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RESUMO

A acrilamida ndo esta naturalmente presente nos alimentos, sendo um dos
mecanismos de sua formag¢ao em alimentos baseado na reacdo de Maillard, entre
aminoacidos, em especial a asparagina e acucares redutores, quando submetidos a
altas temperaturas. Alimentos ricos nestes dois precursores sao derivados,
principalmente, de produtos de origem vegetal como as batatas e cereais. A formacao
de acrilamida é observada na cocgdo, fritura, tostagem ou no processo de assar
alimentos ricos em carboidratos com temperaturas superiores a 120°C e tende a
aumentar com o tempo de cozimento e com a elevagao da temperatura. Segundo a
International Agency for research on Cancer (IARC) a acrilamida € classificada como
uma substancia provavelmente carcinogénica em humanos (grupo 2A) e, além disso,
pode ser téxica ao sistema nervoso e reprodutivo de homens e animais em
determinadas doses. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu um valor
de ingestéo diaria de acrilamida toleravel de 12 pugkg* de peso corporal (PC) / dia.
Ainda sao poucos os estudos sobre a exposi¢cao a acrilamida no Brasil, ndo existindo
nenhum estudo especifico desta exposicao por criancas. Inimeros estudos ao redor
do mundo tém facilitado o surgimento de pesquisas mais especificas, onde é possivel
se dedicar a um alimento e a um grupo populacional para estabeler a real exposi¢céo
a acrilamida em um determinado contexto. O objetivo deste estudo é determinar o
consumo efetivo de acrilamida pela populacdo pré-escolar e escolar do municipio do
Rio de Janeiro, quantificando seus niveis em alimentos consumidos por esta
populacdo. Primeiramente um questionario foi elaborado para ser respondido pelos
responsaveis pelas criancas entre 3 e 14 anos. A partir dos resultados dos
questiondarios observou-se que as batatas fritas mais consumidas pelas criancas eram
as batatas vendidas em fast food, batatas tipo chips e batatas palha. O método
analitico utilizado para deteccdo e quantificacdo da acrilamida nas batatas foi
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por ultra violeta. A validacao do
método contou com os testes de linearidade, efeito matriz repetibilidade, precisao
intermediaria, determinacdo do limite de quantificacdo e do limite de deteccdo. A
exposicao a acrilamida proveniente de batatas fritas tipo chips variou de 0,010 a 0,272
ug / kg PC / dia. Ja a exposicdo a acrilamida por batatas fritas tipo palha ficou entre
0,004 a 0,111 pg/ kg PC / dia. A exposicao a acrilamida pelas batatas fritas vendidas
em lanchonetes fast foods é de 0,60 a 21,06 ug / kg PC / dia. A avaliacao efetiva da
exposicdo a acrilamida pela populagéo infantil gera dados que contribuem para que
politicas publicas sejam fortalecidas e possuam embasamento para interferir e
determinar que a fabricagcdo de alimentos industrializados sejam realizadas de
maneira a diminuir o teor deste contaminante.

Palavras chave : Acrilamida. Criangas. Batata frita.



