMS/DVB durante os 15
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minutos escolhidos nos resultados dos ensaios preliminares (tempo de exposi¢cao
da fibra). Os viais foram preparados e analisados em triplicata para cada tipo de
produto desinfectante.

Pode constatar-se através dos resultados obtidos que em ambos os periodos
estudados (15 e 60 minutos) as solucdes desinfectantes que possuem a
capacidade de acidificar o meio, como € o caso do vinagre e do acido peracético,
sdo aquelas que originaram a menor formacao de CHCI3. Pelo contrario, a lixivia
(hipoclorito de sodio) e a pastilha de cloro (dicloroisocianurato de sédio) foram os
produtos que deram origem as maiores concentracbes de CHCI3;, nos dois
periodos de imersdo de alface estudados. As pastilhas de cloro utilizadas na
desinfeccdo de alface foram, por sua vez, o desinfectante quimico que originou
maiores concentracdes de cloroformio, nos dois periodos analisados, ou seja,

1,95 ug/L e 5,36 pg/L, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19 — Avaliacdo do tempo de imersédo naforma¢  &o de CHCI; de acordo com o tipo de

desinfectante utilizado (PDMS/DVB).
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O aumento do periodo de contacto entre a solucdo desinfectante e a
alface, de 15 para 60 minutos, fez também aumentar a formacéao de cloroférmio
por todos os produtos desinfectantes estudados, como se pode observar na
Figura 19. De acordo com este resultado, parece evidente que se deva preconizar
na pratica um tempo de contacto (de desinfeccdo) curto, podendo este ser
decisivo para a formacao de subprodutos com risco de toxicidade.

A nivel estatistico, verificamos um coeficiente de variacdo (CV) menor do
que 15% e, portanto, aceitavel neste tipo de analises (Tabela 7). O coeficiente de

variacao resulta da divisdo do desvio padréo pela média.

Tabela 7 — Resultados obtidos na analise das solugd  es desinfectantes apés 15 e 60 minutos

em agitacao.

TEMPO EM AGITACAO

15 minutos 60 minutos

. Média* Média*
Desinfectante sd CV (% sd CV (%
(ug/L) @0 | (gl (%)
Pastilha 1,95 0,09 4,79 5,36 0,56 10,41
Lixivia 0,58 0,07 11,88 2,19 0,18 8,12
Acido 0,37 0,05 12,95 0,61 0,08 12,78

peracetlco

Vinagre 0,08 0,01 6,57 0,41 0,04 10,11

* Média da concentracédo obtida pelos trés ensaios realizados; sd — Desvio padrao.

Apesar de nao se ter medido o pH das solucdes desinfectantes analisadas,
0 que se podera traduzir numa limitacdo do presente trabalho, a composicéo

quimica dos produtos de desinfeccdo contribuem para acidificar o0 meio da
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solucéo desinfectante, reduzindo desta forma a formacéo de cloroférmio (em meio
acido).

Navalon et al (2008), no estudo desenvolvido acerca dos glicidos como
precursores de TAM, verificaram que a cloracéo realizada a pH acido (pH=5)
claramente reduziu a quantidade de TAM formados. A titulacdo concomitante de
cloro consumido indicou que a reducdo da formacdo da TAM em meio acido é
uma consequéncia da menor reactividade do cloro. Por outro lado, apesar de se
observar um elevado consumo de cloro a pH basico (pH=11), ndo se constatou
uma relacéo linear entre o consumo de cloro e o aumento da formacdo de TAM
@47)

As concentracdes de CHCI; obtidas apos a imersao da alface na solucéao
desinfectante de pastiha de cloro durante 60 minutos, apesar de
significativamente inferiores (5,36 ug/L) aos 2 ppm de REL referidos pela NIOSH
“® nao devem ser negligenciadas, considerando a frequéncia diaria da realizacdo
destas operacodes. Verificou-se, ainda, a mesma situacdo no caso da solugéo
desinfectante preparada a base de hipoclorito de sédio (lixivia) que apresentou
uma concentracdo media de cloroférmio de 2,19 ug/L. Assim, para além da via da
inalacéo e/ou absorcéo pela pele por parte dos manipuladores de alimentos, sera
necessario avaliar também o efeito da ingestdo de cloroférmio absorvida pelos
alimentos sujeitos a desinfeccao, o que néo foi realizado no presente trabalho.

