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Resumo Geral

Embora os sulfitos sejam utilizados amplamente na industria de alimentos, a
ingestao desses aditivos tém sido associada a reacdes adversas em humanos,
tais como broncoespasmos em individuos asmaticos sensiveis. Em avaliacao da
exposicao aos sulfitos conduzida pelo Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em
Aditivos Alimentares (JECFA) durante sua 51° reuniao em 1998, concluiu-se que o
consumo de determinados alimentos e bebidas pode resultar em valores de
ingestao de sulfitos acima da Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) de 0,7 mg/kg peso
corporeo/dia, expressa como diéxido de enxofre (SO,). Com base nessas
informagdes, o Comité do Codex sobre Aditivos e Contaminantes de Alimentos
(CCFAC) recomendou que a exposicao diaria a sulfitos a partir de todos os
alimentos e bebidas fosse novamente avaliada pelo JECFA. O presente trabalho
teve como objetivo a determinacao analitica dos niveis de sulfito residual em
vinhos e em sucos de frutas disponiveis comercialmente na regiao de Campinas,
utilizando para isso o método oficial de Monier-Williams otimizado. Os niveis de
sulfitos determinados foram comparados com valores maximos estabelecidos pela
legislacdo brasileira e posteriormente utilizados para estimar a contribuicdo de
vinhos e sucos de frutas como fonte de ingestao diaria desses conservadores na
dieta. Foram adquiridas 75 amostras de vinhos (66 de marcas nacionais e 9 de
outros paises da América do Sul), 15 de outras bebidas alcodlicas (sidras,
fermentados de frutas, espumantes e filtrados de vinho), e 39 amostras de sucos
de frutas nacionais entre concentrados (37) e prontos para o consumo (2). Em
todas as amostras de vinhos e de outras bebidas alcodlicas analisadas (n=90) os
niveis de sulfito, expressos como SO, ficaram abaixo de 350 mg/L (limite maximo
de uso estabelecido pela legislacao brasileira), sendo que a maioria das amostras
(90%) apresentou teores de sulfitos de até 150 mg/L. As amostras de sucos de
frutas apresentaram concentracdes de sulfitos abaixo de 50% do limite maximo
permitido de 200 mg/L (333 mg/L para suco de caju). A exposi¢cao aos sulfitos pelo
consumo de vinhos foi avaliada combinando niveis médios de sulfitos
determinados analiticamente com estimativas de consumo hipotético em trés

cenarios distintos (consumo diario de 150, 300 ou 450 mL). Os dados de ingestao



indicaram que o consumo diério de 150 mL de vinho pode contribuir com mais de
50% da IDA desses aditivos, caso a concentracao de sulfitos presente seja igual
ou superior a 150 mg/L. A contribuicdo dos sucos de frutas para a ingestao de
sulfitos foi avaliada utilizando-se dados de consumo de adolescentes brasileiros,
entre 11 e 17 anos, obtidos por um questionario recordatério de 24 horas. A
ingestdo média de sulfitos a partir do consumo de sucos de frutas ficou bem
abaixo da IDA estabelecida pelo JECFA. No entanto, estimativas a percentil 95
indicaram que o consumo de sucos de frutas contendo sulfitos em concentragdes
iguais ou superiores a 40 mg/L (como foi 0 caso dos sucos de acerola, goiaba,
manga, abacaxi e tomate) pode resultar em valores de ingestdes desses aditivos
iguais ou acima da IDA. Embora os resultados obtidos nesse estudo indiquem que
as concentracoes de uso dos sulfitos pela industria de vinhos e sucos de frutas
estejam abaixo dos limites maximos estabelecidos pela legislacao brasileira, a IDA
desses aditivos pode ser excedida por individuos que consomem regularmente

grandes quantidades desses produtos.

Palavras chaves: sulfitos, vinhos, sucos de frutas, conservadores de alimentos,
estimativas de ingestéo, destilagdo Monier-Williams.



Summary

ANALYTICAL DETERMINATION OF SULPHITES IN WINES AND FRUIT JUICES
AND ESTIMATION OF THEIR INTAKE. Although sulphites are used worldwide in
the food industry, they have been implicated in causing adverse-type reactions in
humans, such as asthmatic reactions (bronchospasms) in some subjects with
asthma. Additionally, it was reported by the Joint Expert Committee on Food
Additives (JECFA) at its fifty-first meeting that the consumption of certain foods and
beverages may result in intakes of sulphites above the Acceptable Daily Intake
(ADI) of 0.7 mg/kg body weight, driving the Codex Committee on Food Additives
and Contaminants to recommend Member States to monitor sulphite intake in their
countries. The present work aimed on determining the residual sulphite content in
a variety of wines and sulphite-containing fruit juices commercially available in the
region of Campinas-SP in order to check whether current uses of these
preservatives are in accordance with the Brazilian legislation. These data were
also used to estimate the contribution of wines and fruit juices to the intake of
sulphites in Brazil. Seventy-five samples of wines (66 of national brands and 9 of
brands from other South American countries), 15 samples of other alcoholic
beverages (ciders, fruit-based beverages and sparkling wines), and 39 samples of
national fruit juices, either concentrated (37) or ready-to-drink (2) were collected on
the market, and analysed for sulphites using the optimized Monier-Williams
distillation method. All samples of beverages presented residual sulphite levels,
expressed as sulphur dioxide, below 350 mg/L (maximum permitted level
established by the Brazilian legislation) with most samples (90%) containing
residual sulphite up to 150 mg/L. The samples of fruit juices presented residual
sulphite levels below 50% of the national maximum permitted level of 200 mg/L
(333 mg/L for cashew apple juice). To estimate the contribution of wines to the
intake of sulphites three hypothetical scenarios of wine daily consumption were
assumed: 150, 300 and 450 mL. The data on intake indicated that the daily
consumption of 150 mL of wine that contain sulphites at the level equal to or above
150 mg/L may contribute with more than 50% of the ADI of these additives. The
contribution of fruit juices to the sulphite intake was assessed using consumption



data from a group of 11-17 year-old Brazilian adolescents generated by a 24-hour
dietary recall. The calculated sulphite intakes for average consumers of fruit juices
were lower than the ADI set by the JECFA. However, estimates at the 95"
percentile indicated that the consumption of juices containing sulphites at a
concentration of 40 mg/L or above, what is the case of Antilles cherry, guava,
mango, pineapple, and tomato juices, may lead to the intakes of these additives
equal to or above the ADI. Despite the results have indicated that the actual use of
sulphites by the industry in wines and fruit juices are well below those legally
permitted by the Brazilian legislation, the ADI of sulphites may be exceeded by
individuals whose dietary patterns lead to a high regular consumption of wines and

sulphite-containing fruit juices.

Keywords: sulphites, wines, fruit juices, food preservatives, food additive intake,
Monier-Williams distillation



Introducao Geral

Sulfitos sado aditivos alimentares amplamente utilizados na industria de
alimentos e bebidas e incluem o di6xido de enxofre (SO,) e seus sais de sdédio,
potassio e calcio, que liberam SO, nas condicdes de uso (Taylor et al., 1986). Os
agentes sulfitantes atuam na inibicdo da deterioracdo provocada por bactérias,
fungos e leveduras em alimentos &cidos, e na inibicdo de reagbes de
escurecimento enzimatico e ndo enzimatico durante processamento e estocagem.
Adicionalmente, os sulfitos sao utilizados como agentes antioxidantes e redutores

em varias aplicacdes tecnolégicas (Liu & Pilone, 2000; Ribera et al., 2001).

Apesar da eficacia dos sulfitos, diversos efeitos adversos a saide humana tém
sido associados a sua ingestao, principalmente broncoespasmos em individuos
asmaticos sensiveis a sulfitos (Yang & Purchase, 1985; Taylor et al., 1986;
Anibarro et al., 1992; Peroni & Boner, 1995; Vally & Thompson, 2003). Sérios
distarbios neurolégicos também foram diagnosticados em uma pequena parcela
da populacado com reduzida atividade da enzima sulfito oxidase, responsavel pela
conversao de sulfito a sulfato, este ultimo in6cuo e rapidamente excretado pelo
organismo (Kisker et al.; 1997; Edwards et al., 1999).

O uso de conservadores e outros aditivos alimentares em diferentes paises é
limitado por legislacées especificas, estabelecidas com base na seguranca de uso
e necessidade tecnolégica. O Brasil, assim como outros paises, segue as
recomendacdes do JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)
na utilizacdo segura dos aditivos em alimentos e bebidas (Brasil, 1997).

Em uma avaliagao da exposicao aos sulfitos conduzida pelo JECFA utilizando
os limites maximos que estdo sendo propostos para sulfitos no @mbito da Norma
Geral Codex para Aditivos Alimentares, em conjunto com os dados de ingestao de
alimentos fornecidos por alguns paises, concluiu-se que certos alimentos e/ou
bebidas tais como frutas secas, sucos de frutas e vinhos, sdo as principais fontes
da ingestao de sulfitos. Observou-se, ainda, que o consumo desses alimentos
e/ou bebidas pode resultar em valores de ingestao de sulfitos acima de sua IDA



(Ingestao Diaria Aceitavel) de 0,7 mg/kg peso corporeo/dia, expressa como SO
(WHO, 2000).

Em ambito internacional, tem sido uma preocupacdo constante a ingestao
excessiva de sulfitos, o que se reflete na recente recomendacdo do Comité do
Codex sobre Aditivos e Contaminantes de Alimentos (CCFAC) para que a
exposicao didria a sulfitos a partir de todos os alimentos e bebidas seja novamente
avaliada pelo JECFA (Codex Alimentarius Commission, 2006). A esta solicitagéo
foi dada alta prioridade na ultima reunido do CCFA (Comité do Codex sobre
Aditivos de Alimentos) ocorrida em abril de 2007 em Pequim (Beijing) na China

(Codex Alimentarius Commission, 2007).

Em vista disso, torna-se importante conhecer os niveis residuais de sulfitos
presentes em alimentos e/ou bebidas que podem vir a representar importante
fonte de exposicdo a estes aditivos alimentares no Brasil, assim como a sua
contribuicdo para a ingestao diaria de sulfitos na dieta. Cabe destacar que a
quantidade de sulfitos adicionadas em um alimento ou bebida nao reflete os teores
remanescentes no momento do consumo do produto, devido a perdas que podem
ocorrer durante processamento e estocagem (Taylor et al., 1986; WHO, 2000).
Portanto, o monitoramento do uso e ingestdo de sulfitos com base em dados
analiticos resultara em uma avaliacdo de exposicdo mais realista desses
conservadores (WHO, 2000).

Levando em conta essas informacgdes, o presente estudo teve como objetivo a
determinacdo analitica dos niveis de sulfito residual em vinhos e em sucos de
frutas disponiveis comercialmente na cidade de Campinas-SP, utilizando o método
oficial de Monier-Williams otimizado (AOAC, 1995). Os niveis de sulfitos
determinados analiticamente foram comparados com valores maximos
estabelecidos pela legislacado brasileira e posteriormente utilizados para estimar a
contribuicdo de vinhos e sucos de frutas como fonte de ingestdo diaria desses

conservadores na dieta.

O capitulo 1 do presente trabalho apresenta uma revisdo bibliografica
intitulada “Sulfitos em Alimentos”, publicada na revista Brazilian Journal of Food
Technology (v. 9, n. 4, p. 265-275, out./dez. 2006). Os artigos que correspondem



aos capitulos 2 e 4 foram redigidos segundo as normas de publicacdo da revista
Food Additives and Contaminants e o artigo do capitulo 3 segundo as normas da
revista Journal of Food Composition and Analysis.
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Revisao bibliografica: Sulfitos em alimentos

Resumo

Apesar da ampla utilizagcao de sulfitos na industria de alimentos, inUmeros efeitos
adversos a saude humana tém sido relacionados a ingestdo desses aditivos
alimentares, entre eles nausea, irritacao gastrica local, urticaria e broncoespasmos
em individuos asmaticos sensiveis. Esta revisdo aborda diferentes aspectos
associados ao emprego dos agentes sulfitantes como aditivos alimentares tais
como: propriedades quimicas, metodologias de anadlise, regulamentagdo de uso,

potencial tdéxico e avaliacao do risco.

Palavras chaves: sulfitos, aditivos alimentares, conservadores de alimentos,

Abstract

Although sulphites are used worldwide in the food industry, they have been
implicated in causing adverse-type reactions in humans, such as local gastric
irritation, nauseas, headaches, urticaria, and asthmatic reactions (bronchospasms)
in some subjects with asthma. This paper provides an overview on the different
aspects related to the use of sulphites as food additives including chemical
properties, methodology of analysis, regulation of use, toxicological potential, and

risk evaluation.

Key words: sulphite, food additives, food preservatives
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1. Introducao

Sulfitos ou agentes sulfitantes tém uma longa histéria de uso como
ingredientes de alimentos e incluem o dioxido de enxofre (SO,) e as diversas
formas de sulfitos inorganicos que liberam SO, nas condi¢des de uso (TAYLOR et
al., 1986; LECLERCAQ et al., 2000). Essas substancias também podem derivar da
producdo enddgena de leveduras durante a fermentacdo de vinho e cerveja
(TAYLOR et al., 1986).

Os agentes sulfitantes séo classificados como aditivos alimentares e atuam na
inibicdo da deterioracdo provocada por bactérias, fungos e leveduras em
alimentos &cidos, e na inibicdo de reacdes de escurecimento enzimatico e nao
enzimatico durante processamento e estocagem. Adicionalmente, os sulfitos sao
utiizados como agentes antioxidantes e redutores em vérias aplicacdes
tecnoldgicas (TAYLOR et al., 1986; LECLERCQ et al., 2000; RIBERA et al., 2001).

Devido as suas multiplas fungdes, os sulfitos sao amplamente utilizados em
alimentos, bebidas e produtos farmacéuticos. No entanto, apesar da eficacia dos
sulfitos, inUmeros efeitos adversos a saude humana tém sido relacionados a sua
ingestdo, principalmente, crises asmaticas em individuos asmaticos sensiveis a
sulfitos (YANG e PURCHASE, 1985; TAYLOR et al.,, 1986; FAZIO e WARNER,
1990; ANIBARRO et al., 1992; WUTHRICH et al., 1993; PERONI e BONER, 1995;
WARNER et al, 2000; VALLY e THOMPSON, 2003). Seérios disturbios
neurolégicos também foram diagnosticados em uma pequena parcela da
populacdo com reduzida atividade da enzima sulfito oxidase, responsavel pela
conversao de sulfito a sulfato, este ultimo in6cuo e rapidamente excretado pelo
organismo (KISKER et al.; 1997; EDWARDS et al.,, 1999). Os mecanismos de
acao que poderiam explicar a intolerancia aos agentes sulfitantes ainda séo
controversos, sendo mais provavel que mecanismos multiplos atuem em conjunto,
0 que poderia explicar as diferencas observadas entre os varios casos registrados
de sensibilidade a esses compostos (ANIBARRO et al., 1992; PERONI e BONER,
1995).

O uso de conservadores e outros aditivos alimentares em diferentes paises é

limitado por legislagbes especificas, estabelecidas com base na seguranga de uso
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e necessidade tecnolégica. O Brasil, assim como outros paises, segue as
recomendacdes do JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)

na utilizagao segura dos aditivos em alimentos (BRASIL, 1997).

Em avaliagdo da exposicdo aos sulfitos conduzida pelo JECFA utilizando os
limites maximos que estdo sendo propostos para sulfitos no ambito da Norma
Geral Codex para Aditivos Alimentares, em conjunto com os dados de ingestao de
alimentos fornecidos por alguns paises, concluiu-se que frutas secas, geléias,
sucos de frutas e vinhos sdo as principais fontes da ingestdo de sulfito (WHO,
2000). Observou-se, ainda, que o consumo desses alimentos podera resultar em
valores de ingestdo acima da Ingestdao Diaria Aceitavel (IDA = 0,7 mg/kg peso
corporeo/dia, expressa como SO3), quando o nivel residual de sulfitos nesses
alimentos se aproximar do limite maximo permitido (WHO, 2000). Estudos de
ingestao de sulfitos em varios paises europeus foram publicados, alertando sobre
o uso indiscriminado dos agentes sulfitantes, principalmente em alimentos que nao
necessitam de cozimento antes do consumo, como as frutas desidratadas e
bebidas alcodlicas. De acordo com esses estudos, uma parcela da populagéo
adulta pode exceder a ingestdo diaria aceitavel (IDA) através do consumo de
vinhos (MARESCHI et al., 1992; VERGER et al., 1998; LECLERCAQ et al., 2000).

E necessario, portanto, que se realizem estudos que fornecam dados da
quantidade de sulfitos presente em alimentos que mais contribuem para a sua
ingestédo, de forma a possibilitar estimativas de exposicdo mais proximas do real.
No entanto, a determinacédo analitica de sulfitos em alimentos € dificultada em
decorréncia da elevada reatividade desses compostos (WEDZICHA, 1984, 1992).
Diversos métodos utilizam solucdes acidas ou basicas (AOAC, 1995), e a maioria
dos procedimentos baseia-se no principio da conversdo das varias formas de
sulfito a diéxido de enxofre (HILLERY et al., 1989; FAZIO e WARNER, 1990;
WARNER et al., 2000).

Com base nessas consideracdes, o presente trabalho faz uma revisdo de
diferentes aspectos associados a utilizacao dos agentes sulfitantes como aditivos
alimentares incluindo propriedades quimicas, metodologias de andlise,

regulamentacgao de uso, aspectos toxicoldgicos e seguranga de uso.
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2. Propriedades quimicas dos sulfitos

Os termos “agente sulfitante” e “sulfito” referem-se ao didxido de enxofre
gasoso ou aos sais de sédio, potassio e calcio de sulfito hidrogénio (bissulfito),
dissulfito (metabissulfito) ou ions de sulfito. Os sulfitos utilizados como aditivos

alimentares permitidos pela legislacao brasileira estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Férmulas quimicas, rendimento tedrico de SO, e respectivos numeros de

identificagao internacional dos agentes sulfitantes.