ABSTRACT

Acrylamide, also known as 2-propenamide is a white crystalline solid, stable at room
temperature. It forms part of its chemical structure a polar amide function, which
confers the characteristic of high solubility in water and the vinyl function, which allows
the polymerization. Acrylamide is not naturally present in foods, being one of the
mechanisms of its formation in foods based on the Maillard reaction between amino
acids, especially asparagine and reducing sugars, when subjected to high
temperatures. Foods rich in these two precursors are derived mainly from products of
plant origin such as potatoes and cereals. The formation of acrylamide is observed in
cooking, frying, roasting or in the process of baking carbohydrate-rich foods with
temperatures in excess of 120°C and tends to increase with cooking time and with
raising the temperature. According to International Agency for Research on Cancer
(IARC), acrylamide is classified as a likely carcinogenic substance in humans (group
2A) and, furthermore, can be toxic to the nervous and reproductive systems of men
and animals at certain doses. The Word Health Organization (WHO) established a
tolerable daily intake of acrylamide of 12 ug kg of body weight (BW) / day. There are
still few studies on acrylamide exposure in Brazil, and there is no specific study of this
exposure by children. Numerous studies around the world have facilitated the
emergence of more specific research, where it is possible to focus on a food and a
population group to establish real exposure to acrylamide in a given context. The
objective of this study is to determine the effective consumption of acrylamide by the
preschool and school population of the city of Rio de Janeiro, quantifying their levels
in foods consumed by this population. First, a questionnaire was designed to be
answered by those responsible for children between the ages of 3 and 14. From the
results of the questionnaires it was observed that the potatoes most consumed by the
children were the potatoes sold in fast food, chips and straw potatoes. The analytical
method used for detection and quantification of acrylamide in potatoes was high
performance liquid chromatography with ultra violet detection. The validation of the
method counted on the tests of linearity, matrix effect, repeatability, intermediate
precision, determination of the limit of quantification and the limit of detection.
Exposure to acrylamide from chips varied from 0.010 to 0.272 ug / kg BW / day. Already
the exposure to acrylamide by straw chips was between 0.004 to 0.111 ug / kg BW /
day. And the exposure to acrylamide for the chips sold in fast foods snack bars is 0.60
to 21.06 pg / kg BW / day. The effective evaluation of exposure to acrylamide by the
child population tends to generate data that contribute to public policies being
strengthened and have a foundation to interfere and to determine that the manufacture
of processed foods is carried out in a way that decreases the content of this
contaminant.

Key words : Acrylamide. Children. Potato chips.
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1 INTRODUCAO

1.1 ACRILAMIDA: FORMACAO E APLICACOES

A acrilamida (Figura 1), € um sdlido branco e cristalino, com peso molecular 71,
estavel a temperatura ambiente, solivel em &agua, etanol, metanol, dimetil éter e
acetona, e insolavel no benzeno. Também conhecida como 2-propenamida, fazem
parte de sua estrutura quimica uma funcéo amida polar, que confere a caracteristica
de alta solubilidade em agua e a funcéo vinila, que permite a polimerizacéao (US EPA,
94).

Figura 1 - Estrutura molecular da acrilamida
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Desde que a formacdo da acrilamida no processo de aquecimento dos
alimentos contendo amido foi observada e altos teores dessa substancia foram
encontrados em alimentos industrializados, ha uma grande discusséo envolvendo os
possiveis riscos a saude humana relacionados a essa exposicdo alimentar
(LOFSTEDT, 2003).

A acrilamida j& era utilizada pela industria desde a década de 50 como um
intermediario da producao de poliacrilamidas, também ja foi usada pelas industrias de
tratamento de aguas residuais e esgotos por sua acéao floculante, em papel e pasta
de celulose, no processamento de minerais, bem como na fabricacéo de cosméticos.
Outras aplicacdes incluem a estabilizacdo de solos ou areias, como agente fixante
para selar tampas de esgotos e na quimica analitica como suporte sdlido para a
separacao de proteinas por eletroforese (DEARFIELD et al, 1998; FRIEDMAN, 2003;
HOGERVORST et al, 2010). A poliacrilamida ndo é tdxica, porém, no produto final,
sempre existe uma quantidade residual de acrilamida néo polimerizada, o que pode
contituir um risco, principalmente quando se pensa em agua potavel (SOARES, 2006).

A formacéao de acrilamida em alimentos durante o aquecimento foi comprovada
em estudos experimentais, realizados por pesquisadores da Universidade de
Estocolmo, através da identificagdo de adutos de acrilamida com a hemoglobina em
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animais alimentados com racgao frita a 200 °C, sendo que a presenca deste aduto n&o
era observada no sangue de animais alimentados com ragao néo frita (TAREKE et al.,
2000). Em abril de 2002, os mesmos pesquisadores comunicaram a descoberta de
altos niveis de acrilamida em diversos alimentos submetidos a tratamento térmico em
altas temperaturas (TAREKE et al., 2002). Com isso, a Agéncia Nacional de Alimentos
da Suécia foi o primeiro 6rgéo a realizar estudos para a determinagéo de acrilamida
em produtos disponiveis no mercado (SNFA, 2002).