Varios tipos de tratamento de desinfeccdo quimica sdo conhecidos por
serem parcialmente eficazes na eliminacdo de organismos da superficie dos
hortofruticolas que quando consumidos em cru ou incorrectamente manuseados
podem causar doencas de origem alimentar. No entanto, nenhum desses

tratamentos pode ser invocado até se produzir a desinfeccéo total bruta, pelo
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menos quando administrado em niveis que ndo cause deterioracdo na qualidade
sensorial. Cada tipo de desinfectante tem a sua prépria eficacia em matar células
microbianas. Essa eficacia depende da natureza das células, bem como das
caracteristicas dos tecidos vegetais e das frutas, tal como da sua contaminacao
inicial, entre outros factores. Alguns tipos de desinfectantes sdo apropriados para
0 Uso em contacto directo com lavagens, enquanto outros sdo adequadas apenas
para 0 equipamento ou para os contentores utilizados para processar, armazenar
ou transportar frutas e legumes. Desta forma, a escolha do desinfectante a utilizar
tal como o cumprimento das recomendacdes dos fornecedores é fundamental 2.

No que diz respeito a resisténcia dos microrganismos aos produtos
desinfectantes, sabe-se que esta varia muito com o tipo de desinfectante e o pH
da solucédo, com o tempo de contacto, a temperatura e as propriedades fisicas e
quimicas da superficie dos frutos ou horticolas. Sdo necessarios mais estudos
acerca da eficacia de desinfectantes em relacdo a rugosidade da superficie dos
frutos e vegetais de forma a esclarecer a influéncia desta caracteristica na
resisténcia aos produtos quimicos utilizados. Apenas se reconhece que uma
maior quantidade de material na cuticula pode proteger contra a incorporacéo de
células, aumentando assim a necessidade de exposicdo aos tratamentos
quimicos #2.

Esta ambiguidade em relacdo ao uso do cloro como oxidante tem provocado
uma aparente contradicdo no meio cientifico. Enquanto o uso reduzido do
desinfectante € encorajado para um limite de formacdo de subprodutos, a
preocupacdo em torno de doencas mais resistentes da agua desencorajam a

reducdo da concentragdo do cloro. Para essa questdo, deve-se encontrar uma

condicao Optima para que haja pequena formacao de subprodutos de desinfeccéo
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e, a0 mesmo tempo, seja possivel controlar a carga microbiana dos alimentos que
podera dar origem a toxinfec¢des alimentares.

Sdo varios os factores que influenciam a reaccdo de formacdo de
trialometanos, nomeadamente: o tempo de contacto, o pH, a temperatura, a
concentracdo do brometo e iodeto, a concentracéo do cloro, a concentragcéo e as
caracteristicas estruturais dos precursores, entenda-se matéria organica % 27,

Em relacdo ao tempo de contacto, a reaccédo de formacao de trialometanos,
nas condicbes normais de temperatura e pressdao, nao ocorrem
instantaneamente. Quanto maior o tempo de contacto entre o cloro e o material
precursor maior sera a probabilidade de formacdo de TAM, como foi acima
verificado e referido.

Como podemos verificar através dos resultados obtidos, concentracdo de
matéria organica no meio € outra caracteristica importante para a formacao dos
TAM, assim, quanto maior esta presenca, maior sera a formacao deste composto.
A matriz da matéria organica também influencia a formacéo de TAM. Igualmente,
quanto maior a concentracdo de cloro no meio, maior sera a possibilidade da
formacéo de trialometanos. A forma como o cloro se apresenta também interfere,
sendo que o cloro livre possui maior poder de oxidacao.

Levando em conta os perigos destes compostos, a escolha da utilizacdo
destes produtos deve ser considerada apds uma avaliagdo global e ponderada do
impacto da desinfec¢cdo na saulde publica, ndo apenas a nivel da qualidade
microbiolégica, mas também da toxicidade dos desinfectantes e dos seus
produtos de reaccdo, nomeadamente a formacdo de compostos da classe dos

trialometanos, como é o caso do cloroférmio.
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5. Conclusao

A técnica de SPME € uma técnica rapida e de facil manuseamento,
apresentando-se como uma técnica com inumeras vantagens na determinacao de
cloroféormio, um composto organico volati, em headspace em solucdes
desinfectantes de alface.

A adicdo de NaCl a solucao desinfectante, bem como o aumento do tempo de
exposicao da fibra, melhoram a extraccdo deste composto. A matéria organica
(mais concretamente, a sacarose) e a presenca de cloro potenciam a formacao de
cloroférmio, uma vez se trata da presenca de precursores para a geracado deste
composto.

A etapa da desinfeccéo, enquanto formadora de compostos organicos volateis,
nomeadamente, o cloroformio, vem aumentar as concentracdes deste composto
nos horticolas, uma vez que estes o podem absorver através do ar e da agua.
Desta forma, as concentracdes de cloroférmio encontradas nos hortofruticolas
poderdo resultar, ndo apenas das concentracdes deste composto existentes no
meio ambiente, mas também da aplicacdo de etapas durante o processamento
dos hortofruticolas, como é o caso da desinfec¢cao quimica.