Substéncia Formula quimica  Rendimento tedrico de INS
SO, (%)
Diéxido de enxofre SO, 100 220
Metabissulfito de sodio Na»S205 67,4 223
Metabissulfito de potassio K>S505 57,6 224
Sulfito de célcio CaS03.2 H,O 64,0 226
Sulfito de sédio Na>SO; (anidro) 50,8 221
Sulfito de potéassio K>SO3 ---* 225
Bissulfito de calcio Ca(HSOs;). - 227
Bissulfito de sodio NaHSO; 61,6 222
Bissulfito de potassio KHSO4 53,3 228

Fonte: (LUCK e JAGER, 1997; BRASIL, 1988; ABIA, 2001)
INS: International Numbering System (Sistema Internacional de Numeragéo)

* ndo foi encontrado na literatura

Os agentes sulfitantes sdo quimicamente equivalentes apds incorporagao no
alimento, uma vez que sdo convertidos as mesmas espécies iGnicas ou nao-
ibnicas em um determinado pH, forca idnica, concentragdo nao-eletrolitica e

temperatura.
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O esquema a seguir mostra a dissociacdo do metabissulfito de potassio
(K2S205) em meio aquoso (OUGH, 1986; WEDZICHA, 1992).

KoS205 + H,O =™ » 2K*" + 2(HSO3) (ion bissulfito)
HSO; + HH «<—= H.0O + SO, (di6éxido de enxofre molecular/gasoso)

HSO3; + H.O_——» H" + SOj37 (ion sulfito)

O ion bissulfito é a espécie predominante em alimentos que apresentam pH
entre 3 e 7, enquanto que em valores de pH menores que 3 e maiores que 7, 0
desvio do equilibrio é direcionado para a formacao de SO, molecular e ion sulfito,
respectivamente (WARNER et al., 2000).

Parte dos sulfitos adicionados em alimentos pode se ligar reversivel ou
irreversivelmente a outras moléculas presentes na matriz, como aldeidos, cetonas,
acucares, taninos e proteinas, originando diferentes formas combinadas de
sulfitos. A fracdo de sulfitos que nao se liga a outros compostos do alimento é
definida como sulfito livre, constituindo uma mistura de SO, ions bissulfito e ions
sulfito em um equilibrio quimico dinamico. Essa fracdo é convertida rapidamente
em diéxido de enxofre molecular quando o alimento sulfitado é acidificado (FAZIO
e WARNER, 1990; WEDZICHA, 1992; LUCK e JAGER, 1997).

Sulfito ligado é normalmente representado pela proporcao do aditivo que esta
na forma de adutos hidroxisulfonados, formados pela reagéo de grupos carbonilas
com o ion HSOj3. A reatividade dos sulfitos em alimentos deve-se a elevada
nucleofilicidade do ion bissulfito (WEDZICHA, 1992).

A reversibilidade da ligacdo do ion bissulfito a componentes de alimentos é
definida em termos da natureza labil dos adutos sob determinadas condicdes de
pH e temperatura (WEDZICHA, 1992). Sulfitos ligados reversivelmente podem se
dissociar e formar sulfito livre quando o pH do alimento € elevado para valores
acima de 10, ou quando solucdes acidificadas sao aquecidas até ebulicdo (OUGH,
1986; FAZIO e WARNER, 1990; LUCK e JAGER, 1997; LECLERCQ et al., 2000).
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A formacado de um aduto hidroxisulfonado pode ser ilustrada com a seguinte
equacao estequiométrica (WEDZICHA, 1992).

AN AN
Y C=0 + HSOs <—>/C(OH)SO3'

Os compostos presentes em alimentos que se ligam ao ion bissulfito para
formar adutos hidroxisulfonados reversiveis sdo, em sua maioria, glicose, xilose e
L-xilose, arabinose, acido galacturbnico (liberado a partir da degradacdo da
pectina) e acetaldeido, acido piruvico e acido 2-cetoglutarico, como subprodutos
da fermentagédo de leveduras. A reagéo dos sulfitos com antocianinas, derivados
de nicotinamida, flavoenzimas e folatos também forma ligacdes do tipo reversivel
(WEDZICHA, 1992).

Os adutos ligados irreversivelmente sao formados, geralmente, quando os
sulfitos reagem com alcanos ou compostos aromaticos para formar acidos
sulfénicos, nao sendo recuperados quando o alimento sulfitado é submetido a
condicoes alcalinas ou quando € destilado em meio acido (WARNER et al., 1986;
WEDZICHA, 1992). As principais contribuicoes para formar ligacdes irreversiveis
com sulfitos em alimentos sdo de intermediarios da reacao de escurecimento nao
enzimatico e das ligacbes de dissulfeto de proteinas (SWALES e WEDZICHA,
1992; WEDZICHA, 1992).

3. Aplicacoes tecnoldgicas dos agentes sulfitantes

De acordo com a legislacao brasileira, dioxido de enxofre e seus sais séo
classificados como aditivos alimentares e seu emprego esta restrito a alguns

alimentos conforme ilustrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Alimentos em que os agentes sulfitantes podem ser adicionados com a fungéo

de conservadores e seus respectivos limites maximos, de acordo com a legislagéo

brasileira vigente.

Alimentos

Limite maximo

(9/100g — g/100 ml)

(expresso em SO, residual)

Acucar refinado

Batata descascada cozida (somente metabissulfito de sédio)
Batatas fritas congeladas

Bebidas alcodlicas fermentadas

Bebidas alcodlicas mistas

Bebidas néo alcodlicas a base de soja

Bebidas ndo alcodlicas gaseificadas e nao gaseificadas

Subcategorias: Prontas para o consumo e preparados liquidos

Camarbes e lagostas (exclusivamente na matéria-prima apds a
captura)

Camardes e lagostas (exclusivamente na matéria-prima apds a

captura)

Cervejas (somente ditionito)
Coco ralado

Cogumelos

Cooler

Filtrado doce

Frutas dessecadas

Frutose

Geléias artificiais

Jeropiga

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

Mistela composta

Néctares de frutas

0,002
0,01
0,01
0,01
0,01

0,004

0,004

0,003 (no produto
cozido)

0,01 (no produto cru)

0,006
0,02
0,005
0,035
0,035
0,01
0,002
0,02
0,01
0,02
0,01
0,03
0,01
0,025
0,02
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Continuacgao da Tabela 2

Passas de frutas
Picles

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

Puré de vegetais (incluindo cogumelos, fungos, legumes, hortalicas,

raizes e tubérculos, castanhas e algas marinhas)
Raiz Forte (polpa de rabano ou wasabi) (metabilssulfito de sédio)
Sangria

Saqué

Sidras

Suco de caju

Suco de caju alto teor de polpa (diluicao 1:9)
Sucos de frutas

Vinagres

Vinhos

Vinhos compostos

Vinhos de frutas

Xarope de glicose

0,15
0,01
0,03

0,06

0,05 no p.s.c.
0,035
0,035
0,035

0,0333 no p.s.c.
0,30
0,02
0,02
0,035
0,025
0,035
0,004

Fonte: (ABIA, 2001; BRASIL, 1988, 1999a, 1999b, 2002, 2005b, 2005c).

* - no produto a ser consumido

Os sulfitos sao antimicrobianos seletivos com efeito inibitério sobre bactérias e
leveduras (LUCK e JAGER, 1997). A atividade antimicrobiana dos sulfitos é
dependente de sua forma quimica, sendo mais pronunciada em valores de pH
inferior a 3, devido a maior liberacdo de diéxido de enxofre molecular (TAYLOR et

al., 1986; USSEGLIO-TOMASSET, 1992).

Diéxido de enxofre molecular existe como um gas ou molécula simples, com
odor e sabor sulfuroso, sendo a unica forma que pode atravessar as paredes
celulares de leveduras e bactérias. Comparativamente ao ion bissulfito, possui
acao antimicrobiana 500 vezes mais ativa contra leveduras e 1000 vezes contra
bactérias (USSEGLIO-TOMASSET, 1992). A ligacao de sulfitos com componentes
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dos alimentos afeta a sua atividade porque os adutos hidroxisulfonados nao
apresentam acao antimicrobiana (TAYLOR et al., 1986; WEDZICHA, 1992).

Os sulfitos sdo amplamente utilizados na industria de vinhos devido a sua
capacidade de eliminar bactérias e leveduras indesejaveis ao processo e por
auxiliar a extracao de pigmentos. Apresentam ainda acao antioxidante que protege
da oxidagdo os compostos responsaveis pelo padrdao sensorial dos vinhos
(Burroughs, 1981; Ough, 1986).

O efeito antioxidante dos sulfitos € parcialmente responsavel pela inibicao do
escurecimento ndo enzimatico e enzimatico (TAYLOR et al.,, 1986; LUCK e
JAGER, 1997) e se baseia, principalmente, em sua capacidade de sequestrar
outros agentes oxidantes que sao formados quando o oxigénio entra em contato
com o alimento. Como exemplo, pode-se citar a reagdo do acido ascérbico com
oxigénio, que forma acido dehidroascorbico e perdxido de hidrogénio (H205). Este
ultimo é um agente oxidante forte que pode oxidar outros componentes do
alimento, conferindo aroma indesejavel. Os agentes sulfitantes reagem
rapidamente com o H»>O,, protegendo assim outros constituintes do alimento
(OUGH, 1986).

As reagdes de escurecimento ndo enzimatico mais importantes sdo a reacao
de Maillard, que envolve aminoacidos e agucares redutores, e a caramelizagao de
acucares. Uma variedade de intermediarios carbonilas podem ser formados
durante o processo de escurecimento nao enzimatico, incluindo agucares
redutores, carbonilas simples, dicarbonilas e «,B-carbonilas insaturadas. Os
sulfitos, devido a sua elevada reatividade, podem reagir com todos esses
intermediarios e, desta forma, bloquear a formagdo de pigmentos marrons
(TAYLOR et al., 1986; SWALES e WEDZICHA, 1992; WEDZICHA, 1992; LUCK e
JAGER, 1997).

Os sulfitos também podem agir como inibidores de inumeras enzimas,
incluindo polifenoloxidase, ascorbato oxidase, lipoxigenase, peroxidase e enzimas
dependentes de tiamina (TAYLOR et al.,, 1986; IYENGAR e McEVILY, 1992;
WARNER et al.,, 2000). A polifenoloxidase (PFO) é encontrada em frutas e
vegetais e a inibicdo de sua atividade € amplamente utilizada no controle da
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deterioragdo enzimatica. A atividade da PFO é alta em alimentos que sao
particularmente sensiveis ao escurecimento oxidativo, como batatas, macas,
cogumelos, bananas, péssegos, sucos de frutas e vinhos. Sulfitos podem inibir
diretamente a enzima ou também interagir com os intermediarios da reacéo de
escurecimento, impedindo sua participacado nas reacdes que levam a formagéo de
pigmentos escuros (TAYLOR et al., 1986; IYENGAR e McEVILY, 1992; WARNER
et al., 2000). Uma pratica muito comum na prevencao da formacdo de melanose
(manchas pretas) em camardes e lagostas é a imersdao desses crustaceos em
uma solucao contento sulfitos. A reacdo de formacdo de melanose é catalisada
pela enzima tirosinase, um tipo de PFO (TAYLOR et al., 1986; CINTRA et al.,
1999).

Sulfitos também sdo amplamente utilizados como condicionadores de massa
na industria de biscoitos e massas. Nesses produtos, os agentes sulfitantes atuam
na quebra das ligacdes de dissulfeto na fragao de gluten da massa (RIBERA et al.,
2001). Diéxido de enxofre também tem sido utilizado para auxiliar a extragéo de
pectinas de varias fontes através de sua capacidade de despolimerizacdo
(TAYLOR et al., 1986).

Devido ao intenso odor que pode ser aparente em alimentos, os sulfitos sdo
em geral empregados, como conservadores temporarios, sendo adicionados
primariamente aos produtos crus ou semi-prontos e removidos durante o

processamento pela acdo do calor ou vacuo (LUCK e JAGER, 1997).

Uma das principais desvantagens da utilizacdo dos agentes sulfitantes em
alimentos € a perda da atividade da vitamina B1 (tiamina). A destruigcdo da tiamina
ocorre devido a um ataque nucleofilico irreversivel do ion bissulfito ao nitrogénio
quaternario do anel tiazol. Além disso, os sulfitos também podem agir como
catalisadores de outros nucledéfilos que em sua auséncia nao reagiriam com a
tiamina (WEDZICHA, 1992).
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4. Metodologias de analise

Diversos métodos utilizam solucbes acidas ou basicas na determinacdo de
sulfitos (total e livre) em alimentos (AOAC, 1995), e a maioria dos procedimentos
baseia-se no principio da conversdo das varias formas de sulfito a diéxido de
enxofre (WARNER et al., 2000).

O procedimento de Monier-Williams foi o primeiro de muitos métodos
analiticos desenvolvidos para a determinacao de sulfitos em alimentos e bebidas.
O método baseia-se na separacdo do didéxido de enxofre da matriz alimentar,
através do aquecimento com acido cloridrico por aproximadamente duas horas. O
diéxido de enxofre liberado é coletado em uma solucao de perdxido de hidrogénio,
onde é oxidado a acido sulfurico e, em seguida, titulado com solugcédo de hidroxido
de sddio. A concentragao de diéxido de enxofre é relacionada diretamente com a
quantidade de acido sulfurico gerado. Esse método quantifica sulfitos totais no
alimento, que correspondem ao sulfito livre mais uma fracdo dos sulfitos ligados
(WARNER et al., 1986; FAZIO e WARNER, 1990; LUCK e JAGER, 1997).

A destilacdo de Monier-Williams é aplicavel em diversas matrizes, com
excegdo dos vegetais das familias Brassica e Allium, porque 0S mMesmMos
possuem, como componentes do aroma, dissulfetos que podem interferir na
analise (WEDZICHA, 1992).

Em 1989 o FDA (US Food and Drug Administration) propbs alteracbes no
método de destilacdo de Monier-Williams, que permitiram a quantificagdo de
sulfitos em concentracdes iguais ou superiores a 10 mg/L em alimentos, uma vez
que este nivel de sensibilidade era requerido pela legislacdo de rotulagem de
alimentos vigente nos Estados Unidos. As modificagcbes ndo alteraram a quimica
do método, mas estabeleceram especificacbes adicionais para se obter maior
sensibilidade. Uma das alteragdes foi a reducdo da concentracdo do titulador por
um fator de 10, que permitiu medidas mais exatas e sensiveis dos niveis residuais
de SO,. Além disso, foi diminuido o risco da co-destilacdo de substancias
interferentes tais como 4cidos e bases volateis através das novas especificagdes
para temperatura de resfriamento do condensador, taxa de refluxo e fluxo de
nitrogénio (HILLERY et al., 1989). O método de Monier-Williams otimizado pelo
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FDA foi utilizado para a determinacéo de diéxido de enxofre em varios tipos de
alimentos comercializados nos Estados Unidos. Entre os alimentos analisados, as
frutas secas apresentaram os maiores niveis de sulfitos, variando de 2259 a 3722
mg/kg. Os dados desse estudo mostraram que, com algumas excecoes, 0s niveis
residuais de sulfitos em alimentos comercializados naquele pais estavam abaixo

dos niveis maximos permitidos para cada uso (DANIELS et al., 1992).

Em diversos paises, incluindo o Brasil, a industria de vinhos utiliza a titulacao
iodométrica, baseada no método Ripper, para o controle dos niveis de sulfito livre
e ligado durante a elaboracdo dos vinhos devido a sua conveniéncia e rapidez
(OUGH, 1986; WILLIAMS et al., 1992; BRASIL, 2005a). Embora o método Ripper
seja amplamente utilizado, autores de um estudo colaborativo (VAHL e
CONVERSE, 1980) ndo recomendaram o método para adocédo pela AOAC
(Association of Official Analytical Chemists), devido a baixa precisao e grande erro
sistematico. As dificuldades na obtencédo de resultados confiaveis com o método
Ripper devem-se, principalmente, a diferengas na interpretacdo do ponto de
viragem em amostras de vinho tinto, devido a varia¢cdes nas cores desses vinhos e
a presenca de adutos formados pela ligacao entre as antocianinas e os ions
bissulfito. Esses adutos se dissociam facilmente em meio acido e o diéxido de
enxofre liberado é titulado como sulfito livre (VAHL e CONVERSE, 1980).

Em substituicdo aos métodos de titulagdo, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector eletroquimico foi implantada em algumas
industrias para a determinagdo de SO, total em vinhos. Em um estudo
comparativo, a CLAE forneceu niveis equivalentes de SO, total em relagao
aqueles obtidos com a destilagdo Monier-Williams. A grande vantagem da
cromatografia € a simplicidade na preparagdo da amostra e o0 menor tempo de
andlise, aproximadamente 12 minutos. Entretanto, devido a demora na
estabilizacdo do detector eletroquimico, em torno de 12 horas, a determinacao de
SO utilizando CLAE seria mais indicada para analises de rotina com um nimero
grande de amostras (WILLIAMS et al., 1992).

Para minimizar tempo e custo analitico, métodos alternativos baseados em
sistemas de andlise por injecdo em fluxo (FIA) tém sido desenvolvidos para a
determinacdo de sulfitos em alimentos e bebidas. Entre as vantagens inerentes
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aos sistemas por injecao em fluxo estdo a minimizacdo de contaminacdes e a
facilidade de associacdo com varios tipos de detectores. Nesse contexto,
detecgbdes fotométrica, eletroquimica e quimiluminescente sao as técnicas mais
empregadas para detectar o SO» liberado das amostras (SULLIVAN et al., 1986;
DECNOP-WEEVER e KRAAK, 1997; SADECKA e POLONSKY, 1999; CORBO e
BERTOTTI; 2002; ISAAC et al, 2006). Embora varios métodos estejam
disponiveis na literatura para a determinagdo de sulfitos em alimentos e bebidas
(WEDZICKA, 1984; OUGH, 1986; FAZIO e WARNER, 1990; AOAC, 1995; ISAAC
et al., 2006), muitas pesquisas estao sendo desenvolvidas com o intuito de buscar
um método simples, rapido e sensivel que possa ser utilizado em uma ampla faixa
de amostras. A Tabela 3 apresenta detalhes de alguns estudos em que diferentes

técnicas de analise foram empregadas na determinacao quantitativa de sulfitos.

Tabela 3: Diferentes técnicas analiticas empregadas para a determinagdo quantitativa de
sulfitos em alimentos e bebidas.

Referéncia Matriz Técnica de Quantificagéo
ANDERSON et Maca seca, suco de frutas, Extracdo com &cido fosférico 2 N e andlise
al., 1986 cogumelo, cebola, batata, por cromatografia idbnica com detector

vinhos, entre outros eletroquimico.