A acrilamida ndo esta naturalmente presente nos alimentos, sendo um dos
mecanismos de sua formag¢ao em alimentos baseado na reacdo de Maillard, entre
aminoacidos, em especial a asparagina e acucares redutores, quando submetidos a
altas temperaturas (CHAROENPAINICH et al, 2012). Alimentos ricos nestes dois
precursores sao derivados, principalmente, de produtos de origem vegetal como as
batatas e cereais (FRIEDMAN; LEVIN, 2008). Esta via parece apresentar a maior
relevancia na formacao de acrilamida em alimentos (FRIEDMAN, 2003).

Figura 2 - Reacéo de Maillard
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Outro mecanismo sugerido que opera no surgimento de acrilamida é o de
lipideos, onde a partir da degradacao térmica de glicerol em acroleina, que sofre
oxidacgéo e reagindo com amdnia forma-se acrilamida, porém esta é considerada uma

fonte menos importante de formacéo deste composto (YASUHARA et al, 2003).
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Quando as batatas sao fritas em Oleo de oliva, seus teores de acrilamida se
apresentam maiores comparativamente as que foram fritas em 6leo de milho. Porém
a influéncia do dOleo de fritura na formacéo de acrilamida deve estar relacionada com
a taxa de transferéncia de calor e ndo com a presenca de acroleina (BECALSKI et al.,
2003).

A formacdo de acrilamida é observada na cocg¢do, fritura, tostagem ou no
processo de assar alimentos ricos em carboidratos com temperaturas superiores a
120°C (TAREKE et al, 2000; 2002) e tende a aumentar com o tempo de cozimento e
com a elevacéo da temperatura (JACKSON, AL TAHER, 2005).

1.2 TOXICOLOGIA E RISCOS A SAUDE HUMANA

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), a
acrilamida é classificada como uma substancia provavelmente carcinogénica em
humanos (grupo 2A) e, além disso, pode ser tdxica ao sistema nervoso e reprodutivo
de homens e animais em determinadas doses (IARC, 1994).

O Comité do Codex sobre Aditivos e Contaminantes em Alimentos (CCFAC),
em 2004, recomendou ao Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da
FAO/OMS (JECFA) que realizasse uma avaliacéo do risco da ingestéo da acrilamida
através de alimentos, devido as consequéncias que o0 seu potencial toxico poderia
representar para a saude humana. Como esta substancia nunca havia sido avaliada
anteriormente, 0 CCFAC também sugeriu que eventualmente se estabelecesse limites
para a ingestao de acrilamida.

Os resultados da avaliagcédo realizada pelo JECFA confirmaram o potencial
toxico da acrilamida, tendo o Comité concluido que a substancia deveria ser
reavaliada assim que mais resultados de pesquisas em andamento sobre
carcinogenicidade e neurotoxicidade estivessem disponiveis. Foi recomendado
também que esforcos deveriam ser direcionados para a reducao do teor de acrilamida
formada durante o processamento e era desejavel que os paises em desenvolvimento
apresentassem dados sobre a ocorréncia de acrilamida nos alimentos representativos
das dietas nacionais (FAO/WHO, 2005).
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Sendo rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal e largamente
absorvida pelos tecidos, a acrilamida, que € oxidada a glicidamida via reacdo
catalizada pela enzima citocromo P450 2E1, também é rapidamente eliminada na
urina de animais experimentais. Ambas sdo substancias reativas que formam adutos
com proteinas ( SEGERBACK et al, 1995). A glicidamida € mais reativa com o DNA
do que a acrilamida (FAO/WHO, 2005), por conta disso, o metabdlito glicidamida é
considerado o fator genotoxico chave da exposicédo a acrilamida (PAULSSON, et al
2001). Tanto a acrilamida quanto a glicidamida possuem efeitos carcinogénicos,
mutagénicos e clastogénicos em células de mamiferos (JOHNSON et al, 1986; IARC,
1994), além de apresentarem influéncia na reducado da fertilidade e efeitos adversos
na morfologia e nimero de esperma em roedores machos (FAO/WHO, 2005).