A desinfeccdo com pastilhas de cloro foi aquela que originou uma maior
formacéo de cloroférmio, apdés uma imerséao da solucdo em 15 e em 60 minutos,
logo seguida da solucéo de hipoclorito de sédio, portanto, as duas solu¢cdes com
cloro na sua composicao. Pelo contrario, o vinagre e o acido peracético foram
aquelas que evitaram a maior formacédo do composto organico volatil analisado.
Apesar de se verificar a formacdo de baixas concentracdes de cloroférmio, o
presente trabalho demonstra que este perigo quimico ndo deve ser descurado

tendo em consideracdo a frequéncia diaria da utilizacdo destas solucdes de
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desinfectantes quimicos, no limite devem ser consideradas medidas que
minimizem o contacto directo do manipulador, como exemplo a utilizacdo de
equipamento (nomeadamente, mascara) adequado, ou a existéncia de extrac¢ao
directa de fluxo de ar no local onde ocorre a desinfeccao.

N&o se devendo minimizar o processo de desinfec¢cdo, devem ser criadas as
condi¢cbes que, na medida do possivel, impecam a formacdo destes compostos,
sendo recomendavel desenvolver condi¢cdes para a optimizacdo dos processos de
tratamento, assim como controlar de forma adequada a qualidade dos produtos
alimentares.

Todo o processo operacional de desinfeccéo deve, entédo, ser emoldurado com
a consciencializacdo e implementacdo das Boas Praticas de Higiene e as
Andlises dos Perigos e Pontos Criticos de Controlo assim como um bom
conhecimento e dominio dos equipamentos e processos envolvidos, comecando

no campo e terminando no prato.
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Anexo A - Descricao da eficacia antimicrobiana de diferentes

desinfectantes quimicos.

1. Cloro (Hipocilorito)

Em agua pura, o cloro na sua forma gasosa (Cl,) forma o acido hipocloroso

(HOCI), na temperatura ambiente conforme a reacc¢édo abaixo indicada:

Cl, + H,O < HOCI + H" + CI

A reaccdo desloca-se para a direita, quando o pH do meio se encontra
acima de 4, ficando pouco Cl, em solugcdo. Porém, quando o pH do meio é menor
do que 4, a reacgdo predominante é no sentido da formacdo de cloro. A acgéo
desinfectante e oxidante do cloro é controlada pelo &cido hipocloroso, um &cido

fraco. E um &cido fraco que se dissocia formando o i&o hipoclorito:

HOCI « H" + OCI

A dissociacao do &cido hipocloroso é fraca, quando o pH do meio € inferior
a 6. Em solucdes de pH menor que 2, a forma predominante € o Cl,; para valores
proximos de 5, a concentragdo maior € do HOCI. Em pH igual a 10, a predomina o
composto CIlO. As percentagens de cloro livre, como HOCI, em solucdes de pH
igual a 6 ou a 8, sdo de cerca de 97% e de 23%, respectivamente, constatando-se
que uma ligeira alteracdo no pH da solu¢do possui um grande prejuizo na eficicia
do desinfectante & base de cloro 2.

As aguas da rede publica apresentam valores de pH entre 5 e 10. Nesse

intervalo de pH, as espécies que se encontram em maior quantidade no meio sao



a2

o acido hipocloroso (HCIO) e o ido hipoclorito (OCI). Esses compostos sdo
definidos como cloro residual ©®. O &cido hipocloroso (HCIO) é a forma de cloro
livre disponivel que apresenta a maior actividade bactericida contra uma ampla
gama de microrganismos. A concentracdo de HCIO é também significativamente
afectada pela temperatura, pela presenca de matéria organica, pela luz, ar e
metais. Por exemplo, 0s niveis crescentes de matéria organica diminuem a
concentracéo de HCIO e, por consequéncia, a actividade antimicrobiana.

Desde ha ja muitos anos que o cloro é utilizado na desinfeccado de agua e

de alimentos © 49

. As formas mais comuns de cloro livre incluem o cloro liquido,
os hipocloritos (de sédio e de calcio, por exemplo) e as pastilhas de cloro
efervescentes (dicloroisocianurato de sédio). Os produtos clorados, como os sais
de hipoclorito, constituem o grupo de compostos sanitizantes mais utilizado. As
concentracbes recomendadas de cloro pertencem ao intervalo entre 50 e 200
ppm com um tempo de contacto de 1 a 3 minutos para desinfectar superficies de

alimentos e equipamentos de processamento 2.

O hipoclorito de sodio
(vulgarmente denominada de lixivia), é talvez o desinfectante mais utilizado por
ter uma accao rapida, de facil aplicacdo e completa dissociacdo na agua. No
entanto, devido as controveérsias quanto a toxicidade do cloro nos alimentos, tém
sido estudados e utilizados outro tipo de produtos desinfectantes V.