SULLIVAN et al., Vinhos, suco de macéa, damasco Analise por injegcdo em fluxo baseada na

1986 € maca secos, batata, cebola em descoloracédo do verde de malaquita para
conserva, camarao, repolho e indicar a presenca de SO..
alface

YABIKU et al., Sucos naturais de frutas Destilagdo Monier-Williams com

1987 (graviola, caju, goiaba, maracuja, modificagdes relacionadas ao acido, a
manga, abacaxi, uva, entre concentracdo do indicador e ao sistema de
outros) destilacédo usado.

PAINO-CAMPA  Lingiiica fresca Extracdo com diferentes solventes e

et al., 1991 andlise por cromatografia ibnica com

detector eletroquimico.

DANIELS et al.,  Frutas secas (damasco, Destilagdo Monier-Williams otimizada pelo
1992 péssego), batata, camarao, suco FDA.

de frutas, cogumelos e outros
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Continuacgéo da Tabela 3

SU e TAYLOR, Margarina, vinagre e aroma de

1995 manteiga
TRENERRY, Vinhos, vegetais frescos,
1996 damasco seco, mostarda,

camarao, dentre outros

DECNOP- Vinhos
WEEVER e
KNAAK, 1997

LOWINSOHN e  Vinhos
BERTOTTI, 2001

BRAGAGNOLO Cogumelos em conserva
et al., 2001

HARDISSON et  Camaréo
al., 2002

CORBO e Suco de uva e vinhos
BERTOTTI, 2002

McFEETERS e  Conserva de vegetais, puré de
BARISH, 2003 batata desidratado e maca
desidratada

SEZGINTURK e  Biscoito, cerveja e vinagre
DINCKAYA,
2005

Destilagédo Monier-Williams otimizada pelo
FDA.

Destilagédo Monier-Williams para liberar
SO,, subseqiente oxidacao de sulfito a
sulfato e quantificagéo utilizando
eletroforese capilar.

Analise por inje¢cdo em fluxo com deteccéo
fotométrica utilizando uma célula de

difusdo gasosa.

Extracdo de SO, com &cido hidrocloridrico
e quantificacdo utilizando titulacao

coulométrica com iodo.

Destilagdo Monier Williams modificada por
Shipton.

Destilacao Monier Williams, método AOAC
(1984).

Andlise por injegao em fluxo com detecgao
amperométrica utilizando eletrodo de
cobre.

Determinagéo de sulfito livre e ligado
utilizando CLAE com detector de UV.

Biosensor amperométrico com
homogeneizado de tecido de planta. No
estudo foi utilizado Malva vulgaris que
contem a enzima sulfito oxidase em

grande quantidade.

Em decorréncia do fato de que sulfitos livres e ligados atuam no organismo da
mesma forma (WEDZICHA, 1992; LUCK e JAGER, 1997) e que a atividade
antimicrobiana dos sulfitos € dependente de sua forma quimica (TAYLOR et al.,

1986; USSEGLIO-TOMASSET, 1992),
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pesquisas com a finalidade de desenvolver métodos de analise dos produtos de
reacao dos sulfitos com componentes de alimentos, como aqueles formados com

0s grupos carbonilas (LEA et al., 2000).

No presente, a destilagdo Monier-Williams é o procedimentos mais comumente
utilizado na quantificagcao de sulfitos em alimentos e bebidas, sendo adotado como
método oficial em muitos paises (DANIELS et al., 1992; AOAC, 1995; LECLERCQ
et al., 2000; ISAAC et al., 2006). Adicionalmente, desde a sua primeira versao
publicada em 1927, o método de Monier-Williams continua sendo o método de
escolha e de referéncia para o desenvolvimento de novas metodologias (HILLERY
et al., 1989; FAZIO e WARNER, 1990; ISAAC et al., 2006).

5. Toxicidade dos sulfitos

Embora os sulfitos sejam amplamente utilizados na industria de alimentos e
bebidas, efeitos adversos a saude humana tém sido relacionados a sua ingestéo,
principalmente, anafilaxia, urticaria, angioedema, hipotensédo, nausea, irritacdo
gastrica local, diarréia e crise asmatica em individuos asmaticos sensiveis a
sulfitos (YANG e PURCHASE, 1985; TAYLOR et al., 1986; FAZIO e WARNER,
1990; ANIBARRO et al., 1992; WUTHRICH et al., 1993; PERONI e BONER, 1995;
WARNER et al., 2000; VALLY e THOMPSON, 2003). A quantidade de sulfito
necessdaria para desencadear as reacbes adversas em humanos é variavel:
enquanto certos individuos toleram até 4 g de sulfito diariamente sem efeitos
indesejaveis, outros reclamam de dores de cabeca, nduseas e diarréia apos a
ingestdo de quantidades muito inferiores (LUCK e JAGER, 1997). Sulfitos livres e
ligados atuam no organismo da mesma forma, sendo que as diferengas ocorrem
somente na intensidade e velocidade com que as reagdes de sensibilidade se
iniciam (TAYLOR et al., 1986; WEDZICHA, 1992).

A ingestao de alimentos contendo sulfitos tem sido considerada como uma das
principais causas de broncoespasmos em individuos asmaticos (ANIBARRO et al.,
1992; PERONI e BONER, 1995; VALLY e THOMPSON, 2003), muito embora

individuos sensiveis a sufitos sem histérico de reacdes asmaticas também possam
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apresentar reacoes adversas apds ingestdao de alimentos sulfitados (YANG e
PURCHASE, 1985; FDA, 1996). Os dados disponiveis indicam que tal ocorréncia
atinge cerca de 5 a 10% dos adultos asmaticos (SIMON et al., 1982) e que
individuos sensiveis a sulfito sdo mais afetados quando essas substancias séo
inaladas (ANIBARRO et al., 1992; NANNINI e HOFER, 1997; WARNER et al.,
2000). Em criancas que apresentam quadro clinico severo de asma, a ocorréncia
dessas reacbes pode afetar um numero maior de individuos, de 35 a 65%
(FRIEDMAN e EASTON, 1987; BONER et al., 1990).

Embora os mecanismos envolvidos na manifestacdo de sensibilidade aos
sulfitos ainda estejam pouco esclarecidos, registros clinicos permitiram verificar
que certas condicbes médicas, como asma severa e dependéncia de esterdis,
estavam associadas a uma predisposicao a hipersensibilidade a sulfitos, e que o
diéxido de enxofre era o agente responsavel pelas respostas fisioldgicas adversas
(LESTER, 1995; WARNER et al., 2000). Um possivel mecanismo baseia-se na
acao do SO, sobre os receptores de membrana traqueobronquiais, induzindo um
reflexo colinérgico (SNASHALL e BALDWIN, 1982; PERONI e BONER, 1995). De
fato, a broncoconstricdo por sulfito em humanos tem sido atenuada pela
administracdo de agentes anticolinérgicos (PERONI e BONER, 1995). Entretanto,
ainda nao ha explicacdo amplamente aceita da patogénese dessas reagdes e da
prevaléncia de sensibilidade a sulfitos em criangas (ANIBARRO et al., 1992;
PERONI e BONER, 1995).

Em um estudo realizado para verificar a freqliiéncia e as caracteristicas de
reacbes asmaticas iniciadas por bebidas alcodlicas em uma populacdo de
asmaticos, constatou-se que 33,1% dos 366 pacientes acima de 18 anos
associaram o consumo de bebidas alcodlicas com o inicio de crise asmatica em
pelo menos 2 ocasides. Nesse mesmo estudo, os vinhos foram identificados como
0s principais causadores de respostas asmaticas em 30,3% dos entrevistados
(VALLY et al., 2000). Apesar da limitagdo de evidéncias diretas, varios estudos
sugerem que os sulfitos sejam os principais causadores de rea¢des asmaticas
causadas por vinhos (VALLY et al., 2000; VALLY e THOMPSON, 2001).
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Desde 1985, reacdes adversas a saude causadas pelo consumo de alimentos
e bebidas contendo sulfitos sdo monitoradas nos Estados Unidos. Durante os
primeiros 10 anos, mais de 1000 casos foram relatados. Entretanto, devido a
mudancas na legislagéo de alimentos e a campanhas de conscientizacao para que
individuos sensiveis a sulfitos aprendessem a evitar alimentos sulfitados, o
namero de registros caiu para uma média anual de 10 casos, entre os anos de
1996 e 1999 (FDA, 1996; TIMBO et al., 2004).

Um outro mecanismo possivel para a toxicidade de sulfitos envolve a
deficiéncia no metabolismo oxidativo de sulfitos, que atinge uma pequena parcela
da populacdo com reduzida atividade da enzima sulfito oxidase (KISKER et al.,
1997; EDWARDS et al.,, 1999). A enzima sulfito oxidase & responsavel pela
oxidacao de sulfito (SO3) endégeno e exdgeno ao inativo sulfato (SO4), que é
rapidamente excretado na urina. O sulfito enddégeno é formado durante a reacao
terminal da degradacao oxidativa dos aminoéacidos cisteina e metionina (TAYLOR
et al.,, 1986; PERONI e BONER, 1995; KISKER et al., 1997). A deficiéncia da
enzima sulfito oxidase é uma condicdo autossomal recessiva que se manifesta na
infancia, ocasionando doencas neuroldgicas severas e progressivas, dentre elas
deslocamento ocular, retardamento mental e atrofia cerebral (KISKER et al. 1997;
EDWARDS et al., 1999).

A atividade reduzida da sulfito oxidase ocasiona acumulo de sulfito no
organismo, ndo estando ainda esclarecido se os danos que ocorrem no céerebro
sdo resultado dos niveis toxicos de sulfito, da auséncia (ou diminuicdo da
quantidade) de sulfato ou, ainda, de uma combinacdo de ambos (KISKER et al.,
1997). Adicionalmente, os sulfitos podem destruir a tiamina, através da ruptura da
ligacdo entre a pirimidina e a porcdo tiazol da molécula, resultando em um
metabolismo anormal do piruvato no sistema nervoso central (TAYLOR et al.,
1986; LUCK e JAGER, 1997; EDWARDS et al., 1999).

Os mecanismos de agdo que poderiam explicar a intolerdncia aos agentes
sulfitantes ainda sao controversos, sendo mais provavel que mecanismos
multiplos atuem em conjunto, os quais poderiam explicar as diferencas
observadas entre os varios casos que tém sido registrados de sensibilidade a
esses compostos (ANIBARRO et al., 1992; PERONI e BONER, 1995).
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Em uma avaliacao realizada pela IARC (International Agency for Research on
Cancer) os sulfitos foram classificados como pertencentes ao Grupo 3, isto €, nao

oferecem risco de carcinogenicidade a humanos (IARC, 1992).

6. Avaliacao do risco a sulfitos

O uso de conservadores e outros aditivos alimentares em diferentes paises é
limitado por legislacoes especificas, estabelecidas com base na seguranca de uso
e necessidade tecnoldgica. O Brasil, assim como muitos outros paises, segue as
recomendacgdes do JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
and Contaminants) na utilizacdo segura dos aditivos em alimentos (BRASIL,
1997). De acordo com o JECFA, o uso seguro de um aditivo pode ser expresso
em termos de sua IDA (Ingestédo Diaria Aceitavel), que representa a quantidade de
uma substancia, expressa em mg/kg peso corpdreo, que pode ser ingerida
diariamente, por toda a vida, sem afetar a saude humana, com base em
informagdes toxicoldgicas disponiveis na época da avaliagdo. Em 1974, o JECFA
estabeleceu uma IDA de grupo para sulfitos, expressa como didéxido de enxofre,
de 0,7 mg/kg p. c., que foi mantida durante o ultimo encontro realizado pelo comité
em 1999 (WHO, 2000).

Em uma avaliacdo preliminar da ingestdo dos agentes sulfitantes presentes
em alimentos utilizando o método Budget (HANSEN,1979) e os limites maximos
que estdo sendo propostos na Norma Geral Codex para Aditivos Alimentares
(NGAA), verificou-se a necessidade de investigacdes mais detalhadas levando-se
em consideragdo niveis maximos nacionais de uso e dados de consumo de

alimentos por populagdes ou individuos (FAO/WHO, 1999).

Levando em consideracdo essas informacdes, o Comité do Codex sobre
Aditivos e Contaminantes de Alimentos (CCFAC) recomendou aos Estados
Membros que submetessem dados nacionais de ingestdo desses aditivos ao
JECFA para avaliagdo. Durante sua 51° reuniao em 1999, o JECFA avaliou a
ingestdo dos agentes sulfitantes com base em informagdes de 10 estados
membros (WHO, 2000). As estimativas nacionais de ingestao de sulfitos avaliadas
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pelo comité foram baseadas nos limites maximos de uso especificados na NGAA,
nos niveis maximos permitidos pela Unido Européia, nos limites maximos de uso
nacionais e em dados analiticos dos niveis residuais de diéxido de enxofre.
Estimativas de ingestdo diaria per capita de sulfitos, baseadas em dados de
producao/desaparecimento do aditivo ou alimento sulfitado e em niveis maximos
de uso nacionais, submetidas por 6 Estados Membros, variaram de 0,07 mg/kg p.c
na Finlandia a 3 mg/kg p.c. na Francga (para grandes consumidores). Segundo o
Comité, estimativas baseadas nesses dados resultaram em valores
superestimados de ingestdo devido a perdas ndo contabilizadas que podem
ocorrer durante processamento, estocagem e manipulacédo caseira dos alimentos
sulfitados. As estimativas de ingestao obtidas utilizando dados de dietas modelo
ou de registros de consumo individual variaram de 0,03 mg/kg p.c. a 30 mg/kg
p.c., sendo que valores superestimados ocorreram quando a ingestao diaria per
capita foi calculada com base nos limites maximos especificados na NGAA. O
Comité observou que as estimativas de ingestao per capita de sulfitos feitas pelo
Japao e Estados Unidos, que utilizaram niveis analiticos de sulfitos em alimentos
prontos para o consumo, foram muito menores do que aquelas obtidas pelo
restante dos estados membros, que utilizaram niveis maximos nacionais de uso.
Embora alguns métodos para estimar a ingestdo diaria, notadamente aqueles
baseados nos limites maximos e faixa de alimentos propostos na NGAA, terem
mostrado que os grandes consumidores de alimentos sulfitados podem exceder a
IDA, a ingestdo média de sulfitos, estimada a partir de dados de consumo de
dietas modelo ou de registro de dieta individual baseada em niveis maximos
nacionais de uso, ficou abaixo da IDA. O Comité concluiu que os dados
submetidos foram insuficientes para identificar e estimar o numero dos grandes
consumidores de sulfitos (WHO, 2000).

Os resultados da avaliagdo da ingestdo de aditivos alimentares permitidos no
Reino Unido, realizada com base em dados de produgcdo e niveis de uso dos
fabricantes, indicaram que, para a maioria dos aditivos, as estimativas de ingestao
per capita estavam abaixo das respectivas IDAs, com excecao dos aditivos didxido
de enxofre, nitrato de sédio, acido benzdico, eritrosina e urucum/bixina (LAWRIE e
REES, 1996). Em uma avaliacdo mais detalhada da ingestao de sulfitos com base
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em dados analiticos e em uma pesquisa nacional de consumo de alimentos entre
adultos do Reino Unido, constatou-se que os niveis residuais de diéxido de
enxofre nos alimentos estavam geralmente muito abaixo das quantidades
inicialmente adicionadas e que a ingestdo estimada estava abaixo da IDA, até
mesmo para individuos considerados grandes consumidores (LAWRIE e REES,
1996).

De acordo com estudo realizado na Franga, o consumo de bebidas alcoolicas
representava mais de 90% da ingestdo estimada de sulfitos, sendo o consumo
médio de diéxido de enxofre pela populacdo em geral igual a 20 mg/dia/pessoa,
valor este abaixo da IDA de 42 mg/dia/pessoa, com base em um peso corpéreo de
60 kg. Entretanto, verificou-se que o consumo de vinhos contribuia com 85% da
ingestao de sulfitos e que, no caso de se considerar apenas consumidores, 0S
niveis médios de ingestao de sulfitos poderiam variar entre 10 mg/dia/pessoa para
o0 consumidor ocasional de vinho a 40 mg/dia/pessoa para o consumidor regular
(MARESCHI et al.,, 1992). Posteriormente, a ingestdo diaria maxima teodrica
(IDMT) dos sulfitos na Franca foi estimada com base em niveis maximos
permitidos de uso para cada categoria de alimento e em dados de compra de mais
de 30.000 produtos alimentares em 6.000 domicilios no periodo de 1 ano. Nesse
estudo, os valores da IDMT para os agentes sulfitantes excederam a IDA e os
vinhos e as frutas secas foram identificados como os principais responsaveis pela
exposicao tedrica a sulfitos, totalizando 77% da ingestdo. Os autores concluiram
que nao foi possivel identificar os grupos de riscos e que dados analiticos de
sulfitos em alimentos e dados individuais de consumo, particularmente para
criangas, seriam necessarios para uma futura avaliacdo de risco desses
compostos (VERGER et al., 1998).

Em um estudo mais detalhado realizado na ltalia, que teve como objetivo
investigar a ingestao de sulfitos a partir de dietas elaboradas para adultos e
criancas, foi observado que os niveis residuais de sulfito em alimentos prontos
para o consumo eram menores do que os limites maximos permitidos. Os autores
também verificaram que o consumo de refeigdes elaboradas resultaria em uma
ingestao de sulfitos de 23,4 mg/dia (11% acima da IDA) por criancas e 50,3 mg/dia

(20% acima da IDA) por adultos, para pesos corpéreos de 30 e 60 kg,
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respectivamente. Nesse estudo, foram analisadas 211 amostras de alimentos e
bebidas (incluindo 85 amostras de vinhos) e os itens que mais contribuiram para a
ingestao de sulfitos foram as frutas secas e os vinhos. Foi observado também que,
levando-se em consideragdo somente o consumo de vinhos, o0s grandes
consumidores poderiam alcangar até 99% da IDA para sulfitos, com um consumo
diario de 451 mL (LECLERCAQ et al., 2000).