Segundo Virk-Barker (2014) aparantemente a exposicdo oral a acrilamida
fornece a maior absorcdo deste contaminante. A exposi¢do através do uso de
membranas de curativo que contém acrilamida (exposicdo cutédnea) parece ser muito
menor, pois a pele fornece uma barreira que reduz a absor¢cdo da mesma. Sendo
assim, o uso de curativos que contenham acrilamida na composic¢ao do co-polimero é
considerado seguro.

Estudos com animais tém demonstrado poténcial carcinogénico da acrilamida
apos a administracdo oral. Estudos de longo prazo em ratos observaram o aumento
significativo da ocorréncia de tumores de glandulas mamarias em fémeas, e de
testiculos em machos, além do aumento do nimero de tumores da glandula tiredide,
sistema nervoso central, Utero e tecidos orais (JOHNSON et al, 1986; FRIEDMAN et
al, 1995).

Pesquisadores avaliaram a relacdo entre a ingestdo de acrilamida com o
sistema reprudutivo e neurotoxicidade em ratos machos. No estudo foi fornecida agua
contendo acrilamida nas concentracbes 0, 5, 15, 30, 45 ou 60 pg/kg de PC /dia,
equivalente a 0,0, 1,0, 3,0, 6,0, 9,0 e 12,0 mg de acrilamida / ml de agua para os
roedores durante 5 dias. Os roedores que foram expostos a maiores concentracées
de acrilamida apresentaram uma reducdo significativa no ganho de peso, no
acasalamento, na fertilidade e na forca da pata caseira (mesmo ndo havendo
alteracdo no nervo ciatico, sugestivo de comprometimento neuromotor). Também
houve uma maior incidéncia de abortos apds a implantacdo nas ratas que cruzaram

com ratos submetidos a ingestao da substancia (TYL et al, 2000).
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Em humanos os dados ainda sao inconclusivos (VINHAS, 2011). Estudo
realizado por pesquisadores da Holanda demonstrou aumento dos riscos de cancer
de endométrio em mulheres pdés-menopausa, em especial, as ndo fumantes
(HOGERVORST, et al, 2007). O mesmo grupo de pesquisadores em 2010 apontou
gue existem indicios epidemioldgicos de que a acrilamida possa causar cancer em
humanos e que estas indicacfes sdo mais evidentes para cancer pdés-menopausa,
porém ressaltam a necessidade de que as associacdes observadas sejam mais
investigadas (HOGERVORST, et al, 2010), afinal, a principal questdo ainda se refere
a maneira como o teor de acrilamida em alimentos pode afetar a saude humana
(ARISSETO; TOLEDO, 20086).

Estudo realizado em 2015 por Santacana e colaboradores ndo encontrou
nenhuma associacao entre a exposicao dietética a acrilamida e a ocorréncia de cancer
de ovario em mulhres europeias. Este estudo de caso controle contou com 334 casos
e 417 controles. Apesar de terem encontrado um aumento dos adutos hemoglobina-
glicidamida e hemoglobina-acrilamida, esse aumento foi estatisticamente significativo.
Os pesquisadores sugerem novas pesquisas com um maior niumero de participantes.

JA um estudo realizado com o objetivo de avaliar os danos genotoxicos
induzidos pela acrilamida e pela glicidamida em cultura de linfécitos humanos verificou
que a glicidamida causou maiores danos a cromatina em comparacgéo a acrilamida,
gue para causar danos, precisou ser testada em concentragcdes bem maiores do que
a da glicidamida (PINGARILHO et al, 2013).

Sabe-se que a possivel mutagenicidade da acrilamida esta relacionada com
sua forma monomeérica, porém nao é possivel confirmar até o momento que o efeito
carcinogénico da acrilamida identificado em ratos também ocorra em humanos
(SANTOS, 2015).