Esta pratica pode levar a formagédo de subprodutos que podem afectar a
saude da populagdo, uma vez que o cloro reage com o0s 4cidos humicos contidos
na matéria organica natural formando subprodutos altamente toxicos, chamados
de trialometanos. Apesar de se tratar de um desinfectante eficaz, a sua actividade

antimicrobiana é diminuida com a existéncia de matéria organica na agua de

lavagem *® e com o aumento do pH, tal como descrito anteriormente.
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Tém sido investigados os efeitos do cloro sobre diferentes bactérias
patogénicas inoculadas em alimentos, no entanto, o0s resultados sao
controversos. Os estudos indicam que as concentracdes de cloro tradicionalmente
utiizadas na desinfeccdo de produtos alimentares (<200 ppm) ndo sao
particularmente eficazes na reducdo da populacdo microbiana na alface. A
sobrevivéncia de E. coli 0157: H7 em alface cortada em pecas, apos imersao por
90 segundos numa solucdo de 20 ppm de cloro a uma temperatura de 20 ou
507C, nao foi significativamente diferente do trata mento sem utilizacado de cloro
70O tratamento de alface com spray com 200 ppm de cloro nado foi mais eficaz
na remocao de E. coli O157:H7 do que o tratamento com &gua desionizada 2. O
aumento do tempo de exposicdo de 1 para 5 minutos ndo resultou num aumento
da desinfeccéo do produto. Da mesma forma, um procedimento padronizado para
a lavagem de folhas de alface foi apenas ligeiramente melhorado com a incluséo
de 100 ppm de cloro na agua da torneira. Apesar da reducédo do pH da solucao de
cloro entre 4,5 e 5,0 aumentar a letalidade até 4 logaritmos (log), um aumento no
tempo de lavagem (de 5 para 30 minutos) néo resultou num aumento da remocao
de microrganismos .

Zhang e Farber (1996) sugerem que a inactivagcao de L. monocytogenes
em vegetais através do cloro é limitada. Estes autores demonstraram que o
tratamento de alface e repolho desfiado com solu¢bes de 200 ppm de cloro por 10
minutos reduziu a populacdo de L. monocytogenes em 1,7 e 1,2 log de unidades
formadoras de coldénias (UFC) /g, respectivamente. As reducdes foram apenas
marginalmente superiores quando o tempo de exposi¢cdo aumentou de 1 para 10
minutos Y. Da mesma forma, a exposicdo, durante 10 minutos, de Yersinia

enterocolitica em alface desfiada, em solu¢cdes de cloro de 100 e 300 ppm,
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resultou em reducdes da populacdo microbiana de aproximadamente 2 a 3 log.
Os resultados a 4C e 22T néo foram significativam ente diferentes (P <0,05).
Nesse mesmo estudo, uma combinacdo de 100 ppm de cloro e 0,5% de acido
lactico inactivaram Y. enterocolitica por mais do que 6 logaritmos. Estes
resultados sugerem que a Y. enterocolitica pode ser mais sensivel ao cloro do
que outros agentes patogénicos ©®.

Foi observado por Wei et al que quando Salmonella Montevideo era
inoculada em rachaduras de tomates verdes maduros, estas sobreviviam ao
tratamento com cloro na concentracéo de 100 ppm 69),

Foram também avaliados os tratamento de produtos alimentares com
maiores concentracdes de cloro (>500 ppm). As concentracdes de cloro até 100
ppm reduziram as populagdes de Salmonella e E. coli O157:H7 em sementes de
alfafa, no entanto, as concentracdes entre 100 e 1000 ppm n&o foram mais
eficazes. O tratamento de brotos de alfafa mergulhadas por 2 minutos em
solucdes de cloro de 500 ppm reduziu a populacédo de salmonelas de 3,4 log por
grama, e, apos o tratamento com 2.000 ppm de cloro, as populacbes de
salmonelas foram indetectavel (<1 UFC/g). Nao foram, no entanto, relatados os
aspectos sensoriais do efeito do cloro neste produto *®.

Estudos mostraram que a redugdo maxima nas populacbes de bactérias
patogénicas humanas em macéas, tomates e alface foi de 2,3 log UFC/cm? apés a
imersdo em solucdes de cloro de 2000 ppm durante 1 minuto. As populagdes de
Shigella sonnei inoculadas em folhas de salsa inteiras foram reduzidas em mais
de 7 log UFC/g apdés um tratamento durante 5 minutos com 250 ppm de cloro
livre. Também as populacbes de E. coli inoculadas em superficies de laranja

foram reduzidas em mais de 2 log UFC/cm? ap6s imersdo em solucdes de 200
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ppm de cloro a 30T durante 8 minutos. Esta reducdo foi apenas ligeiramente
superior & que resultou da imersdo em agua desionizada simples ®®.