Em 1999, em uma primeira tentativa para obtengcdo de uma perspectiva global
da ingestdo de aditivos alimentares no ambito do perfil alimentar na Unido
Européia, o Comité Cientifico em Alimentos da Comunidade Européia elaborou
diretrizes para que os Estados Membros enviassem dados de monitoramento do
consumo de aditivos alimentares. Um relatério preliminar com resultados de
ingestao para adultos e criangas foi elaborado com informagdes enviadas por 12
paises membros. Neste relatério, verificou-se que o consumo da maior parte dos
171 aditivos e grupos de aditivos atualmente autorizados na Unido Européia ficou
abaixo da ingestdo diaria aceitavel. No entanto, de acordo com os resultados
enviados pela Dinamarca, Espanha, Franca, Itdlia, Holanda, Reino Unido e
Noruega, a estimativa de ingestao de sulfitos para um adulto de 60 kg ficou entre
20 e 266% da IDA e no caso de criangas (com peso corpéreo de 15 kg), a
estimativa de ingestédo de sulfitos excedeu a IDA em 1227%. No caso dos sulfitos,
foram realizadas estimativas de ingestao conservadoras baseadas no pressuposto
de que o aditivo é utilizado na faixa mais ampla possivel de alimentos, no nivel
maximo permitido de uso. O Comité Cientifico em Alimentos da Comunidade
Européia recomendou aos Estados Membros que mais paises enviassem
informagdes sobre o consumo de aditivos e que as estimativas de ingestao fossem
refinadas com base em dados reais de uso dos aditivos e de consumo real de
alimentos (EUROPEAN COMMISSION, 2001).

No Brasil, sdo poucos os dados disponiveis sobre ingestdo dos agentes
sulfitantes pela populagdo brasileira. A maioria dos estudos refere-se a
determinacao de sulfitos em alimentos e bebidas para fins de fiscalizacdo. Em um
desses estudos, 51% de 473 amostras de sucos de frutas integrais, disponiveis no
comércio brasileiro no periodo de outubro de 1986 a margco de 1987,

apresentaram teores de dioxido de enxofre superiores ao limite maximo permitido
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pela legislacédo brasileira que, na época, correspondia a 200 mg/L (YABIKU et al.,
1987). Os maiores teores de SO, foram encontrados no suco de caju, atingindo o
maximo de 1.439 mg/L. De acordo com a legislagao hoje vigente, o limite maximo
de dioxido de enxofre em sucos de frutas ainda permanece o mesmo (200 mg/L),
exceto para o suco de caju pronto para consumo e suco de caju com alto teor de
polpa, que tiveram seus limites aumentados para 333 mg/L e 3000 mg/L,
respectivamente (BRASIL, 2002).

Mais recentemente, uma estimativa da ingestdo de sulfitos por alunos do
ensino médio foi obtida através da analise qualitativa da dieta, utilizando para isso
os limites maximos de uso permitidos pela legislacdo brasileira e dados de
consumo fornecidos por um questionario recordatério de 24 horas. Foram
coletadas informacgdes de 176 adolescentes entre 14 e 19 anos em duas escolas
do Estado de Sao Paulo, uma publica e outra particular. O consumo de pelo
menos uma fonte de sulfito foi relatado por 43,8% da amostragem. As principais
fontes de sulfitos foram os sucos industrializados e similares, consumidos por
81,8% dos escolares que ingeriram fontes alimentares de sulfitos. Os alunos da
escola publica consumiram quase que exclusivamente sucos industrializados e
similares, enquanto que os da escola particular relataram outras fontes de
exposicao, como as bebidas alcodlicas, representadas, principalmente, pelo vinho
e cerveja. A ingestao média per capita diaria de sulfitos na amostra pesquisada foi
de 0,07 mg/kg p. c., valor bem abaixo da IDA de 0,7 mg/kg p. c.. Somente 4,5% da
amostra pesquisada tiveram ingestdes maiores que 50% da IDA, ou seja, acima
de 0,35 mg SO.kg p. c./dia. Esses escolares, classificados como grandes
consumidores de sulfitos, alcangcaram niveis diarios de ingestao de sulfitos de até
0,52 mg /kg p. c. devido ao consumo elevado de sucos de frutas industrializados
(mais de 500 mL/dia) e, no caso da escola particular, devido também ao consumo
de bebidas alcéolicas (POPOLIM e PENTEADO, 2005).

Resultados preliminares de pesquisa conduzida por Machado et al,
(MACHADO et al., 2006a, 2006b, 2006c), que tem como objetivo estimar a
ingestao de sulfitos através do consumo de sucos de frutas e vinhos no Brasil,
indicaram que as concentragdes de sulfitos presentes nesses produtos estao

abaixo dos respectivos limites maximos permitidos pela legislagdo brasileira. Os
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resultados desse estudo salientam também a importancia do uso de dados
analiticos no calculo das estimativas de ingestdo de aditivos alimentares,
particularmente, para aqueles aditivos com baixa IDA que sdo amplamente
utilizados em alimentos e bebidas.

7. Consideracoes finais

Embora os sulfitos sejam aditivos cujo nivel de uso normalmente nao reflete a
quantidade remanescente em um alimento no momento de seu consumo, em
razdo de perdas durante o processamento e/ou estocagem, os dados disponiveis
indicam que sua ingestao diaria pode se aproximar ou exceder a IDA para alguns

individuos.

Em ambito internacional, tem sido uma preocupacdo constante a ingestao
excessiva de sulfitos, o que se reflete na recente recomendacdo do Comité do
Codex sobre Aditivos e Contaminantes de Alimentos (CCFAC) para que a
exposicao diaria a sulfitos a partir de todos os alimentos e bebidas seja novamente
avaliada pelo JECFA (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION 2006, 2007).

Apesar da utilidade e versatilidade dos agentes sulfitantes como aditivos
alimentares, recomenda-se que métodos alternativos de conservacdo sejam
utilizados pela industria de alimentos e bebidas, particularmente nas aplicagdes
em que sdo adicionadas concentragdes elevadas desses aditivos.
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Determinacao dos niveis de sulfitos em vinhos
e estimativa de sua ingestao

Resumo

Sulfitos sdo utilizados amplamente na industria de vinhos como agentes
antimicrobianos e antioxidantes. Embora evidéncias diretas sejam limitadas, varios
estudos tém sugerido que os sulfitos sdo os principais causadores de crises
asmaticas desencadeadas por vinhos. O presente trabalho teve como objetivo a
determinacado analitica dos niveis de sulfito residual em vinhos e em outras
bebidas alcodlicas a base de frutas disponiveis comercialmente na regido de
Campinas, utilizando para isso o método oficial de Monier-Williams otimizado.
Adicionalmente, a exposicdo a sulfitos pelo consumo de vinhos foi avaliada
combinando niveis médios de sulfitos determinados analiticamente com
estimativas de consumo hipotético em trés cenarios distintos (consumo diario de
150, 300 ou 450 mL). Em todas as amostras analisadas (n=90) os niveis de sulfito,
expressos como dioxido de enxofre (SO3), ficaram abaixo de 350 mg/L (limite
maximo de uso estabelecido pela legislacédo brasileira), sendo que a maioria das
amostras (90%) apresentou teores de sulfitos de até 150 mg/L. Os dados de
ingestao indicaram que o consumo diario de 150 mL de vinho branco nacional,
contendo em meédia 122,0 mg de SO,/L, poderia contribuir com 43% da ingestao
diaria aceitavel (IDA) de sulfitos (0,7 mg/kg peso corpéreo) estabelecida pelo
Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares. Ainda
considerando o consumo de vinho branco, os grandes consumidores (consumo de
450 mL) poderiam exceder a IDA em 29%. Em relagédo aos vinhos tintos nacionais
(nivel médio de 71,3 mg de SO,/L), as estimativas de ingestdo variaram entre 29%
e 71% da IDA, considerando-se o consumo de 150 mL/dia e 450 mL/dia,
respectivamente. Esses resultados indicam que o consumo regular diario de
apenas uma taga de vinho (150 mL) pode contribuir com mais de 50% da IDA

desses aditivos, caso a concentrac&o de sulfitos presente seja >150 mg/L.

Palavras chaves: Sulfitos, vinhos, estimativa de ingestdo, destilagdo Monier-

Williams
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Abstract

Sulphites are used worldwide in the wine industries as antimicrobial and
antioxidant agents. Although direct evidence is limited, studies suggest that
sulphiting agents may be important triggers for wine-induced asthma. This work
aimed on the determination of sulphites in a variety of wines, ciders and fruit-based
beverages and sparkling wines commercially available in the region of Campinas-
SP, using the optimized Monier-Williams distillation method. Additionally, sulphite
exposure from wines was assessed by combining sulphite levels determined
analytically with three hypothetical scenarios of wine consumption: 150, 300 and
450 mL. All samples presented residual sulphite levels, expressed as sulphur
dioxide, below 350 mg/L (maximum permitted level established by the Brazilian
legislation) with most samples (90%) containing residual sulphite up to 150 mg/L.
The data on intake indicated that the daily consumption of 150 mL of white wine
(mean level of 122.0 mg of SO2/L) would contribute with 43% of the Acceptable
Daily Intake (ADI) established by JECFA for these preservatives (0.7 mg/kg body
weight). With regard to heavy consumers (450 mL/day) of white wines, the intakes
would represent 129% of the ADI. Intake estimates of national red wines (mean
level of 71.3 mg of SO,/L) ranged from 29% to 71% of the ADI considering the
consumption of 150 mL/day and 450 mL/day, respectively. Based on these results,
it is expected that the daily consumption of 150 mL of wine that contain sulphites at
the level equal to or above 150 mg/L may contribute with more than 50% of the
ADI of these additives.

Keywords: sulphites, wines, food additive intake, Monier-Williams distillation
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1. Introducao

Sulfitos sdo aditivos alimentares amplamente utilizados na industria de
alimentos e bebidas e incluem o diéxido de enxofre (SO,) e seus sais de sddio,
potassio e calcio, que liberam SO, nas condicbes de uso (Taylor et al. 1986). Na
industria de vinhos, os sulfitos sao utilizados na inibicdo do crescimento de
bactérias e leveduras indesejaveis ao processo e como agentes antioxidantes que
protegem da oxidagdo os compostos responsaveis pelo padrdo sensorial dos
vinhos (Burroughs 1981; Ough 1986). Em vinhos (pH 3-4), os sulfitos se
apresentam nas formas livre e ligada. Sulfito livre consiste principalmente do anion
bissulfito (HSO3'1) e em menor proporcdo de dioxido de enxofre molecular
(SO,.H,0) e do anion sulfito (SOs?). Numerosos compostos carbonilas como
acetaldeido, acido piruvico e acido a-ceto-glutarico podem se ligar ao ion bissulfito
para formar os sulfitos ligados (conhecidos como hidroxisulfonados), que
apresentam reduzida atividade antimicrobiana em comparagcdo as formas livres
(Buechsenstein and Ough 1978; Usseglio-Tomasset 1992; Wedzicha 1992). O
produto de adicao bissulfito-acetaldeido € responsavel pela maior parte do sulfito
ligado e tem grande importancia no padrao sensorial de vinhos. Acetaldeido
(etanal, CH3CHO) é um dos mais importantes compostos volateis formados
durante a vinificagdo e constitui mais do que 90% do conteudo total de aldeidos
nos vinhos. O acetaldeido se origina principalmente do metabolismo de leveduras
durante fermentagao alcodlica ou através da auto-oxidagdo do etanol. Quando
presente em niveis baixos, o acetaldeido confere um aroma frutado agradavel,
mas em excesso provoca odor pungente indesejavel (odor de oxidado) no vinho
de mesa, o0 que é minimizado pela adicdo de diéxido de enxofre (Burroughs and
Sparks 1973; Burroughs 1981; Lui and Pilone 2000).

Devido aos efeitos adversos a saude humana associados a ingestdo dos
agentes sulfitantes, principalmente broncoespasmos em individuos asmaticos
(Yang and Purchase 1985; Taylor et al. 1986; Anibarro et al. 1992; Peroni and
Boner 1995; Warner et al. 2000; Vally and Thompson 2003), o consumo desses
aditivos alimentares por individuos sensiveis tem sido motivo de preocupacao.

Embora evidéncias diretas sejam limitadas, varios estudos tém sugerido que os
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sulfitos sdo os principais causadores de crises asmaticas desencadeadas por
vinhos (Vally et al. 2000; Vally and Thompson 2001).

Em uma avaliagdo da exposi¢ao aos sulfitos conduzida pelo Comité Conjunto
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) utilizando os limites
maximos que estdo sendo propostos para sulfitos no dmbito da Norma Geral
Codex para Aditivos Alimentares, em conjunto com os dados de ingestdao de
alimentos fornecidos por alguns paises, concluiu-se que o consumo de certos
alimentos e/ou bebidas, incluindo os vinhos, pode resultar em valores de ingestao
de sulfitos acima de sua IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) de 0,7 mg/kg peso
corpéreo/dia, expressa como SO, (WHO 2000). Levando em conta essas
informacdes, o Comité do Codex sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes de
Alimentos (CCFAC) recomendou que a exposi¢ao diaria a sulfitos a partir de todos
os alimentos e bebidas fosse novamente avaliada pelo JECFA e que os estados
membros enviassem informagdes sobre a ingestao de sulfitos com base em dados

reais de uso e em dados individuais de consumo (CAC 2006, 2007).

O consumo de vinhos no Brasil € considerado baixo — cerca de 2,0 litros per
capita no ano de 2005 - em comparacgao a paises tradicionalmente vinicolas como
Italia e Franga, onde o consumo anual de vinhos pode alcangar 54 litros per capita
(Guerra et al. 2003; Mello 2006b). No entanto, nos ultimos anos, politicas publicas
tém sido propostas de modo a aumentar o consumo de vinhos no Brasil,
especialmente de marcas nacionais. Além disso, a producdo nacional de vinhos
apresenta boas perspectivas de crescimento devido a recentes investimentos em
novas areas de vitivinicultura no Rio Grande do Sul (responsavel por mais de 90%
da produgao nacional) e em outras regides do pais como, por exemplo, os estados
de Pernambuco e Bahia, no Vale do Sao Francisco (Guerra et al. 2003; Mello
2006a,b). De acordo com dados de produgdo de vinhos do ano de 2003,
apresentados pela Organizacdo Internacional da Uva e do Vinho (OIV 2003), o
Brasil ocupa a 172 posigao no volume de produ¢gdo mundial com 262 milhdes de
litros/ano. Dados nacionais mais recentes mostram que o volume de vinhos

produzidos no pais em 2005 foi superior a 271 milhdes de litros (Mello 2006).
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Em vista disso, torna-se importante conhecer os niveis residuais de sulfitos
presentes nessas bebidas, ja que estas podem vir a representar importante fonte
de exposicdo a estes aditivos alimentares no Brasil. Cabe destacar que a
quantidade de sulfitos adicionadas em um alimento ou bebida nao reflete os teores
remanescentes no momento do consumo do produto, devido a perdas que podem
ocorrer durante processamento e estocagem (Taylor et al. 1986; WHO 2000).
Portanto, o monitoramento do uso e ingestdo de sulfitos com base em dados
analiticos resultara em uma avaliagdo de exposicdo mais realista desses
conservadores (WHO 2000).

Em diversos paises, incluindo o Brasil, a industria de vinhos utiliza, devido a
sua conveniéncia e rapidez, a titulagcdo iodométrica (direta ou apds destilagao
acida) baseada no método Ripper para controle dos niveis de sulfitos livre e ligado
durante a elaboragéo de vinhos (Vahl and Converse 1980; Ough 1986; Williams et
al. 1992; Brasil 2005; OIV 2006). Embora o método Ripper seja amplamente
utilizado, o mesmo nao foi adotado pela AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) como método oficial devido a baixa precis&o e grande erro sistematico

na obtencgao dos resultados (Vahl and Converse 1980).

Muito embora n&o quantifique sulfitos livres e ligados separadamente, mas
apenas sulfitos totais, que correspondem aos sulfitos livres mais uma fragao dos
sulfitos ligados, o método de destilagdo de Monier-Williams tem sido o mais
amplamente utilizado na determinacdo de SO, em alimentos e bebidas. Desde a
sua primeira versao em 1927, o método de Monier-Williams sofreu diversas
modificagdes para tornar-se aplicavel a diferentes matrizes e continua sendo o
método de escolha e de referéncia para o desenvolvimento de novas
metodologias (Warner et al. 1986; AOAC 1995; Fazio and Warner 1990; Lick and
Jager 1997).

O método de referéncia adotado pela Organizacao Internacional da Uva e do
Vinho (OIV) e pela Comunidade Européia para a determinagao de sulfitos livres e
totais em vinhos é uma modificacdo do procedimento de destilacdo de Monier-
Williams, que tem como base o principio da conversao das varias formas de sulfito
a dioxido de enxofre (EC 1990; Kirk and Sawyer 1991; AOAC 1995; OIV 2006).
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Em 1989, pesquisadores do FDA (US Food and Drug Administration)
publicaram um estudo intercolaborativo (Hillery et al. 1989) introduzindo alterag¢des
no método de destilacdo de Monier-Williams, de forma a permitir a quantificacao
de sulfitos em concentracao igual ou superior a 10 mg/kg ou mg/L em alimentos
ou bebidas, respectivamente, uma vez que este nivel de sensibilidade é requerido
pela legislagdo de rotulagem de alimentos vigente nos Estados Unidos (CFR
2006a,b). No Brasil ndo ha relatos do uso do método Monier-Williams otimizado

pelo FDA na determinacao de sulfitos em alimentos ou bebidas.

Levando em conta essas informagdes, o objetivo do presente trabalho foi
determinar analiticamente os niveis de sulfito residual em vinhos e em outras
bebidas alcodlicas a base de frutas disponiveis comercialmente onde o uso de
agentes sulfitantes € permitido, utilizando o método oficial de Monier-Williams
otimizado pelo FDA. Os niveis de sulfitos determinados analiticamente serdo
comparados com valores maximos estabelecidos pela legislacdo brasileira e
posteriormente utilizados para estimar a contribuicdo de vinhos como fonte de

ingestéo diaria desses conservadores na dieta.
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2. Materiais e métodos
2.1. Amostragem

Amostras de varias marcas e tipos de vinho (comum e fino) e de outras
bebidas alcodlicas incluindo sidras, fermentados de frutas, filtrados de vinho e
espumantes foram adquiridas em supermercados e lojas especializadas da cidade
de Campinas, SP, no periodo de abril a novembro de 2005. Foram adquiridas 31
garrafas de vinhos brancos nacionais, 35 de vinhos tintos nacionais, 9 de vinhos
importados de paises da América do Sul (brancos e tintos), 9 de sidras e

fermentados de frutas e 6 de espumantes e filtrados de vinho.