Com a finalidade de confirmar se o consumo alimentar de acrilamida é maior
fonte de exposicdo a essa substancia possivelmente carcinogénica em humanos,
pesquisadores submeteram 3 pessoas a jejum de 48 h, mediram os niveis de
metabalitos e produtos de degradacédo da acrilamida e encontraram niveis mais baixos
do que pessoas ndo fumantes geramlente apresentam. Portanto, eles concluiram que
a maior contribuicdo para a exposica a acrilamida é a dieta do individuo (BOETTCHE;
BOLT, 2006).
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Ainda s&@o necessérias pesquisas antes de se tirar conclusdes em relagéo ao
potencial genotdxico e carcinogénico em humanos (ARISSETO; TOLEDO, 2006).

Por conta de tantos perigos que a exposicao a acrilamida pode gerar, diversos
paises tém apresentado pesquisas com o0 intuito de mitigar a formacédo deste
contaminante durante o processo de fabricagdo dos alimentos. A FoodDrinkEurope
Federation lancou recentemente uma espécie de cartilha com orientagbes e
ferramentas para que os fabricantes possam diminuir a formacao de acrilamida nos
seus produtos alimenticios (EFSA, 2015). A estratégia mais eficaz aparentemente
para a mitigacdo de acrilamida em alimentos é a escolha de matérias primas com o
menor teor dos precursores de acrilamida possiveis e o desencorajamento do uso de
altas temperaturas no processo de coccéo ou fritura. Ja em batatas fritas a escolha
de variedades de batata com menos quantidadaes de acUcares. Mas também existe
a possibilidade do uso da enzima asparaginase, plantacdo em solos especificos,
controle no processo de estocagem, além de submeter as batatas a um processo de
branqueamento ajudem a mitigar a presenca deste contaminante. E importante
observar que existe uma grande dificuldade na adesdo de algumas estratégias
propostas, pois geram alteracdes relevantes no perfil sensorial dos alimentos. Mas
considerando os riscos da exposi¢do a acrilamida para a saude humana, medidas
praticas devem ser adotadas para diminuicdo desta exposi¢do. (FOGLIANO et al,
2016; PEDRESCHI; MARIOTTI; GRANBY, 2014).

1.3 ESTIMATIVA DA INGESTAO DE ACRILAMIDA

A partir da confirmacdo da presenca de acrilamida em muitos alimentos
processados termicamente pela Agéncia Nacional de Alimentos da Suécia, outros
paises, como Estados Unidos, Suica, Noruega e Reino Unido iniciaram suas
pesquisas e confirmaram a presenca de acrilamida em diversos alimentos (FDA, 2002;
NFCA, 2002; SOPH, 2002; UK FSA, 2002).

Enquanto inUmeros paises ja reportaram os niveis de acrilamida em produtos
de mercado, nenhum dado sobre sua ocorréncia em paises da Africa o da América

Latina foi submetido ao JECFA. Apenas um estudo realizado no Brasil, entre 2004 e
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2006, analisou a ocorréncia de acrilamida em alimentos brasileiros (ARISSETO;
TOLEDO, 2006).

Indmeros avancos ao redor do mundo sdo observados nos estudos com
acrilamida, facilitando o surgimento de pesquisas mais especificas, onde € possivel
se dedicar a um alimento e a um grupo populacional para estabeler a real exposi¢céo
a acrilamida em um determinado contexto.

Seguindo esta linha, Yan He et al (2012) avaliaram a exposi¢cao a acrilamida
em relacéo ao consumo de macarrdes instantaneos em uma provincia da China. Este
estudo revelou que os niveis de acrilamida nestes macarrdes foram significativamente
diferentes nas diversars marcas analisadas. Com base nestes resultados, a concluséo
gue os pesquisadores chegaram é de que a exposi¢do a acrilamida proveniente de
macarrdes instantaneos esta diretamente relacionada as condicbes de
processamento durante a fabricacdo. E que apesar de varias marcas estarem com
teores de acrilamida considerados seguros pelos pesquisadores, algumas delas,
apresentam niveis extremamente altos, o que se torna uma preocupacao, devido ao
grande aumento no consumo deste tipo de alimento pela populagéo.