O gque se verifica é, de facto, uma grande variacdo nos resultados o que
podera indicar que estes tratamentos ndo séo eficazes de forma uniforme
existindo um leque variado de factores influenciadores do processo. Além disso,
pequenas fendas, rachaduras e fissuras existentes nos alimentos, juntamente
com a natureza hidrofébica da cuticula cerosa na superficie de muitas frutas e
verduras, podem evitar que o cloro ou outros desinfectantes consigam alcancar os
microrganismos e elimina-los.

O dicloroisocianurato de sodio € o principal constituinte das “pastilhas de
cloro” efervescentes utilizadas diariamente nas diferentes unidades de
Restauracdo Colectiva. Num estudo em que este composto foi administrado a
ratos fémea entre os dias 6 e 15 de gestacdo e em doses de 0, 25, 100 ou 400
mg/kg de peso corporal por dia, foi observada cerca de 50% de mortalidade nos
animais que receberam a dose mais elevada, assim como se verificou uma
reducdo do peso corporal nos sobreviventes. Nao havia sinais de toxicidade no
feto, no entanto, verificou-se um atraso na ossificacdo, tendo sido observada

toxicidade materna no grupo que recebeu a dose mais elevada 2.

2. Dioxido de cloro e clorito de sodio acidificado.

As principais vantagens do dioxido de cloro (ClO,;) sobre o &cido
hipocloroso (HOCI) incluem uma reduzida reactividade com a matéria organica e
uma maior actividade em pH neutro, no entanto, a estabilidade do dioxido de cloro
pode ser um problema. O CIO, forma menos compostos organicos halogenados

do que o HOCI, embora o seu poder oxidante seja referido como 2,5 vezes maior
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do que o cloro. A sua utilizacdo é permitida nos EUA e num maximo de 200 ppm
de ClO, para a higienizacdo de equipamentos e de apenas 3 ppm de
concentracdo maxima admissivel para o contacto com os produtos inteiros, no
entanto, este valor diminui para 1 ppm no caso das batatas descascadas. Nao é
autorizada a sua utilizacdo para produtos minimamente processados. O
tratamento de produtos com CIlO, tem de ser seguido por uma lavagem com agua
potavel & 12),

Ha menos informacdes sobre a eficacia do CIO, do que do HOCI como
desinfectantes para os produtos alimentares. Tal como acontece com o HOCI, a
susceptibilidade microbiana ao ClO, difere com a estirpe e com as condicdes
ambientais da aplicagéo. A populacado de L. monocytogenes inoculada em alface
desfiada e folhas de couve foi reduzida em 1,1 e 0,8 log em 4 e 22T,
respectivamente, apds o tratamento com uma solucao de 5 ppm de CIO, durante
10 minutos quando comparado com a lavagem em &gua da torneira @Y. A
utilizacéo do gés de CIO; reduziu o numero de E. coli 0157:H7 em superficies de
pimentos danificados. Este tratamento, com solu¢cdes desinfectantes de
concentracdes de 0,6 e 1,2 ppm de gas CIO,, reduziu as populacdes de E. coli
0157:H7 em 3,0 e 6,4 ciclos log, respectivamente. Os mesmos autores nao
observaram um crescimento significativo de E. coli O157:H7 nos pimentos com
superficies ilesas, mas pelo contrario constataram um crescimento significativo
nos pimentos que apresentavam a superficie danificada, no periodo de 24 horas a
37C. O uso de CIO;, no estado gasoso, em oposi¢do a solucdo aquosa, requer
um estudo adicional %,

A imersao de laranjas em soluc¢des de 100 ppm de dioxido de cloro a 30C

durante 8 minutos produziu uma reducdo de 3 log de E. coli ndo patogénica, em
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comparacao com cerca de uma reducdo de 2 log quando imersas apenas em
agua desionizada . A real eficacia deste composto na reducdo da carga
microbiana dos produtos horticolas merece, pois, mais investigacdo, uma vez que
estudos sugerem que sao necessarias concentracdes mais elevadas para uma

eficacia significativa da accdo deste composto ©.

O clorito de sodio acidificado (CSA) foi aprovado, nos Estados Unidos da
América pela FDA, para utlizacgdo num determinado tipo de carnes,
nomeadamente aves, mariscos, frutas e legumes crus, quer em forma de spray,
quer em solucdo para imersdo na concentracdo entre 500 e 1200 ppm. Este
composto € formado através de uma reaccao entre clorito de sdédio (NaClO,) e

acido citrico numa solucéo aquosa *°

, apresentando uma actividade de amplo
espectro germicida. Ruiz-Cruz et al demonstraram a eficacia da utilizacdo de CSA
na desinfeccdo de cenoura, sobre as populagdes de Escherichia coli O157:H7,
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, que se traduziu numa reducéo entre 1
e 2,5 log UFC/g, dependendo da concentragdo utilizada, isto €, entre 100 e 500
ppm ®®. Um estudo que envolveu a avaliacdo da acgéo antimicrobiana contra as
mesmas trés bactérias em vegetais folhosos verificou que os melhores resultados
surgiram com o uso de uma solucdo de CSA, comparativamente com a utilizagéo
de uma solucéo de cloro V. O tratamento de couve chinesa com CSA durante 15
minutos reduziu significativamente o numero de microrganismos patogénicos
sem, aparentemente, provocar alteragdes na cor. A populagcédo bacteriana natural
deste produto foi reduzida em cerca de 2 log UFC/g ap6s a desinfec¢cdo com