Os vinhos selecionados para compor a amostragem foram de safras recentes,
preferencialmente elaborados nos anos de 2004 e 2005, visto que, teoricamente,
apresentariam maior conteudo de sulfitos em relagcdo a vinhos de safras
anteriores, devido a perdas de sulfitos que podem ocorrer durante estocagem.
Para efeito de discussdo dos resultados, os vinhos foram separados de acordo
com a classificagao estabelecida pela legislacédo brasileira que define como finos
os vinhos elaborados a partir de uvas européias da espécie Vitis vinifera e como
comuns os vinhos elaborados a partir de uvas americanas (V. labrusca e V.

bourquina) e ou hibridas (Brasil 1988b).

Cada unidade (garrafa) do produto foi considerada uma amostra e analisada

em duplicata.

2.2. Procedimento analitico
Reagentes

- acido cloridrico (HCI) a 4 mol/L, preparado pela diluicdo de 90 mL de acido
cloridrico concentrado (37%) em 180 mL de agua;
- solugao alcodlica do indicador vermelho de metila a 0,25%;

- solugdo padronizada de hidroxido de sédio (NaOH) a 0,01 mol/L, preparada
pela diluigdo em agua deionizada de uma ampola contendo hidréxido de sédio
em solucdo (0,1 mol/L, Titrisol® Merck,) até o volume final de 1000 mL e

padronizada com biftalato de potassio a 0,01 mol/L;
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- solugdo de peroxido de hidrogénio (H202) a 3%, preparada diariamente pela
diluicdo de 10 mL de H,02 a 30% em 90 mL de agua;

- nitrogénio para arraste do SO, com pureza minima de 99,9%
- solugao aquosa de etanol a 5%.

Os reagentes utilizados para preparagdo das solugdes foram todos de grau
analitico e a agua deionizada foi obtida em sistema de purificacao MilliQ-Plus
(Millipore).

Preparacao da amostra

A abertura da garrafa de bebida foi realizada no momento da analise. Uma
aliquota de 25 mL de amostra foi retirada e misturada com 100 mL de solugéo
aquosa de etanol a 5% e em seguida adicionada no baldo de 3 vias, com fundo

chato, do sistema de destilacao.

Sistema de destilacao

Para a determinac&o analitica de sulfito residual total (sulfito livre mais uma
fracdo dos sulfitos ligados) nas amostras foi utilizado o método oficial (990.28) de
destilagao de Monier-Williams otimizado pelo FDA (AOAC 1995).

O modelo do sistema de destilagdo empregado para as analises é

representado pela Figura 1.

T Borbulhador

Funil de
adigao Frasco coletor

\ de SO,
Entrada de

gas nitrogénio

Baldo de 3 vias

com fundo chato

Figura 1: Aparato utilizado no método de destilagado Monier-Williams otimizado pelo FDA.
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Preparacao do sistema

O sistema de destilagdo foi montado sobre uma manta de aquecimento.
Inicialmente, um volume de 400 mL de agua destilada foi adicionado no baldo de 3
vias de fundo chato e em seguida todas as conexdes do sistema foram fechadas.
No frasco coletor de SO, foram adicionados 30 mL de solugcdo de perdxido de
hidrogénio a 3% e no funil de adicdo 90 mL de acido cloridrico a 4 mol/L. Em
seguida, o fluxo de nitrogénio e o resfriamento do condensador foram iniciados e

mantidos por 15 minutos para desoxigenagao do sistema.

ApoOs essa etapa, o funil de adicdo foi retirado do sistema e a amostra
introduzida no baldo. Apds o fechamento de todas as conexdes, 90 mL de HCI 4
mol/L foram adicionados no baldo contendo a amostra e o aquecimento foi ligado.
A amostra acidificada foi destilada durante 1 hora e 45 minutos contados apés o
inicio da fervura. O fluxo de gas nitrogénio mantido durante a destilacdo foi
suficiente para manter a pressao positiva no interior do baldo de 3 vias de modo a
evitar o refluxo da amostra acidificada para o interior do frasco coletor de SO..
Dioxido de enxofre liberado na forma gasosa foi carreado pela corrente de
nitrogénio até o interior da solugdo de H;O, a 3%, onde foi oxidado a &cido

sulfurico (H2SO4), conforme descrito a seguir.

H->O, + SO, --> SO3 + H,O --> H,SO4

A concentracdo de dioxido de enxofre foi relacionada diretamente com a

quantidade de acido sulfurico gerado.

Quantificagdo do didxido de enxofre

A quantificagao de sulfito residual na amostra foi realizada com determinagao
titulométrica imediatamente apos o término da destilagdo. A solugao de peroxido
de hidrogénio a 3% do frasco coletor de SO, foi titulada com solugédo padronizada
de hidréxido de sdédio (NaOH) a 0,01 mol/L até o ponto de viragem amarelo
brilhante (neutralizacdo do pH). A solugdo alcodlica de vermelho de metila a

0,25% foi utilizada como indicador de pH.

55



A verificagdo da interferéncia dos reagentes e das matrizes na determinagao
de SO, foi realizada através de anadlises de brancos analiticos (50 mL de agua

destilada ou 50 mL de suco de uva sem adi¢ao de sulfito).

As concentracdes residuais de sulfito nas amostras, expresso como SOy,

foram calculadas de acordo com a seguinte expressao:

SO, (mg/L) = (32,03 x (Vi — Vi) x M x 1000)/V4

32,03 = massa molar equivalente do didxido de enxofre (g/mol)

V: = volume da solugdo de NaOH necessario para atingir o ponto de viragem da

amostra (mL)

Vp = volume da solugdo de NaOH necessario para atingir o ponto de viragem do

branco analitico (mL)

M = concentragdo molar da solucdo de NaOH determinada por padronizagdo com
biftalato de potassio (mol/L)

1000 = converte grama em miligrama

Va = volume de amostra (mL)

A massa molar equivalente do dioxido de enxofre (32,03 g/mol) foi calculada
multiplicando a massa molar do diéxido de enxofre (64,06 g/mol) pelo fator de
equivaléncia (NaOH/H,S0Oy4) 0,5.

Confirmacdo gravimétrica da presenca de SO,

Com o intuito de verificar se a quantidade de acido titulada era proveniente
somente do didxido de enxofre destilado, foi realizada a andlise gravimétrica de
algumas amostras analisadas de acordo com o procedimento descrito em AOAC
(1995).

Apds a analise titulométrica, a solugao de H,0, foi transferida para um béquer
de 400 mL sendo entao adicionadas 4 gotas de HCI a 1 mol/L e solugao de cloreto

de bario (BaCl,) a 10% em excesso (Por exemplo: 2 mL de solugéo BaCl, para
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concentragdes de SO, de até 300 mg/L). Apos 12 horas de repouso, a solugao foi
filtrada em cadinho de vidro previamente pesado, que foi lavado com 400 mL de
agua destilada quente e, em seguida, colocado em estufa a aproximadamente

105°C até obtencao de peso constante.

A quantidade de sulfito recuperado foi calculada conforme a seguinte

expressao:

SO, (ug/mL ou mg/L) = (BaSO4 x 0,274476 x 1000)/V,

BaSO, = quantidade do sal sulfato de bario formado (precipitado fino branco) (mg)

0,274476 = numero obtido pela divisdo das massas molares do didéxido de enxofre
e do sulfato de bario (SO,/BaS0O,)

Va = volume de amostra (mL)

1000 = converte miligrama em micrograma

Recuperacéo

Os testes de recuperacao, para a avaliar a exatidao e repetibilidade do método
nas condicdes do laboratério utilizado para as anadlises, foram realizados com
amostras de sucos de uva, caju e maracuja (sem adi¢cao de sulfitos) e vinhos (tinto
e branco). Foram utilizadas solu¢gdes aquosas de metabissulfito de soédio (marca
Mallinckrodt, grau analitico) em concentragbes que variaram de 10,0 a 1192,0
mg/L. Em todos os testes de recuperagdo foram utilizadas solugbes padrdes
preparadas no mesmo dia do teste. Os dados de concentragdo, expressos em mg
de diéxido de enxofre por litro, foram calculados utilizando-se os dados de pureza
do padrao (98,9%) e a quantidade equivalente de SO, por mol de metabissulfito

de sodio.

A repetibilidade foi avaliada em amostras de suco de maracuja (sem adigao de
sulfitos) fortificadas com niveis de 25,6 mg SO,/L (n=6) e 68,0 mg SO,/L (n=4).
Nesse caso, as fortificagcbes em cada nivel avaliado foram feitas com a mesma

solucao padrao, apesar das analises terem sido feitas em dias diferentes.
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2.3. Avaliacao da exposicao aos sulfitos pelo consumo de vinhos

No presente estudo, a contribuicdo dos vinhos como fonte de exposicao aos
sulfitos foi estimada combinando os niveis médios de sulfitos determinados nas
amostras analisadas com estimativas de consumo hipotético de vinho em trés
cenarios distintos. Foi utilizada esta abordagem de consumo hipotético devido a
nao disponibilidade de dados de consumo individual de vinhos pela populagéo, e
ao desconhecimento da porcentagem de brasileiros que consomem regularmente
essa bebida. Assim, de forma a retratar o perfil de diferentes consumidores

regulares de vinho, foram delineados os seguintes cenarios:
— consumo diario de 1 taga de vinho (150 mL)

— consumo diario de 2 tagas (300 mL)

— consumo diario de 3 tagas (450 mL)

O consumo diario de 450 mL de vinho foi considerado como o consumo dos
grandes consumidores de vinhos, o que corresponde a média do consumo
individual diario multiplicada por um fator de 3. Esse fator de 3 indica que 5% da
populacdo consomem uma quantidade de alimento ou bebida trés vezes acima do
consumo médio. Nesse calculo considera-se também que o restante, ou seja, 95%

da populagdo consomem menos do que 3 vezes o consumo médio (CAC 1989).

As estimativas de ingestao diaria de sulfitos, de acordo com os cenarios de
consumo descritos acima, foram obtidas multiplicando-se o consumo hipotético
pela concentracdo de sulfitos determinada analiticamente em vinhos nacionais
brancos e tintos. O nivel maximo de sulfito encontrado nas amostras e o limite
maximo permitido (LMP) pela legislacdo brasileira também foram utilizados nos

célculos das estimativas de ingestao desses conservadores.

Estudos de ingestdo de aditivos alimentares sdo realizados a fim de verificar
sua seguranga de uso na dieta, o que é feito através da comparagao da ingestao
diaria estimada do aditivo com a ingestao diaria aceitavel (IDA) estabelecida pelo
JECFA (Kroes et al. 2002). Como a IDA é expressa em miligramas por quilo de
peso corporeo por dia (mg/kg p.c./dia) (WHO 2000), as estimativas da ingestao de
sulfitos pelo consumo de vinhos foram calculadas com base em um peso corpéreo

de 60 kg para um adulto.
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3. Resultados e discussao
3.1. Determinagé&o analitica dos sulfitos

A Tabela 1 mostra os valores de recuperacao de didxido de enxofre de acordo
com as faixas de concentracdes adicionadas. A recuperagao média obtida (n=24)

foi de 89,8%, com coeficiente de variagédo (CV) de 7,2%.

Tabela 1: Valores de recuperacao de didxido de enxofre em amostras analisadas pelo

método oficial da AOAC (1995) apds adicdo de metabissulfito de sédio.

Niveis adicionados de SO, (mg/L) n Faixa de recuperacao (%)
10 - 50 11 80,0 — 104,0
51-100 7 80,8 — 94,2
> 100 6 91,4 -99,0
Média 89,8
DP 6,5
CV (%) 7,2

n = numero de analises

A repetibilidade do método, avaliada em amostras de suco de maracuja,
apresentou coeficientes de variagao de 6,0% e 4,5% para os niveis de adigao de
25,6 mg SO,/L e 68,0 mg SO,/L, respectivamente. Esses valores estdo abaixo do
limite maximo de 15% sugerido por Horwitz et al. (1980) para compostos

presentes em alimentos em niveis de mg/L.

Para a maioria das amostras (88%) os coeficientes de variagdo (CV) entre
duplicatas foram inferiores a 5%, sendo que apenas uma amostra de espumante
contendo 151,7 mg de SO,/L apresentou CV de 11,4%.

Os valores de CV entre duplicatas encontrados nesse estudo sdo condizentes
com a avaliacdo estatistica dos resultados analiticos de um estudo intra-
laboratorial que utilizou 0 método de Monier-Williams otimizado (AOAC 1995) na
determinacdo de sulfitos em alimentos, onde se obteve coeficiente de variagao

maximo de 9,8% para concentragéo igual ou superior a 10 mg/kg ou mg/L (Hillery
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et al. 1989). Resultados similares de coeficientes de variagdo entre duplicatas
também foram encontrados por Leclercq et al. (2000) que analisaram 211

amostras de alimentos e bebidas, incluindo 85 amostras de vinhos.

No método oficial da AOAC (1995), recomenda-se recuperagao acima ou igual
a 80% para concentragdes adicionadas ao redor de 10 mg/L, para a definicao de
um limite de quantificagdo (LQ) de 10,0 mg/L. Em face dos valores de recuperagao
(>80%) obtidos nesse estudo estarem em acordo com o estabelecido pela AOAC
(1995) foi estabelecido um limite de quantificacdo de 10,0 mg/L. Apenas uma
amostra de vinho tinto comum apresentou concentracdo de sulfitos abaixo do LQ
(<10,0 mg/L), e nesse caso foi assumido que a mesma continha metade desse
limite de quantificagao, isto é, 5,0 mg SO,/L (Kroes et al. 2002) para efeito do

calculo da concentracdo meédia da respectiva categoria.

As confirmagbes gravimétricas foram realizadas em oito amostras em
duplicata (Tabela 2). O valor médio de recuperacgéao relativa foi de 97,4% com CV
de 3,6%. A recuperacao relativa foi obtida dividindo-se a concentragcdo de SO,
(mg/L) recuperada pela analise gravimétrica pela concentragdo de SO, (mg/L)
obtida pela analise titulométrica. Para o restante das analises foi realizada uma
avaliagao qualitativa da presencga ou nao de sulfato de bario precipitado. Em todas
as amostras analisadas verificou-se a formagao de precipitado fino de cor branca,
0 que confirmou a presenca de sulfato de bario e indiretamente a presenca de
SO,.
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Tabela 2: Resultados da analise gravimétrica e seus respectivos valores de recuperacao

em relagéo as concentragdes obtidas na analise titulométrica.

Analise titulométrica Analise gravimétrica .
. Recuperagéo
Amostras Concentragao de

SO,* (mglL)

Concentracao de

X relativa® (%)
SO, (mg/L)

1 - Suco de uva com adicao

de 80,9 mg/L de SO, 69.2° 067 %64
2 - Sidra 140,2 138,9 99,1
3 - Vinho branco espumante 151,6 142,7 941
4 - Vinho branco comum 234.,8 233,8 99,6
5 -Vinho branco comum 132,9 135,0 101,6
6 - Vinho branco fino 91,2 83,4 91,4
7 - Vinho tinto fino 741 74,7 100,8
8 - Vinho tinto comum 130,3 125,7 96,5
Média 97,4

DP 3,5

CV (%) 3,6

¢ recuperagao relativa calculada como (b/a)x100

4 media de concentracao entre duplicatas

Em todas as amostras analisadas (n=90) os niveis de sulfito residual ficaram

abaixo do valor maximo permitido pela legislagdo brasileira, que € de 350 mg/L

(Brasil 1988a). Os valores encontrados situaram-se na faixa de concentracéao de

<10,0 mg SO/L em vinho tinto comum a 235,0 mg SO,/L em vinho branco comum

(Tabela 3). A maioria das amostras (90%) apresentou teores de sulfitos de até 150

mg/L, sendo que em 57% delas foram determinados niveis iguais ou inferiores a

100 mg de SO4/L.

Os niveis de sulfitos nas amostras de sidras, fermentados de frutas, filtrados

de vinho e espumantes variaram de 16,1 mg/L em fermentado de frutas a 186,1

mg/L em vinho branco espumante. Nesse grupo de bebidas, 20% das 15 amostras

analisadas apresentaram teores de sulfitos acima de 150 mg/L.
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Tabela 3: Concentragdo de sulfitos, expressos como SO,, em vinhos nacionais e

importados.
Categorias n? Faixa de concentragao Média® cve
de SO, (mg/L) (mg/L) (%)
Sidra e fermentado de frutas 9 16,1 —140,4 81,7 51,9
Filtrado de vinho 3 61,3 —-163,7 119,6 44,0
Espumante 3 122,0 — 186,1 153,3 20,9

Vinhos nacionais

Vinho branco comum?® 13 62,7 —235,0 133,7 34,5
Vinho branco fino® 18 60,8 —189,3 113,5 29,8
Vinho tinto comum® 19 <10,0-130,4 73,3 46,6
Vinho tinto fino® 16 38,6- 125,6 68,9 35,6

Vinhos importados
Vinho branco fino 5 80,5 -143,1 112,6 23,6

Vinho tinto fino 4 18,1-127,5 71,8 64,8

@ nimero total de amostras analisadas

® valor médio da concentracado de SO, entre amostras

¢ coeficiente de variagdo das médias das concentragbes de SO, entre amostras
4 vinhos elaborados com uvas americanas e/ou hibridas

° vinhos elaborados com uvas de cultivares Vitis vinifera

Considerando-se apenas os vinhos nacionais que apresentaram concentracao
média de 95,1 mg de SO,/L, 9% das amostras continham niveis de sulfitos acima
de 150 mg/L, enquanto que entre os vinhos importados a maior concentragao
detectada foi de 143,1 mg de SO,/L.

Quando se comparam as frequéncias das concentragdes de sulfito nos vinhos
nacionais amostrados (Figura 2), nota-se que a maioria das amostras dos vinhos
brancos (68%) apresentou niveis de sulfitos superiores a 100 mg/L, enquanto que

0s vinhos tintos tiveram apenas 20% das amostras acima desse valor.
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Em uma analise mais detalhada dos resultados, observou-se que 39% das
amostras de vinhos brancos continham niveis de sulfitos acima de 130,4 mg/L,
valor este correspondente ao teor maximo de sulfitos determinado em vinhos

tintos.

Vinhos nacionais Branco (n=31)
60 - 54 mTinto (n=35)
49
50+
40
(%) 301

20+
10+

0-50 50-100 100-150 150-200 >200

Concentragéo SO, (mg/L)

Figura 2: Histograma de freqUiéncia das concentracdes de sulfito (mg de SO,/L) nas

amostras de vinhos brancos e tintos.