Outro estudo, realizado na Tailandia, analisou a exposicdo a acrilamida
proveniemte do consumo de “snacks” e concluiu que a ingestao deste tipo de alimento
pode ser uma das principais fontes de exposicdo a este contaminante, porém a
estimativa de exposicao pelos tailandeses € menor do que a encontrada em outros
paises (CHAROENPANICH et al., 2012).

Um estudo recente realizado na Suica avaliou a presenca de acrilamida em
batatas rostie comercializadas em restaurantes de Zurique. Este estudo encontrou
uma média de 702 pg / kg de acrilamida nessas batatas, 16% acima da média
encontrada no ultimo parecer da EFSA (2015) para batatas fritas (606 ug / kg). Este
estudo também evidenciou a falta de conscientizac@o entre os chefs e fornecedores
de restaurantes de que o teor de acglcar é crucial para fazer uma rostie com baixos
teores de acrilamida. O conjunto de dados demonstrou que usando batatas com
menos de 2 g / kg de frutose e glicose (jA que a quantidade de asparagina €
praticamente igual em todos os tipos de batatas), a rostie pode ficar sabororsa e com
no méaximo 400 pg / kg de acrilamida. Isso represantaria uma media calculada tedrica
de 340 pg / kg, o que € menos da metade do que foi realmente encontrado. Em

conclusado, este estudo mostrou que € possivel reduzir a exposicdo a acrilamida
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consumida através da batata rostie com medidas simples, como utilizar as batatas
com baixas quantidades de aglcares redutores e com um processo de fritura que ndo
deve gerar calor excessivo (PFEFFERLE et al, 2016).

Mais um estudo, dessa vez realizado no México, procurou avaliar os teores de
acrilamida encontrados no milho e seus sub produtos. Isso porque o milho é um dos
cereais mais cultivados do mundo, e além disso, seus produtos, feitos de flocos de
milho como chips de tortilla sdo largamente consumidos. Sendo a presenca de
acrilamida formada durante a fritura de produtos de tortilha uma grande preocupacao
devido aos seus possiveis efeitos adversos a saude. Sabendo-se que o milho
pigmentado contém muitos metabdlitos secundarios, tais como substancias fendlicas
que podem ter uma influéncia sobre o teor de acrilamida, o objetivo do estudo foi
avaliar a formacao de acrilamida em tortilhas preparadas a partir de fibras brancas
(comerciais) e pigmentadas (preto, vermelho, roxo e amarelo). Os niveis mais baixos
de acrilamida foram encontrados em tortilhas preparadas a partir de milho vermelho e
preto em comparagdo com o roxo, amarelo e o comercial. O estudo também revelou
gue um maior nivel de antocianinas em graos de milho pigmentados poderia reduzir a
formacéo de acrilamida em tortilhas durante a fritura. Além disso, o nivel de acrilamida
gerado foi correlacionado positivamente com o teor de gordura e substancias fenélicas
em flocos de milho. Estes resultados sugerem que a selecdo de gendtipos de milho
ricos em antocianinas, bem como niveis mais baixos de substancias gordurosas e
fendlicas poderiam reduzir a formacdo de acrilamida em chips de tortilha e outros
alimentos a base de milho. Isto é de extrema importancia, porque fornece ao fabricante
de alimentos informacdes sobre qual gendtipo pigmentado de milho € mais susceptivel
de obter um produto com baixo teor de acrilamida em condi¢cdes semelhantes de
processamento (SALAZAR et al, 2016).