CSA, apresentando resultados significativamente melhores quando comparados

com os resultados obtidos com o controlo, onde foi utilizada 4gua destilada 2.
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Ha, no entanto, a necessidade de mais publicagcdes com informacdes sobre
a utilidade geral do clorito de sddio acidificado na desinfeccdo de produtos

alimentares.

3. Ozono

O tratamento de agua potavel com ozono, com o objectivo de eliminar os
microrganismos, tem sido praticada ha quase um século. A Salmonella
Typhimurium, Y. enterocolitica, S. aureus, L. monocytogenes estdo entre as
bactérias patogénicas sensiveis ao tratamento em &agua ozonizada (20 ppm),
assim como 0s virus entéricos e 0s oocistos de protozoarios, como
Cryptosporidium parvum também sdo sensiveis ao ozono. Foi alcancada uma
grande inactivacdo de 90% de C. parvum pelo tratamento solucdes de 1 ppm de
ozono durante 5 minutos 2,

A utilizacdo do ozono nos alimentos foi aprovada na Europa e nos Estados
Unidos da América, tendo sido investigado o uso deste produto na desinfeccao de
diferentes tipos de alimentos, nomeadamente na preservacdo de peixes, na
reducdo das populagbes microbianas em aves e na reducao das populagbes
microbianas em bacon, carne, manteiga, queijo, ovos, cogumelos, batatas e frutas
®_ Ap6s o tratamento com ozono de alfaces inoculadas com Shigella sonnei foi
obtida uma reducédo de 1,4 log e de 1,8 log apds imersédo neste produto durante 5
minutos e em concentracdes de 2 e de 5 ppm, respectivamente (/.

O aumento do tempo de prateleira de diversos produtos como, laranjas,
morangos, framboesas, uvas, macads e péras pode também ser alcancado pelo
tratamento com agua ozonizada. Além dos efeitos antimicrobianos do ozono,

ocorre ainda a oxidacdo de etileno e retardando, desta forma, oS processos
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metabdlicos relacionados com o amadurecimento. Concentracdes de solucdes de
ozono na faixa dos 2-3 ppm, para a desinfeccdo de bagas e de 40 ppm para as
laranjas reduziram consideravelmente as populacdes microbianas iniciais destes
produtos %19,

Devido a sua instabilidade, o ozono precisa de ser gerado no local de uso.
Os manipuladores destes produtos também devem estar cientes de que, por
causa do forte poder oxidante do ozono, o metal e outros tipos de superficies com
as guais entra em contacto estao sujeitas a corrosdo ou a outra alteracdo. A taxa
de deterioracdo depende da concentracdo de ozono. No entanto, o0s
equipamentos que utilizam agua de lavagem ozonizada no sector das frutas e
produtos horticolas durante as etapas de manuseamento e nas operacdes de
tratamento fornecem um método para controlar a acumulacdo microbiana,
particularmente em aguas recicladas, e merece ainda a consideracdo para 0 uso
rotineiro como um desinfectante para frutas e legumes ®?. De notar que a maioria
dos estudos se concentraram na eficacia antimicrobiana do ozono e pouco foi

referido acerca do efeito do 0zono nos constituintes nutricionais e na qualidade

sensorial dos produtos ®.

4. Compostos acidos

Os é&cidos organicos sdo frequentemente utilizados como acidulantes
antimicrobianos para preservar os alimentos, quer por adi¢do directa, quer através
de fermentacdo microbiolégica. A acidificacdo pode prevenir a proliferacédo
microbiana, uma vez que muitos patogenios geralmente ndo conseguem crescer
a valores de pH muito abaixo de 4,5. Os acidos organicos podem também possuir

capacidades bactericidas. A ac¢cdo antimicrobiana dos acidos organicos € devida
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a reducdo do pH no ambiente, ruptura do transporte de membrana e/ou
permeabilidade, acumulacdo de anibes, ou uma reducdo do pH celular interno
através da dissociacdo dos i6es de hidrogénio a partir do acido. Muitos tipos de
produtos, especialmente as frutas, possuem naturalmente concentracfes
significativas de compostos acidos organicos como o acido aceético, benzdico,
citrico, malico, soérbico, succinio, e o acido tartarico, que afectam negativamente a
viabilidade de contaminacao por bactérias. As frutas como o meldo e o mamao
contém uma menor concentracdo de acidos organicos comparativamente com
outras frutas e, portanto, possuem valores de pH acima de 5,0 o que nao suprime
o crescimento de bactérias patogénicas ©.