Os niveis de sulfitos determinados nas 75 amostras de vinhos analisadas
foram similares aos niveis de sulfitos encontrados em vinhos de outros paises,
conforme relatado por Peterson et al. (2000) e Leclercq et al. (2000). Entre janeiro
de 1994 e setembro de 1998, a ATF (The Bureau of Alcohol, Tobacco and
Firearms), agéncia federal dos Estados Unidos que controla a produgédo e o
comeércio de vinhos, analisou aproximadamente 5000 amostras de vinhos
produzidos nos Estados Unidos através de programas de monitoramento do uso
de sulfitos. Dentre as amostras que apresentaram niveis detectaveis de sulfitos
(=10 mg/L), apenas 16 (0,38%) continham niveis destes conservadores acima de
350 mg/L, que é o limite maximo estabelecido pela legislagdo vigente dos Estados
Unidos (CFR 2003). A maioria dos vinhos (82%) apresentou concentracdes de
SO, abaixo de 100 mg/L e 94% apresentaram teores de sulfitos abaixo de 150

mg/L (Peterson et al. 2000). Dados de um estudo realizado na Italia mostraram
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que os niveis residuais de sulfito encontrados em 85 amostras de vinhos variaram
de <10 mg/L a 198 mg/L com concentragdo média de 92 mg de SO,/L (Leclercq et
al. 2000).

O setor vinicola brasileiro possui caracteristicas que o diferenciam dos paises
tradicionalmente vinicolas que elaboram vinhos somente a partir de cultivares da
espécie Vitis vinifera. A maior parte da produgdo de vinhos no Brasil,
aproximadamente 80%, € composta por vinhos comuns elaborados a partir de
uvas americanas e ou hibridas tais como Bordd, Isabel e Concord, e o restante da
producado, ao redor de 20%, é elaborada a partir de cultivares da espécie Vitis
vinifera (Cabernet Sauvignon, Chardonnay, Merlot, etc). Os vinhos comuns séo
comercializados geralmente a pregcos mais acessiveis em relagdo aos vinhos finos
e, por este motivo, sdo demandados por uma ampla faixa da populagédo com baixo
poder aquisitivo. Além disso, os vinhos comuns apresentam sabor intenso e
frutado, atributos caracteristicos das uvas americanas e hibridas e que os tornam
unicos no mercado brasileiro, uma vez que n&o apresentam concorrentes externos
(Protas et al. 2002; Mello 2002).

Levando em consideragdo essas informacdes, os niveis de sulfito
determinados nas amostras de vinhos nacionais também foram discutidos em

funcao do tipo do vinho, ou seja, comum ou fino.

O resultado desta analise indicou que tanto para os vinhos brancos como para
os tintos, o tipo fino apresentou niveis médios de sulfitos inferiores aos dos vinhos
comuns. Na Figura 3a é possivel verificar que das 13 amostras de vinhos brancos
comuns analisados, 77% tiveram concentragdes acima de 100 mg/L, enquanto
que para os vinhos brancos finos uma porcentagem menor, 50%, ficou acima
desse valor. No caso dos vinhos tintos (Figura 3b), observou-se que apenas 13%
das amostras dos vinhos finos tiveram teores de sulfitos acima de 100 mgl/L,

enquanto que para os vinhos comuns essa porcentagem subiu para 26%.
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Vinhos brancos nacionais (a) Comum

60+ 50 54 m Fino
50
40 33
(%) 304 23
20+ 15 17
10
04

00 0

0-50 50-100 100-150 150-200 >200
Concentragao SO, (mg/L)

Vinhos tintos nacionais (b) Comum

56 m Fino
60 53

50
40
(%) 30
20
104

0-50 50-100 100-150 150-200 >200

Concentragéo SO, (mg/L)

Figura 3: Histograma de freqiiéncia das concentracdes de sulfito (mg de SO,/L) nas

amostras de vinhos brancos (a) e tintos (b) de acordo com a categoria fino ou comum.

3.2. Avaliagdo da exposicdo aos sulfitos pelo consumo de vinhos

A Tabela 4 mostra as estimativas da contribuigdo de vinhos na ingestao diaria
de sulfitos, utilizando-se os niveis médios de sulfitos determinados nas amostras

de vinhos nacionais e trés hipotéticos cenarios de consumo.
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Tabela 4: Estimativa da contribuicdo dos vinhos como fonte de exposi¢ado aos sulfitos com
base em niveis médios de sulfitos determinados nas amostras combinados com trés

cenarios distintos de consumo.

Estimativa de ingestao de sulfitos

Categoria Sulfitos (mg/L) (mg/kg p.c./dia)

150 mL 300 mL 450 mL
Vinhos brancos 122,0° 0,3 0,6 0,9
Vinhos tintos 71,3 0,2 0,4 0,5
Vinho branco comum? 235,0 0,6 1,2 1,8
LMP® 350 0,9 1,8 2,6

a . ~ .
amostra com maior concentragéo de sulfitos

b valor médio da concentragao de SO,

¢ limite maximo permitido pela legislagdo brasileira (Brasil 1988a)

Em comparacdo com a IDA dos sulfitos de 0,7 mg/kg p.c./dia, o consumo
diario de apenas uma taga de vinho branco, contendo em média 122,0 mg de
SO,/L, pode contribuir com 43% (0,3 mg/kg p.c.) do valor da ingestdo diaria
aceitavel desses aditivos. Ainda considerando o consumo de vinho branco, os
grandes consumidores (consumo de 450 mL) podem exceder a IDA em 29%. As
estimativas obtidas com a concentracdo meédia de sulfitos em vinhos tintos (71,3
mg/L) em conjunto com os trés diferentes cenarios de consumo resultaram em

valores de ingestéo didria com variagcéo de 29% a 71% da IDA.

Estimativas mais conservadoras, calculadas utilizando-se como concentragao
de sulfito o valor maximo determinado analiticamente (235,0 mg/L em vinho
branco comum) resultaram em valores de ingestao diaria desses conservadores
correspondentes a 86% e 157% da IDA para consumo de 1 e 3 tagas de vinho,
respectivamente. Caso esses aditivos estejam presentes no limite maximo de uso
estabelecido pela legislagdo brasileira (350 mg/L), as estimativas de ingestao

excedem a IDA em todos os cenarios de consumo assumidos.

Conforme observado no presente estudo e ja relatado em estudos de ingestéao

de sulfitos realizados em outros paises (Mareschi et al. 1992; Verger et al. 1998;
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Leclercq et al. 2000), uma parcela da populagdo adulta pode exceder a ingestédo
diaria aceitavel de sulfitos através do consumo de vinhos, mesmo que a
concentracdo desses aditivos nesses produtos esteja bem abaixo dos limites
maximos permitidos para cada pais. Mareschi et al. (1992) verificaram que o
consumo de vinhos na Franga contribuia com 85% da ingestdo de sulfitos e que
no caso de se considerar apenas consumidores, a ingestdo média diaria de
sulfitos poderia variar entre 24% da IDA para o consumidor ocasional de vinho a

96% da IDA para o consumidor regular.

Em estudo realizado na Italia verificou-se que os grandes consumidores de
vinhos (consumo diario de 450 mL) poderiam alcangar até 99% da IDA para
sulfitos, sem considerar a ingestdo de outros alimentos e ou bebidas sulfitados
(Leclercq et al. 2000). Resultados do 21° Australian Total Diet Study indicaram que
a ingestdo média de sulfitos na Australia era equivalente a 35% da IDA para
homens e a 30% da IDA para mulheres, considerando individuos com idade igual
ou superior a 2 anos. Os vinhos brancos foram um dos itens que mais
contribuiram para a ingestédo de sulfitos pela populagdo adulta com idade igual ou
superior a 19 anos, totalizando 25% da ingestéo diaria de sulfitos para os homens
e 39% para as mulheres. Os vinhos tintos tiveram uma menor participagdo na
exposicao a esses aditivos, 9 e 7% para homens e mulheres, respectivamente
(FSANZ 2005).

Embora o consumo eventual de um aditivo alimentar acima de sua IDA néao
represente, necessariamente, um risco a saude humana (Speijers 1999), devido a
fatores de segurancga incorporados nos calculos da IDA, avaliagdes de ingestao de
sulfitos indicam que a IDA desses aditivos pode ser regularmente excedida por
individuos considerados grandes consumidores de vinhos e frutas secas (WHO
2000). A quantidade de sulfito necessaria para desencadear as reagdes adversas
em humanos € variavel: enquanto certos individuos toleram até 4 g de sulfito
diariamente sem efeitos indesejaveis, outros reclamam de dores de cabega,
nauseas e diarréia apdés a ingestdo de quantidades muito inferiores (Lick and
Jager 1997). Além dos riscos associados a ingestdo excessiva de sulfitos, o
consumo de alimentos e bebidas contendo esses conservadores tem sido

considerado como uma das principais causas de broncoespasmos em individuos
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asmaticos (Anibarro et al. 1992; Peroni and Boner 1995; Vally and Thompson
2003), muito embora individuos sensiveis a sulfitos sem histérico de reacdes
asmaticas também possam apresentar reagdes adversas apos ingestdao de
alimentos sulfitados (Yang and Purchase 1985; FDA 1996).

Em um estudo realizado para verificar a freqluiéncia e as caracteristicas de
reacbes asmaticas iniciadas por bebidas alcodlicas em uma populagédo de
asmaticos (Vally et al. 2000), constatou-se que 33,1% dos 366 pacientes acima de
18 anos associaram o consumo de bebidas alcodlicas com o inicio de crise
asmatica em pelo menos 2 ocasides. Nesse mesmo estudo, os vinhos foram
identificados como os principais causadores de respostas asmaticas em 30,3%
dos entrevistados. Apesar da limitacdo de evidéncias diretas, varios estudos
sugerem que os sulfitos sejam os principais causadores das reagbes asmaticas

causadas por vinhos (Vally et al. 2000; Vally and Thompson 2001).

4. Conclusao

O procedimento de Monier-Williams otimizado €é adequado para o
monitoramento de sulfitos em vinhos, sidras, fermentados de frutas, filtrados e

espumantes.

As estimativas tedricas de ingestdo indicam que o consumo regular diario de
apenas uma taga de vinho (150 mL) pode contribuir com mais de 50% da ingestao
diaria aceitavel desses aditivos, caso a concentragdo de sulfitos presente seja
igual ou superior a 150 mg/L. Cabe ressaltar que os vinhos ndo sao a unica fonte
de exposicdo humana aos sulfitos uma vez que, devido as suas multiplas funcoes,
esses aditivos sdo amplamente utilizados em outros alimentos e bebidas e em

produtos farmacéuticos.

Considerando os resultados obtidos nesse estudo, recomenda-se que os
grandes consumidores de vinhos sejam identificados através de pesquisas
nacionais de consumo individual e que medidas para reduzir os niveis de sulfitos

nesses produtos sejam consideradas.
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Analytical determination of sulphites

in fruit juices available on the Brazilian market

Abstract

Because sulphites have been implicated as the cause of adverse-type reactions
such as bronchospasm in some subjects with asthma their use as food additives
may represent a risk for sensitive individuals. The present work aimed on
determining the sulphite content in fruit juices available on the Brazilian market.
Thirty-nine samples of fruit juices, either concentrated (37) or ready-to-drink (2)
were collected on the market and analysed for sulphites using the optimized
Monier-Williams method. The residual sulphite levels, expressed as sulphur
dioxide in juices ready to consume, ranged from <10.0 mg/L in grape and guava
juices to 98.5 mg/L in mango juice. The mean recovery was 89.1% with a CV of
6.8%. All samples presented residual sulphite levels below 50% of the national
maximum permitted level of 200 mg/L (333 mg/L for cashew apple juice). These
findings indicate that the actual use of sulphites by the industry in fruit juices are

well below those legally permitted by the Brazilian legislation.

Key words: Sulphites, Fruit juice, Preservatives, Food additive, Monier-Williams

distillation

77



78



1. Introduction

Sulphites or sulphiting agents have been added to foods for centuries and
include sulphur dioxide (SO;) and the many forms of inorganic sulphites that
release SO, under the conditions of use. These substances are used worldwide as
food additives due to their function as antimicrobial agents, enzyme inhibitors,
antioxidants and inhibitors of enzymatic and non-enzymatic browning (Taylor et al.,
1986; Luck and Jager, 1997).

Among the mechanisms of browning, the one that involves the action of
polyphenol oxidase (PPO) is of the greatest importance since this enzyme is
largely found in fruits and vegetables. PPO activity is high in foods that are
particularly sensitive to oxidative browning, such as potatoes, apples, mushrooms,
bananas, peaches, fruit juices and wines. Although alternatives are being
searched, sulphites are still the additives most widespread used for controlling
browning in the food industry. Due to their multiple functions, sulphiting agents are
used as preservative in fruit juices worldwide (Taylor et al., 1986; lyengar and
McEvily, 1992; Warner et al., 2000).

From a toxicological point of view, residual levels of sulphites in food and
beverages have become implicated in causing adverse-type reactions, such as
local gastric irritation, nauseas, headaches, urticaria, and asthmatic reactions
(bronchospasms) in some subjects with asthma (Yang and Purchase, 1985; Taylor
et al., 1986; Anibarro et al., 1992; Wuthrich et al., 1993; Peroni and Boner, 1995;
Warner et al., 2000). Although the physiological basis for asthmatic responses has
not been fully understood, clinical observations have established that certain
medical conditions, such as severe asthma and steroid-dependence, are
associated with a predisposition to sulphite-hypersensitivity (Anibarro et al., 1992;
Peroni and Boner, 1995; Warner et al., 2000). It was also observed that sulphite in
the form of sulphur dioxide is the agent that causes the physiological response
(Fazio and Warner, 1990; Warner et al., 2000). In addition, several neurological
abnormalities, seizures and lenses subluxation were diagnosed in individuals that

presented deficiency of sulphite oxidase. This enzyme is responsible for the final
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oxidation of sulphite to inactive sulphate that can rapidly be excreted in the urine
(Kisker et al., 1997; Edwards et al., 1999).

The use of food additives in different countries is limited by specific regulations
established on the basis of their safety for use and technological needs. Brazil, as
many other countries, has followed the recommendations of the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA) on the safe use of food additives.
According to the exposure assessment of sulphites conducted by the JECFA
based on the proposed maximum limits for sulphites in the draft General Standard
for Food Additives, in conjunction with the data on food intake provided by national
governments, certain foods and beverages such as fruit juices, dried fruits and
wines were identified as major contributors to the overall intake of sulphites.
Additionally, it was considered that the consumption of these foods and beverages
by certain individuals may result in intakes of sulphites above the Acceptable Daily
Intake (ADI) of 0.7 mg/kg body weight, expressed as sulphur dioxide, driving the
Codex Committee on Food Additives and Contaminants (CCFAC) to recommend
Member States to monitor the sulphite intake in their countries (WHO, 2000; Codex
Alimentarius Commission, 2006,2007).

National data concerning sulphite intake based on measured levels of sulphite
residues in foods and beverages are scarce in Brazil. Most of the information
available on sulphite contents in foods and beverages has been generated in order
to control the use of these preservatives by the food industry. In this sense, Yabiku
et al. (1987) determined the content of sulphites in 473 samples of fruit juices
available on the Brazilian market using the Monier-Williams method modified by
Shipton. Fifty-one percent of the analysed samples presented residual levels of
sulphite above the national permitted level of 200 mg/L. The highest level of
residual sulphite was found in cashew apple juice (1439 mg/L). Recently, Popolim
and Penteado (2005) estimated the intake of sulphite by 14 to 19 year-old Brazilian
students based on national maximum levels of use and individual consumption
data. The authors reported that 4.5% of the studied individuals presented sulphite
intakes above 50% of the ADI and that the main contributors for these intakes were

manufactured fruit juices.
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The fruit juice sector in Brazil is characterized by a continuous growing of sales
(around 15% per year). The segment of concentrated fruit juices intended for direct
sale to the consumer for the preparation of ready-to-drink fruit juice accounts for
22% of this sector (630 million of liters in the year of 2002) (Araujo, 2003).
Moreover, data from a household budget survey conducted by the Brazilian
Institute of Geography and Statistics from July 2002 to June 2003 showed a
notable increase in the consumption of manufactured fruit juices in the last years
(IBGE, 2004), what makes increasingly important to know the levels of residual
sulphites in these beverages. Since sulphite levels of use typically do not reflect
the concentration remaining in a food at the time of ingestion, owing to losses
during processing and storage of treated foods (Taylor et al., 1986), the monitoring
of usage and intake of sulphites based on analytical data of the residual sulphite
levels will certainly result in a more accurate exposure assessment to these
preservatives. As a consequence, the determination of residual sulphite,
particularly in foods and beverages that are consumed without pre-treatment such
as fruit juices, wine, and dried fruits, has become an issue of concern in the last
few years (WHO, 2000).

The Monier-Williams method, which is a distillation-titration procedure, has
been the procedure most widely used for the analytical determination of sulphite in
foods and beverages (Warner et al., 1986; Fazio and Warner, 1990; AOAC, 1995).
Although time consuming, this method is considered as a reference method to
other procedures due to its accuracy and precision (Hillery et al., 1989; Fazio and
Warner, 1990). In Brazil, the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply
has adopted the Monier-Williams procedure modified by Shipton (Pearson, 1962)
as an official method to analyze sulphites in non-fermented beverages (Brasil,
2005).

Since 1986, the United States Food and Drug Administration (FDA) has
required warning labels on any food containing more than 10 mg/kg or beverage
containing more than 10 mg/L of sulphites. For this purpose, Hillery et al. (1989)
published a collaborative study using the Monier-Williams method optimized by the
FDA for determining sulphites at the level of 10 ppm in foods and beverages. The

minor modifications that were introduced by the FDA did not change the chemistry
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of the Monier-Williams procedure but established additional specifications to
achieve a lower level of quantification as required by the current labelling
regulation in the USA (Code of Federal Regulations, 2006a,b).