Em contraste com o0 seu uso como conservantes, 0s acidos organicos,
principalmente o acido lactico, sdo também utilizadas com sucesso como
sanitizantes em carcacas de animais e podem ter um potencial de aplicacdo para
produzir as superficies dos alimentos, com a finalidade de reduzir as populacdes
de microrganismos 2.

Foi pesquisado o uso de acido acético para inactivar bactérias patogénicas
em salsa fresca. Neste estudo, as populagcbes de Y. enterocolitica inoculada em
folhas de salsa foram reduzidas em mais de 7 ciclos log apos a lavagem durante
15 minutos em solugbes de 2% em acido acético ou 40% de vinagre. O
tratamento com 5% de acido acético durante um periodo de 30 minutos nao
apresentou nos resultados nenhumas bactérias aerébias, enquanto o tratamento
com vinagre (7,6% de &cido acético) revelou uma reducdo de 3-6 log da
contagem de aerobios, dependendo da concentracdo de vinagre e do tempo de
exposicdo. O tratamento de salsa inteira durante 5 min a 21T com vinagre

reduziu as populaces de S. sonnei em mais de 7 log por grama ¥. O vinagre e o
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sumo de limdo apresentam vantagens no facto de serem baratos, assim como
simples desinfectantes domésticos, porém os possiveis efeitos negativos a nivel
sensorial podem revelar-se como uma desvantagem 2.

Véarias combinacbes de acido acético, acido lactico e cloro foram
observadas a reduzir as populagbes de L. monocytogenes em alface desfiada. O
acido lactico em combinacdo com uma solucdo de cloro de 100 ppm foi mais
eficaz na reducdo dos niveis de L. monocytogenes do que o acido lactico ou o
cloro sozinho, no entanto, o antagonismo aumentado pode ser devido a um efeito
de adicdo dos compostos combinados ou devido a um aumento no acido
hipocloroso na reducéo dos niveis de pH das combinacdes dos &cidos ¥,

A imersao durante 2 minutos numa solucdo de 5% de acido aceético, a
temperatura ambiente, foi o tratamento mais eficaz entre varios estudados para a
reducdo das populagdes de E. coli 0157:H7 inoculada em superficies de maga. O
tratamento com 5% de acido acético reduziu a populacdo microbiana em mais de
3 log UFC/cm?, em comparacédo com uma reducdo menor do que 3 log apés a
utilizacdo de uma preparacgéo comercial com 80 ppm de &cido peroxiacético .

Foi avaliada a accdo antimicrobiana de uma solucdo comercial de vinagre
qgue continha 5% de acido acético durante 5 minutos, sobre E. coli O157:H7 e
Salmonella entérica serovars Typhimurium inoculadas em alface tendo observado
uma reducdo de 3 log & populacdo inicial, a uma temperatura de 25°C . A
imersdo de alface fresca em soluc¢des desinfectantes com 0,5% de acido citrico
ou 0,5% de 4cido lactico durante 2 minutos demonstrou ser tdo eficaz como uma
solugéo de 100 ppm de cloro na reducao da populagdo microbiana da alface. O
uso comercial de solu¢bes de acidos organicos podera superar 0s potenciais

riscos de cloro contra o meio ambiente e a satde humana ¥,
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5. Acido peracético

O é&cido peracético (AP), também referido como &cido peroxiacético
(CH3COOOH), é uma mistura aquosa de equilibrio quaternario de acido acético e
perdxido de hidrogénio. Tal como o 0zono e o didxido de cloro, 0 &cido peracético
é efectivo na eliminacdo de microrganismos patogénicos em suspensdo e em
menores concentracfes do que aquelas que sdo necessarias aquando da
utilizacdo da desinfeccéo de cloro ©.

Apesar da concentracdo das solugcbes aprovada para uso na desinfeccao
de frutas e vegetais ser de até 80 ppm, alguns estudos revelaram que esta
concentracdo nado seria suficiente para obter uma reducdo substancial da carga
microbiana inicial dos produtos. Num estudo realizado por Vandekinderen et al,
apenas foi obtida uma reducado de 1.7 log UFC/g na populagcdo microbiana de
alface minimamente processada usando uma concentracéo de 80 ppm de AP ('®),
Sabe-se que, quando se utilizam concentracdes de 40 e 80 ppm de AP, este
desinfectante reduz significativamente (P < 0,05) as populacdes de salmonelas e
de E. coli O157:H7 nas superficies de meldo. No entanto, os mesmos resultados
nado se verificaram eficazes em espargos ©.