The present work aimed on determining the residual sulphite content in a
variety of fruit juices available on the Brazilian market using the optimized Monier-
Williams distillation method, in order to check whether current uses of these
preservatives are in accordance with the Brazilian legislation. These data will
further be used to estimate the contribution of fruit juices to the intake of sulphites

in Brazil.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

All chemicals were of analytical grade and the nitrogen gas used was over
99.9% of purity. Water was obtained from a Millipore Milli-Q water purification
system. The solutions used for the residual sulphite determination were the

following:

a) 4 mol/L aqueous hydrochloric acid (HCI), prepared by diluting 90 mL of
concentrated hydrochloric acid (37%) to 270 mL;

b) 0.25% solution of methyl red in ethanol;

c) Standardized titrant 0.01 mol/L sodium hydroxide (NaOH), prepared by diluting
100 mL of 0.1 mol/L NaOH (Titrisol® Merck) to 1000 mL and standardized with 0.01

mol/L potassium hydrogen phthalate;

d) 3% hydrogen peroxide (H>0;) solution, prepared daily by diluting 10 mL of 30%
H>O, to 100 mL in water;

e) 5% aqueous ethanol.

2.2. Sampling

For the purpose of this study, national brands of fruit juices whose label

declared the addition of sulphites were purchased from supermarkets and
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specialized stores in the city of Campinas, State of Sdo Paulo, between August
2004 and April 2005. Most of the collected samples were available as concentrated
juices to be consumed after the addition of water, with only one brand of cashew
apple juice and one brand of tomato juice being commercialized as ready-to-drink
juices.

The types and brands of juices collected were the following: Antilles cherry (2
brands), cashew apple (7 brands), grape (3 brands), graviola (sour sop) (1 brand),
guava (5 brands), mango (6 brands), orange (1 brand), passion fruit (5 brands),
peach (1 brand), pineapple (5 brands), tamarind (1 brand), tomato (1 brand), and

mix, blended of orange, papaya and banana juices to be added in milk, (1 brand).

2.3. Sample preparation

Each sample comprised three different lots of the same type and brand of juice,
which were carefully mixed before analysis. The samples were analysed in

duplicate.

With exception of a sample of cashew apple juice and a sample of tomato
juice, which were available as ready-to-drink juices, the analyses were carried out
with the concentrated juice. The volume used for analysis ranged from 10 to 50

mL, depending on the sulphite level in the sample.

Sample preparation and analysis were carried out as quickly as possible to

avoid loss of labile forms of sulphites.

2.4. Determination

The analyses were performed according to the AOAC Official Method 990.28
(AOAC, 1995), which measures free sulphite plus a reproducible portion of bound
sulphite.

The sample, in 5% aqueous ethanol, was quantitatively transferred into a 1000
ml round-bottomed distillation flask followed by the addition of 90 ml of 4 mol/L
hydrochloric acid. The acidified sample was refluxed for 1 h and 45 min. Any

liberated SO, was carried through the apparatus by a stream of nitrogen gas into a
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solution of 3% H2O,, where SO, was oxidized to sulphuric acid (H2SO4). The flow
rate of the nitrogen was adequate to keep a positive pressure into the bottom flask

avoiding the matrix reflux into the trap.

The generated H,SO, was quantified by titration with standardized NaOH
solution using 0.25% solution of methyl red in ethanol as the indicator. The blank
determination on reagents was performed using distilled water and sulphite-free
fruit juices. The residual sulphite levels, expressed as sulphur dioxide, were

computed as follows:

S0, (mg/L) = (32.03 x (Vi — Vi) x M x 1000)/V,

32.03 = equivalent molar mass of SO, (g/mol)

V: = volume (mL) of standardized NaOH solution required to reach of sample end
point

Vp, = volume (mL) of standardized NaOH solution required to reach of blank end
point

M = molar concentration of standardized NaOH solution determined by
standardization with potassium hydrogen phthalate (mol/L)

1000 = convert gram to milligram

Va, = volume (mL) of sample introduced into the 1000 mL flask

As in the Brazilian legislation the provisions for the use of sulphites in fruit
juices are expressed on a ready to consume basis, the residual sulphite
concentrations in the juices as served to the consumer were further calculated

according to the instructions of dilution recommended by the manufacturers.

2.5. Gravimetric confirmation procedure

In order to verify if the titrated acid content was provided only from SO
distilled, the barium sulphate (BaSO,4) gravimetric confirmation procedure was
performed with the contents of the 3% hydrogen peroxide trap (AOAC, 1995). The
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trapping solution was transferred into 400 mL beaker. Then, 4 drops of 1mol/L HCI
and excess of 10% barium chloride (BaCl,) solution were added. The mixture was
allowed to stand overnight at room temperature. After decantation the precipitate
was washed with hot water through weighed Gooch crucible and dried to constant
weight at 103-105°C. The blank determination on reagents was also performed for

this analysis.

The SO, recovery was computed as follows:

SO, (ug/mL or mg/L) = BaSO4 x 0.274476 x 1000/Va

BaSO, = barium sulphate precipitate formed (mg)

0.274476 = obtained by division of the SO, molar mass by BaSO4 molar mass
(SO2/BaS0y)

1000 = convert milligram to microgram

Va = volume (mL) of sample used for distillation procedure

2.6. Recovery

The recovery assays were carried out by fortifying samples of sulphite-free fruit
juices with standard solutions that were prepared fresh daily and diluted as
appropriate just before use. The standard solutions were made by diluting sodium
metabisulphite Granular AR (ACS) grade (Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg,
USA) in purified water. The added sulphite amount, expressed as sulphur dioxide,

ranged from 10 to 1192 mg/L.

The repeatability of the method was evaluated through the coefficients of
variation (CV) associated to measurements of SO, obtained during recovery tests
for two fortification levels of 25.6 mg SO,/L (n=6) e 68.0 mg SO,/L (n=4).
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3. Results and discussion

Samples fortified at levels ranging from 10.0 to 1192.0 mg/L of sulphur dioxide
presented average recovery of 89.1% with coefficient of variation of 6.8%. The
detailed results obtained from the recovery studies, which were performed with
cashew apple, passion fruit and grape juices without added sulphites are listed in
Table 1. These results are comparable with the findings obtained by Warner et al.
(1986), which reported recoveries higher than 90% of sulphite added to foods such
as table grapes, hominy, dried mangoes, and lemon juice using the optimized
Monier-Williams method. The CVs obtained from recovery tests performed in
different days for two fortification levels, 25.6 mg SO,/L (n=6) e 68.0 mg SO,/L
(n=4), were 6.0% e 4.5%, respectively. These results are below of the maximum

limit of 15% for determinations at mg/L levels recommend by Horwitz et al. (1980).

Table 1: Recovery and coefficient of variation (CV) of sulphur dioxide (SO,) in fruit juice
samples fortified with sodium metabisulphite and analysed by AOAC official method
(AOAC, 1995).

Added SO; levels (mg/L) n® R® (%) CV° (%)
10 - 50 7 80.0 — 89.0 4.4
51 —100 7 80.8 —94.2 5.4
> 100 6 91.4 - 99.0 3.2

@ number of fortified samples analysed in this range of SO, concentration
® range of recovery

c coefficient of variation among recovery values obtained in each range of SO, fortification

The coefficient of variation between analytical duplicates of the fruit juice
samples ranged from 0.1 to 8.6%. These CVs are consistent with a statistical
evaluation performed by Hillery et al. (1989) in an intralaboratorial study, which
established that the optimized Monier-Williams procedure is capable of determining

sulphites in foods with an overall CV ranging from 3.8 to 9.8%.

The recoveries obtained from fruit juices fortified at the 10 mg/L were 280%.
These findings are in accordance to the AOAC recommendation that establishes

recoveries of 280% for food matrixes fortified at the 10 mg/L level in order to
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ensure accurate sulphite analytical data using the optimized Monier—Williams
(Hillery et al., 1989; AOAC, 1995). Based on these results, a limit of quantification
of 10.0 mg/L was established for the method employed. For the samples that
presented sulphite levels below the limit of quantification, it was assumed that such
samples contained 50% of this limit (5.0 mg/L) in order to calculate the average

concentrations for each type of fruit juice.

Table 2 shows the gravimetric confirmations that were carried out with the
contents of the 3% hydrogen peroxide trap after titration of eight analyses (4
samples in duplicates). The average recovery was 96.6% with CV of 2.3%. These
findings confirm that the titrated acid content was provided only from SO, distilled.
For the rest of the samples the presence of the barium sulphate precipitate was

verified qualitatively.

Table 2: SO, concentrations from gravimetric analyses in comparison with those from

titration.

Sample SO, concentration from SO, concentration from Relative

titrimetric analysis (mg/L)®  gravimetric analysis (mg/L)° Recovery* (%)

1 714 68.1 95.3
2 67.0 65.3 97.4

3 170.0 165.8 97.5

4 174.3 172.4 98.9

5 337.7 332.6 98.5

6 3374 3304 97.9

7 139.5 132.8 95.2

8 145.2 133.9 92.3

*relative recovery calculated as (b/a)x100

The sulphite levels, expressed as sulphur dioxide, found in the concentrated
fruit juices ranged from <10.0 mg/L in grape and guava juices to 589.3 mg/L in
cashew apple juice (Table 3). In Brazil, a maximum permitted level of 200 mg
sulphites/L in juices on ready to consume basis has been established for most fruit

juices, with exception of cashew apple juice for which two provisions were
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established: 333 mg/L for ready to consume juice and 3000 mg/L for high pulp

juice (Brasil, 1988, 2002). According to the results, the six samples of concentrated

(high pulp) cashew apple juice presented concentrations below the permitted level.

Table 3: Sulphite concentration (mg/L) found in concentrated fruit juices analysed by the

optimized Monier-Williams method.

Luice o Range of the residual sulphite Mean Cve
concentrations (mg/L) (mglL) (%)
Antilles cherry 2 93.7-254.4 174.0 65.3
Cashew apple 6 194.1 — 589.3 318.8 54.5
Grape 3 <10.0-145 <10.0 118.9
Graviola (sour sop) 1 120.8 120.8 -
Guava 5 <10.0 - 327.1 134.0 88.4
Mango 6 116.2 — 295.6 187.1 42.2
Orange 1 145.4 145.4 ---
Passion fruit 5 100.2 — 300.1 163.3 50.5
Peach 1 150.1 1501 ---
Pineapple 5 130.0 - 316.6 178.9 44.0
Tamarind 1 112.2 112.2 ---
Mix 1 83.4 83.4 -

@ number of samples analysed for each juice type

® coefficient of variation obtained between averages of the different brands for each juice type

The tomato juice sample and one cashew apple juice brand were excluded from table because they

were available as ready-to-drink juices.

As indicated by the results (Table 3), considerable variability in sulphite levels

was found within different brands of the same fruit juice suggesting a lack of control
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on the addition of this preservative to these products, differences in the quality of

the processed fruits and or use of different processing conditions.

The residual sulphite concentration in the juices as served to the consumer
was calculated by applying the factor of dilution recommended on the product
labels. The levels found ranged from <10.0 mg/L in grape and guava juices to 98.5

mg/L in mango juice (Table 4).

Table 4: Sulphite concentration (mg/L) in fruit juices as served to the consumer.

Luice o Range of the residual sulphite Mean Ccve
concentrations (mg/L) (mg/L) (%)
Antilles cherry 2 23.4-63.6 43.5 65.3
Cashew apple 7 13.4 - 58.9 29.2 59.3
Grape 3 <10 <10 105.7
Graviola (sour sop) 1 24.2 24.2 -—-
Guava 5 <10-81.8 34.3 83.5
Mango 6 37.9-98.5 56.4 42.3
Orange 1 36.4 36.4 -—-
Passion fruit 5 11.1-26.0 15.6 37.9
Peach 1 37.5 37.5 -
Pineapple 5 32.5-52.8 39.5 21.6
Tamarind 1 16.0 16.0 --—-
Tomato 1 41.7 41.7 ---
Mix 1 27.8 27.8 -

@ number of samples analysed for each juice type

® coefficient of variation obtained between averages of the different brands for each juice type

As shown in Table 4, all samples presented residual sulphites below the
national maximum permitted level of 200 mg/L for ready to consume juices (333

mg/L for cashew apple juice). Comparing these results with those reported by
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Yabiku et al. (1987) it is noted that there was a great decrease in the use of

sulphites in fruit juices by the industry.

Sulphite intake from foods and beverages has been implicated as one of the
main causes of the induction of bronchospasm in some asthmatic subjects
(Anibarro et al., 1992; Peroni and Boner, 1995). Data available in the literature
indicate that about 5-10% of all asthmatics are affected and that sulphite sensitive
asthmatics are adversely affected mainly when these substances are inhaled
(Simon et al., 1982; Anibarro et al., 1992; Nannini and Hofer, 1997; Warner et al.,
2000). Taking into account these considerations, it is important to stand out that
due to the release of gaseous SO, from a concentrated fruit juice such as cashew
apple juice, which may contain sulphites up to 600 mg/L, only handling these

products may represent a risk for sulphite-sensitive subjects.

Since its thirtieth meeting, the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives has recommended that alternative methods of preservation should be
encouraged, particularly in those applications in which the use of sulphites may
lead to high levels of acute intake and which have most commonly been

associated with life-threatening adverse reactions (WHO, 1987).

In Brazil, researches have been conducted with the purpose of developing new
technologies to produce concentrated fruit juices with minimized amounts of
sulphites (Maia et al., 2001; Cianci et al., 2005). In this regard, the use of
combining processes such as heat treatment, chemical preservatives and nitrogen
stripping have been studied to produce high pulp cashew apple juice with reduced

quantity of sulphites (Maia et al., 2001).
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4. Conclusion

The optimized Monier-Williams method is suitable for monitoring of sulphites in
concentrated fruit juices.

All analysed fruit juices presented residual sulphite levels within the maximum
values established by the Brazilian legislation in force, indicating the adequate use
of these preservatives by the industry.

The data generated in this work will contribute to a databank on the levels of

sulphites in foods and beverages in Brazil, which has been developed in order to

allow the assessment of the intake of sulphites by Brazilians.
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Estimation of the intake of sulphites by adolescents

from the consumption of fruit juices in Brazil

Abstract

Although sulphiting agents have been used for centuries due to their cleansing and
disinfecting properties, sulphites have become a concern as food additives
because they have been implicated in causing adverse-type reactions such as
bronchospasms in some asthmatic subjects. Additionally, it was reported by the
Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) in its fifty-first meeting that the
consumption of certain foods and beverages may result in intakes of sulphites
above the Acceptable Daily Intake (ADI) of 0.7 mg/kg body weight, driving the
Codex Committee on Food Additives and Contaminants to recommend Member
States to monitor sulphite intake in their countries. The present work aimed on
assessing the contribution of national fruit juices to the intake of sulphites by a
group of 11-17 year-old Brazilian adolescents. The estimates of sulphite intake
were obtained by combining individual consumption data generated by a 24-hour
dietary recall with sulphite levels determined by chemical analysis using the
optimized Monier-Williams method. The calculated sulphite intakes for average
consumers of fruit juices were lower than the ADI set by the JECFA. However,
estimates at the 95th percentile indicated that the consumption of juices containing
sulphites at a concentration of 40 mg/L or above, what is the case of Antilles
cherry, guava, mango, pineapple, and tomato juices, may lead to the intakes of
these additives equal to or above the ADI. The results suggest that adolescents
whose dietary patterns lead to a high regular consumption of sulphite-containing
fruit juices are individuals potentially at risk of exceeding the ADI of these

preservatives.

Key words: sulphites, food additive intake, preservatives, fruit juices
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1. Introduction

Sulphiting agents (sulphur dioxide and their sodium, potassium and calcium
salts) are used worldwide in the food and beverages due to their function as
antimicrobial agents, enzyme inhibitors, antioxidants and inhibitors of enzymatic
and non-enzymatic browning. However, these preservatives have become a
concern as food additives because they have been implicated as the cause of
headaches, local gastric irritation, nauseas, urticaria, and bronchospasms in some
asthmatic subjects (Yang and Purchase 1985; Taylor et al. 1986; Fazio and
Warner 1990; Anibarro et al. 1992; Withrich et al. 1993; Peroni and Boner 1995;
Warner et al. 2000; Vally and Thompson 2003). Several neurological
abnormalities, seizures and lenses subluxation were also diagnosed in individuals
that presented deficiency of sulphite oxidase. This enzyme is responsible for the
final oxidation of sulphite to inactive sulphate that can be rapidly excreted in the
urine (Kisker et al. 1997; Edwards et al. 1999).

The safety of food additives is monitored and assessed internationally by the
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA). According to
JECFA, the safety in use of an additive can be established in terms of its
acceptable daily intake (ADI), expressed in mg of the additive per kg body weight,
which represents the amount of the substance that can be consumed daily for a
lifetime without health hazards. The ADI of a food additive is set on the basis of the
highest no-observed-effect level (NOEL) obtained from animal studies. In
calculating the ADI, a "safety factor", traditionally of 100, is applied to the NOEL to
provide a conservative margin of safety on account of the inherent uncertainties in
extrapolating animal toxicity data to potential effects in the human being and for
variation within the human species (WHO 1987). In 1974, during its seventeenth
meeting, the JECFA established for sulphites a group ADI of 0-0.7 mg/kg of body
weight (bw), expressed as sulphur dioxide, that was maintained at its fifty-first
meeting in 1998 (WHO 2000).

The risk characterization of a food chemical requires comparison of human
intakes with the output of hazard characterization, which in the case of additives is
the relevant ADI (Kroes et al. 2002; Renwick 2006). In 1999, JECFA assessed the
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intake of sulphur dioxide and its calcium, potassium and sodium salts. The
evaluation of the proposed maximum limits for sulphites in the draft General
Standard for Food Additives, in conjunction with data on food intake supplied by
national governments, led this committee to the conclusion that certain foods and
beverages such as fruit juices, dried fruits and wines are the major contributors to
overall sulphite intake. Moreover, it was reported by the JECFA that the
consumption of these foods and beverages may result in intakes of sulphites
above the ADI, driving the Codex Committee on Food Additives and Contaminants
(CCFAC) to recommend Member States to monitor the sulphite intake in their
countries (WHO 2000; Codex Alimentarius Commission 2006, 2007).

Estimates of food additive intake may be sequentially calculated starting with
the simplest theoretical maximum daily intake (TMDI) estimate and proceeding to
more refined estimates, if necessary. The TMDI is a conservative approach for
initial prioritization/assessment of risk of exceeding the ADI which might involve per
capita food consumption data combined with the maximum permitted level, with the
assumption that all foods in which the additive is permitted contain the additive at
the maximum permitted level. It is generally accepted that per capita estimates can
only be a general guide to actual intake since they do not take account of the
considerable variation in the dietary behavior of individuals in the population.
However, they can be a very useful tool in prioritizing substances for further
evaluation and in monitoring trends in the use of additives. If the ADI is exceeded
using the TMDI, further estimate using more detailed information on the actual use
of these additives and on individual food consumption are needed (Codex
Alimentarius Commission 1989; Gibney and Lambe 1996; Kroes et al. 2002).