A populacdo microbiana das superficies de laranjas foi reduzida em cerca
de 85% apOs escovar as superficies em agua, seguida de uma imersdo numa
solugdo de 200 ppm de AP durante 15 segundos, em comparagdo com uma
reducdo de 60% nas laranjas que foram esfregadas e mergulhadas em agua pura
8Os autores de um estudo mais recente analisaram a eficacia antimicrobiana
da utilizacdo de uma mistura de acido peracético (acido peracético e peréxido de
hidrogénio) em aves. De forma a validar a utilizacdo da mistura de AP, foram

comparadas duas solucdes: uma solucdo de mistura de AP de 85 ppm e uma de
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cloro com uma concentracdo de 30 ppm, tendo-se constatado uma reducédo da
presenca de Salmonella em 92% e 57%, respectivamente 7.

Apesar de em Portugal e na Europa, ainda néo se verificar a homologacao
do acido peracético, este produto é actualmente um dos desinfectantes de maior
aplicacao na industria de alimentos, devido a sua alta eficacia a frio e a grande
diluicdo dos produtos de degradacado, que ndo oferecem risco de toxicidade nem

afectam o sabor e o odor dos alimentos 77,

6. Peroxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio (H20), também conhecido de forma comum por
agua oxigenada, possui uma actividade bactericida e inibitéria devido as suas
propriedades como oxidante e a sua capacidade de gerar espécies citotoxicas
oxidantes, como os radicais hidroxila ©.

Nos ultimos anos, tem-se investigado a utilizacdo de H,O, em produtos
inteiros e de 42 Gama (preparados pronto a consumir). As populacbes de
Salmonella em brotos de alfafa foram reduzidas em aproximadamente 2 log
UFC/g depois do tratamento por 2 min com 2% de H,O, ou 200 ppm de cloro @®).
Menos de 1 log UFC/g de reducéo foi observada apés a desinfec¢do de cubos de
meldo sob condigbes de teste semelhante. O tratamento de meldes inteiros e
espargos com solugdes de 1% de H,O, foi menos eficaz na reducéo dos niveis de
salmonelas inoculadas e E. coli O157:H7 do que uma solucdo de hipoclorito, de
clorito de sédio acidificado ou de acido peracético *®. O uso de um pulverizador
com uma solucéo de 1% de H,O, em sementes e brotos de alfafa ndo controlou o
crescimento de E. coli O157:H7. Uma solucao de 3% de H,0O,, isoladamente ou

em combinagdo com 2 ou 5% de acido acético, pulverizado no pimento verde,
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reduziu a populacéo de Shigella em cerca e 5 ciclos logaritmicos, comparado com
menos de uma reducdo de 1-log de pois da utilizacdo de agua simples. No
mesmo estudo, Shigella inoculada em alface foi reduzida em aproximadamente 4
log ap6s imersdo em H,O, com uma solucdo combinada de 2 ou 5% de acido
acético, porém, foram notados defeitos visuais na alface tratada. O tratamento por
imersdo em solucdo de H,O, reduziu as populacdes microbianas do abacaxi,
pimentdo, pepino e meldo e ndo alterou as caracteristicas sensoriais. Por outro
lado, o tratamento de outros produtos ndo foi tdo bem sucedido, como é o
exemplo da alface cortada que foi severamente acastanhada apdés uma imerséo
numa solucdo de H,O,. E necessaria mais investigacdo para determinar a

utilidade do tratamento com H,O, noutro tipo de frutas e legumes 2.
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Anexo B - Concentragdes de cloroférmio utilizadas na construgao

das rectas de calibragao e respectivos resultados.

Na tabela seguinte (Tabela 8) encontra a gama de concentracdes das
solugbes padrao utilizadas na construgcao da recta da calibragdo obtidas com a
fiora PDMS e com a fibora PDMS/DVB em duas fases distintas. Para além disso,
sdo apresentados também os limites de deteccdo e os coeficientes de correlagéo

de cada recta de calibracao obtida e descrita ao longo do trabalho.

Tabela 8 — Concentracdes de cloroférmio utilizadas nas rectas de calibrag&o, limite de

deteccdo e coeficiente de correlagdo, respectivos.

FIBRAS DE SPME UTILIZADAS
PDMS/DVB PDMS/DVB
PDMS
(18Fase) (28Fase)
Gama de concentractes (ug/L) 0,5-30 0,01-15 0,0003-0,1
Limite de deteccédo (ug/L) 5,46 0,20 0,01
Coeficiente de correlacéo (R?) 0,985 0,992 0,998
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Anexo C - Fichas técnicas e de segurangca dos produtos de

desinfecg¢ao.

1. P3 - tsunami 100° (acido peracético)
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2. Sanichlor® (pastilhas de cloro efervescentes)
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3. Mikrochlor liquid® (lixivia)