Assessments of sulphite intakes in some countries, such as ltaly and France,
using TMDI as a conservative approach for initial prioritization of risk of exceeding
the ADI indicated that more refined approaches were needed (Leclercq et al. 2000;
WHO 2000). In the study conducted by Verger et al. (1998) the theoretical
maximum daily intake of 10 additives in France was estimated using their
maximum permitted levels of use for each food category and national consumption
data. With exception of sulphites, the additives selected presented TMDI values

below the ADI. For the particular case of sulphites, the authors concluded that
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further work was needed using refined analytical data of additives in foods and

individual consumption data.

According to the European Parliament and Council Directives 94/35/EC (Article
8), 94/36/EC (Article 6) and 95/2/EC (Article 7) on food additives, the Member
States of the European Union shall establish systems to monitor the usage and
consumption of food additives in order to asses the risk of exceeding the ADI. The
preliminary report that represents a first attempt to obtain an overview of the
dietary food additive intake in the European Union (EU) indicated that for most of
the 171 additives and additive groups that are permitted for use in the EU the
dietary intake was below the acceptable daily intake. However, according to
information submitted by Denmark, Spain, France, ltaly, the Netherlands, United
Kingdom and Norway, the sulphite intake estimate for an adult was among 20 and
266% of the ADI, based on a 60 kg body weight, and in the case of children (body
weight of 15 kg), the sulphite intake estimate exceeded the ADI in about 1227%.
Since the estimates reported for sulphites were extremely conservative based on
the assumption that the additive is used in the widest possible range of foods and
at maximum permitted levels, the Member States were requested to collect more
detailed information on the real use of these additives and on the real food
consumption (European Commission 2001).

Data in the literature concerning sulphite intake by the Brazilian population are
scarce. Recently, Popolim and Penteado (2005) estimated the intake of sulphite by
14 to 19 year-old Brazilian students based on national maximum levels of use and
on individual consumption data. The authors reported that 4.5% of the studied
individuals presented sulphite intakes above 50% of the ADI and that the main

contributors for these intakes were manufactured fruit juices.

The adolescents are oftentimes considered as a group exposed to nutritional
risks due to their inadequate dietary practices such as the high consumption of
processed food items. Moreover, this group is more likely to exceed the
toxicological reference value (ADI) of the food additives due to their higher food
consumption rates per kg body weight. The proportion of adolescents in the
majority of the American continent countries has grown in the last decades. In

101



Brazil, the individuals with age between 10 and 17 years represented 17.1% of the
population in the year 1999 (IBGE/UNICEF 2001; Carmo et al. 2006).

Taking into account these considerations the present work aimed on assessing
the contribution of fruit juices to the intake of sulphites for a group of Brazilian
adolescents aged 11 to 17 years old. The estimates of sulphite intake were
obtained by combining individual consumption data with sulphite levels determined

by chemical analysis.

Sulphite levels of use typically do not reflect the concentration remaining in a
food at the time of ingestion, owing to losses during processing and storage of
treated foods since these additives are reactive with air and food components
(Taylor et al. 1986; WHO 2000). Therefore, the monitoring of usage and intake of
sulphites based on analytical data of the residual sulphite levels will certainly result

in a more accurate exposure assessment to these preservatives.

2. Procedure
2.1. Food consumption data

The contribution of fruit juices to the intake of sulphites was based on individual
consumption data obtained from the survey conducted by Caroba (2002). The
survey had as main objective the investigation of the nutritional status, food
preferences and life style of adolescents registered in the public schools of the city
of Piracicaba, which is located in the administrative region of Campinas, where the

fruit juices sampling for sulphites analysis was made.

A representative sample of 578 adolescents aged 11 to 17 years old, of both
genders, was withdrawn from seven public schools previously selected from a total
of 54 units. Food and beverage consumption data were obtained through 24-hour
dietary recall questionnaire that was fulfilled by the adolescents that participated of
the survey, which received previous orientation on the correct way to record the
information. The 24-hour dietary recall questionnaire adopted in the survey was

tested and standardized previously.
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The amounts of food and beverages consumed either outside or inside house
were collected in the period from July to August 2001. Anthropometrical
measurements (weigh and height) were also collected from the adolescents.

Among the participants of the survey, 140 adolescents that registered the
consumption of any kind of fruit juice, excluding artificial juices, were selected for
the purpose of this study. The type of fruit juice (natural or processed) was not
informed by the adolescents. Because of that, a conservative approach was
adopted assuming that the selected adolescents consumed manufactured fruit
juices with added sulphites. Information on the volume (milliliters) of fruit juices
consumed by each selected adolescent (78 girls and 62 boys) as well as their
respective weight were also recorded and used in the calculations. Figure 1 shows
the distribution of the daily consumption of fruit juices among the selected

adolescents.
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Fruit juice consumption (mL/day)

Figure 1: Distribution of the daily consumption of fruit juices by selected adolescents.
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2.2. Analytical data

The analytical data on the levels of sulphite in fruit juices were obtained from
Machado et al. (2007). Concisely, thirty-nine samples of national brands of fruit
juices whose label declared the addition of sulphites were purchased from
supermarkets and specialised stores in the city of Campinas, State of Sdo Paulo,
between August 2004 and April 2005 and analysed for sulphite contents using the
optimized Monier-Williams distillation method, which is the AOAC Official Method
990.28 (AOAC 1995). Most of the collected samples (37) were available as
concentrated juices to be consumed after the addition of water, with only one brand
of cashew apple juice and one brand of tomato juice being commercialised as
ready-to-drink juices. As the Brazilian legislation expresses the provisions for the
use of sulphites in fruit juices on a ready to consume basis, the residual sulphite
concentrations in the juices as served to the consumer were further calculated
according to the instructions of dilution recommended by the manufacturers. Each
sample comprised three different lots of the same type and brand of juice, which
were carefully mixed before analysis. The samples were analysed in duplicate and
the coefficient of variation was always below 9%. The limit of quantification (LOQ)
of 10 mg/L was established for the method employed. When the analytical result
was below the LOQ it was assumed that sulphites were either not added or not
present. As a consequence, juices containing less than 10 mg/L were assumed as
not containing sulphites.

2.3. Intake estimate modeling

In order to assess the exposure of each adolescent to sulphite from the
consumption of manufactured fruit juices, the deterministic approach was used by
multiplying a fixed value of consumption of fruit juice by a fixed value of sulphite
level determined analytically (Kroes et al. 2002). For comparison with the ADI, the
estimated sulphite daily intake, initially expressed in mg/day, was divided by each
individual body weight. Calculations were made using the mean concentrations of
sulphites determined analytically for each type of fruit juice.
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To simulate a “worse case” scenario, estimates were also done using the
national maximum permitted level of 200 mg of sulphites/L (333 mg of sulphites/L
for cashew apple juice) in fruit juices as served to the consumer. Sulphite intakes
at the 90", 95" and 97.5" percentiles of the distribution are also reported. The risk
associated to exposure to sulphites was assessed by comparing the estimated
daily intake with the ADI of 0.7 mg/kg bw.

3. Results and discussion

All samples of the analyzed fruit juices presented sulphite contents below the
maximum permitted levels established by the Brazilian legislation for fruit juices as
served to the consumer (Brasil 1988, 2002). As it was assumed that sulphites were
not present when the analytical result was less than the LOQ, three samples of
grape juices and a sample of guava juice that presented contents below 10 mg/L
were not accounted for the calculations of intake estimates.

Table 1 shows the mean contribution of each type of fruit juice to the daily
intake of sulphites by selected adolescents (n=140) and by boys and girls,
separately. The statistical test t was applied in order to verify if the mean intakes
for each gender and for all adolescents were statistically different. The differences
between means (mean of each gender related to mean of all selected adolescents)
were not statistically significant at the 5% level. Then, further discussion on
sulphite exposure by selected adolescents was made without specification

according to their gender.

105



Table 1: Contribution of fruit juices to the daily intake of sulphites (mg/kg bw per day) by
adolescents.

Mean Daily intake of SO,

Mean
Types of fruit juices concc)fegtcr)aztion (mg/kg bw per day)

(mg/L) girls (=78)  boys (n=62) Se'efrt]iﬂ' j’g)mp'e
Antilles cherry (n*=2) 43.5 0.31 0.32 0.31
Cashew apple (n=7) 29.2 0.21 0.22 0.21
Graviola (n=1) 24.2 0.17 0.18 0.17
Guava (n=4) 41.6 0.29 0.31 0.30
Mango (n=6) 56.4 0.40 0.42 0.41
Orange (n=1) 36.4 0.26 0.27 0.26
Passion fruit (n=5) 15.6 0.11 0.12 0.11
Peach (n=1) 37.5 0.26 0.28 0.27
Pineapple (n=5) 39.5 0.28 0.29 0.29
Tamarind (n=1) 16.0 0.11 0.12 0.12
Tomato (n=1) 41.7 0.29 0.31 0.30
Mix (n=1) 27.8 0.20 0.21 0.20
Mean level in all types 34 1 0.24 0.5 0.5

of juices (n=35)

* number of fruit juice brands analysed for sulphite content.

The mean intake of sulphites ranged from 0.11 mg/kg bw to 0.41 mg/kg bw for
passion fruit and mango juices, respectively, corresponding to 16% and 59% of the
ADI (Table 2). For intakes at the 90™ percentile it was noted that the ADI may be
exceeded through the consumption of mango juice.
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Table 2: Mean daily intake of sulphites (mg/kg bw per day) from each type of fruit juice by
selected adolescents (n=140) and the intakes at the 90", 95" and 97.5" percentiles of the

distribution.

Sulphite intake 90" 95" 97.5"
Types of fruit juices (mg/kg bw per day) percentile percentile percentile

range mean (mg/kg bw per day)
Antilles cherry 0.10 - 120 0.31 0.54 0.68 0.84
Cashew apple 0.07 - 0.81 0.21 0.36 0.46 0.57
Graviola (soursop) 0.06 - 0.67  0.11 0.30 0.38 0.47
Guava 0.10 - 1.15 0.30 0.52 0.65 0.80
Mango 0.13 - 156 0.41 0.70 0.88 1.09
Orange 0.08 - 1.00 0.26 0.45 0.57 0.70
Passion fruit 0.04 - 043 0.11 0.19 0.24 0.30
Peach 0.09 - 1.03 0.27 0.47 0.58 0.73
Pineapple 0.09 - 1.09 0.29 0.49 0.61 0.76
Tamarind 0.04 - 044 0.12 0.20 0.25 0.31
Tomato 0.10 - 1.15 0.30 0.52 0.65 0.81
Mix 0.06 - 0.77 0.20 0.35 0.43 0.54
Mean levelin al 0.08 - 094 0.25 0.42 0.53 0.66

types of juices

The estimates at the 95" percentile indicate that the consumption of certain
juices containing sulphites at a concentration of 40 mg/L or above such as
observed for Antilles cherry, guava, mango, pineapple, and tomato juices, may
result in intakes of these preservatives equal to or above the ADI. Internationally, it
has been considered that the intakes for the 95" percentile represent the
consumption pattern of the high consumers that eat normally more than 3 times the
mean consumption (Codex Alimentarius Commission 1989).
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Figure 2 illustrates the distribution of the daily intakes of sulphites by selected
adolescents considering the consumption of mango juice, which presented the
highest mean content of sulphites (56.4 mg/L). At this concentration, sulphite
intake by high consumers (95" percentile) could reach 126% of the ADI.

1,60

97.5" pecentile L
1.09 mg/kg bw

95" pecentile L
0.88 mg/kg bw

90" pecentile l [
0.70 mg/kg bw

50" pecentile
0.383 mg/kg bw L

Daily intake of sulphites (SO2 mg /kg body weight)

0,00 -

Selecte adolescents (n=140)

Figure 2: Distribution of sulphite intake among the selected adolescents

from consumption of mango juice.

Among the 21 adolescents that presented sulphite intake estimates equal to or
above the ADI from the consumption of mango juice, 8 of them (3 boys and 5 girls)
had body weight below 40 kg and daily consumption above 350 mL of juice. The
adolescent (a girl) that presented the highest sulphite intake (1.56 mg/kg bw) had a
body weight of 29 kg and reported a consumption of 800 mL of juice. The
consumption pattern observed in this study is supported by findings of other
studies conducted in Brazil that verified a high consumption of processed items
such as soft drinks and sugar-added beverages among adolescents (Levy-Costa et
al. 2005; IBGE 2004). Carmo et al. (2006) evaluated the dietary patterns of 390
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adolescents (aged 10 to 17 years old) enrolled in public schools in Piracicaba
using a food frequency questionnaire. The authors reported daily average intakes
of about 230mL of soft drinks and 550 mL of sugar-added beverages such as fruit
juices and fruit based products (teas and artificial juices).

To simulate a “worse case” scenario estimates were also calculated using
national maximum permitted levels in fruit juices as served to the consumer. The
worse case calculations indicated that the mean consumption of fruits juices
containing the national maximum permitted level of 200 mg/L could exceed the ADI
in 207% (in 344% for cashew apple juice).

Although these estimates are likely to represent unrealistic intakes because
food additives are not always used at their maximum permitted levels, as indicated
in this study, the possibility that high consumers of sulphite-containing fruit juices
exceed its ADI through the consumption of other food products which are also
sulphite vectors, can not be excluded. Dietary exposure assessments to sulphites
conducted in other countries have also indicated that a fraction of the population
considered to be high consumer of sulphite-containing foods is potentially at risk of
exceeding the ADI of these preservatives. In ltaly, the dietary intake exposure to
sulphites based on analytical determination of sulphite-containing foods and their
combination into standard meals for adults and children resulted in a sulphite
intake of 111% of the ADI in children and 120% in adults (bodyweight of 30 kg and
60 kg, respectively). Among all sulphite-containing foods, the highest contributors
to the intake were dried fruit and wine, both ingested without further treatment
(Leclercq et al. 2000).

The preliminary data on sulphite intake in the Republic of Korea using
individual dietary intake data and analytical results in 322 food samples showed
that the major contributors to the sulphites intake for average consumers were
sugars, salt, flour, wine and orange juice. The calculated sulphite intake for the 95"
percentile consumers was 109% of the ADI (Suh et al. 2007).
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Soubra et al. (2007) assessed the actual intake of benzoates, sulphites,
butylhydroxyanisol (BHA) and butylhydroxytoluen (BHT) for a group of the
Lebanese population (students aged between 9 and 18 years old) likely to be
highly exposed to food additives through the consumption of processed foods.
Dietary exposure was obtained by combining food consumption data with food
additives levels in 420 samples of foods and beverage determined by chemical
analysis. The results indicated that the ADI could be exceeded for sulphites and
BHT by a fraction of the population, in particular within children of 9-13 years old.
Among all additive-containing foods, the highest contributors were: soft drinks to
benzoates intake, nuts and canned juices to sulphite intake, bread and biscuits to
BHA intake and chewing gum to BHT intake.

A food additive is considered safe for its intended use if its human exposure is
less than, or is approximately, the same as the ADI. Although it has been
recognised that eventual intakes above the ADI may not necessarily represent a
risk to human health (Speijers 1999), mean intake over longer periods of time
should not exceed it. For this purpose, measures should be encouraged in order to
reduce the dietary sulphite intake (WHO 2000). In this sense, national researches
have been conducted with the purpose of developing new technologies to produce
concentrated fruit juices with minimized amounts of sulphite (Maia et al. 2001;
Cianci et al. 2005). For this purpose, the use of combining processes such as heat
treatment, chemical preservatives and nitrogen stripping have been studied to
produce high pulp cashew apple juice with reduced quantity of sulphites (Maia et
al. 2001).
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4. Conclusion

The results of this study indicate that the ADI of sulphites may be exceeded by
individuals whose dietary pattern leads to a high regular consumption of fruit juices
containing added sulphites. Although concentrated fruit juices in Brazil have great
importance due to their convenience, nutritional appeal and low cost, they can
represent one of the major vectors to the overall dietary intake of sulphites.
Moreover, if the instructions of dilution are not adequately followed as
recommended by the manufacturers, the contribution of these juices to the intake
of sulphites can be even much higher than that observed in this study.

As few data are available in Brazil concerning the intake of sulphites, dietary
exposures to these additives should be further investigated including other foods
and beverages that have been considered as main contributors to the overall
sulphite intake. Additionally, in order to determine if the ADI of sulphites is
exceeded by some population groups, consumption surveys should provide
information on individual consumption for groups at risk such as children and
adolescents, taking into consideration the regional differences on food

consumption patterns in Brazil.
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Conclusao Geral

O procedimento de Monier-Wiliams otimizado é adequado para o
monitoramento de sulfitos em vinhos, sidras, fermentados de frutas, filtrados,

espumantes e em sucos de frutas.

Embora as concentracdes de uso dos sulfitos pela industria de vinhos e sucos
de frutas estejam abaixo dos limites maximos estabelecidos pela legislacao
brasileira, os resultados obtidos nesse estudo indicam que a ingestao diaria
aceitavel desses aditivos pode ser excedida por individuos que consomem
regularmente grandes quantidades desses produtos. Cabe ainda ressaltar que os
vinhos e os sucos de frutas ndo representam as Unicas fontes de exposicao
humana aos sulfitos e que, devido as suas multiplas funcdes, esses aditivos sado
amplamente utilizados em outros alimentos e bebidas e em produtos

farmacéuticos.

Considerando os resultados obtidos nesse estudo, recomenda-se a realizacao
de pesquisas de consumo individual para que os grandes consumidores de vinhos
e sucos de frutas sejam identificados e que medidas para reduzir os niveis de

sulfitos nesses produtos sejam consideradas.
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Anexos

Anexo 1: Sistema de destilacdo empregado nas andlises e montado de acordo
com o modelo descrito na AOAC (1995) para o método Monier-Williams otimizado.
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Anexo 2: Sulfato de bario formado (precipitado fino branco) apds adicao de 4
gotas de HCl a 1N e solucao de cloreto de bario (BaCl,) a 10% em excesso na
solucdo de Ho0O, titulada com NaOH para confirmacao gravimétrica da presenca
de SO,
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