Uma pesquisa recente, realizada no Chile, teve como objetivo desenvolver um
pao tipo hallulla com adicdo de asparaginase para reducao dos niveis de acrilamida,
preservando as suas caracteristicas sensoriais originais. Sabendo-se que a
quantidade de acrilamida presente no péo estudado era de 108 ug / kg, foram
avaliadas uma gama de concentracdes de 20-300 ug da enzima asparaginase / kg de
farinha. As concentragfes 6timas de enzimas por kg de farinha foram 100 e 150 pg /
kg, reduzindo em 80% e 99% respectivamente o teor de acrilamida no péo. Apoés a

realizacdo de um teste sensorial para verificar a qualidade sensorial dos paes com
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adicdo de enzima asparaginase, os resultados demosntraram que a qualidade
sensorial foi classificada como grau 1, sem diferengas significativas (p < 0,05) entre o
pao controle e o pao feito com asparaginase, pelos atributos cor, aparéncia / forma,
aroma, sabor e textura. Portanto, fabricar o pdo com a adicdo da enzima asparaginase
provou ser uma medida adequada para reduzir a acrilamida no produto final, obtendo-
se uma uma reducdo quase completa deste contaminante e mantendo as
caracteristicas sensoriais originais (DIAZ, 2015).

Outro estudo, desta vez realizado na Coléombia, avaliou a presenca de
acrilamida em rapadura através do uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa. O teor médio encontrado foi de 2,0 mgkg™. E a concluséo obtida é de
gue o aumento do tempo e da temperatura de coccédo (reacdo de Maillard) aumentam
o teor de acrilamida no produto final (LASSO et al, 2014).

De modo geral, os resultados destas avaliagbes demonstraram que alimentos
ricos em carboidratos submetidos a altas temperaturas apresentavam altos niveis de
acrilamida. Alimentos que ndo eram fritos ou assados durante seu processamento ou
preparacao e alimentos ricos em proteinas apresentavam baixos e moderados niveis
do contaminante, enquanto que em alimentos crus ou cozidos em agua, a sua
presenca nao foi detectada. Produtos a base de batata, como batatas fritas e batatas
chips, torradas, biscoitos, cereais matinais e café apresentaram os maiores teores de
acrilamida (ARISSETO; TOLEDO, 2006).

A Comissao do Codex Alimentarius (CAC, 2009) adotou um codigo de praticas
para a reducao de acrilamida em alimentos, tendo por finalidade diponibilizar aos
produtores, as autoridades responsaveis pelo gerenciamento do risco e a outros
orgaos competentes, orientacdes para prevenir e reduzir a formacgéao de acrilamida em
produtos a base de cereais e batatas. Além disso, a industria também tem tomado
medidas voluntarias para compreender o mecanismo de formacdo de acrilamida e
sugerir possiveis estratégias de mitigacdo em alimentos (CIAA, 2009).

Estima-se que a ingestéo diaria de acrilamida esteja entre a faixa de 0,3 — 2,0
ugkg?! PC/dia para a populacdo em geral (WHO, 2005).

Périz em 2015 apresentou uma compilacdo com os dados encontrados até o
momento sobre a exposicdo a acrilamida pela populacdo adulta em diversos paises
europeus (Tabela 1). A maioria dos paises estudados apresentam uma média de

exposicdo que varia entre 0,40 — 0,50 pugkg?! PC/dia. Sendo a Poldnia o pais que
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apresentou maior exposicdo 0,67 ugkg* PC/dia e a Dinamarca apresentou a menor
exposicdo 0,21 pgkg* PC/dia.

Tabela 1 - Exposicdo alimentar & acrilamida pela gmulacio adulta europeia (PERIZ, 2015).

Nivel de
P_als Qa acrilamida Ano Titulo Fonte
estimativa em pg / kg
PC / dia
Current issues in dietary Pedreschi et al
Dinamarca 0,21 2013 | acrylamide: formation, mitigation 2014 "
and risk assessment
Current issues in dietary Pedreschi et al
Bélgica 0,37 2013 | acrylamide: formation, mitigation "
: 2014
and risk assessment
Paises Baixos 0.40 2008 Acrylamide intake th_rough diet Mucci et al.,
and human cancer risk. 2008
Finlandia Current issues in dietary Pedreschi et al
(homens 25-44 0,41 2013 | acrylamide: formation, mitigation 2014 "
anos) and risk assessment
Dietary acrylamide exposure of
the French population: Results :
Franca 0,43 2012 of the second Erench Total Diet Sirot et al., 2012
Study
Acrylamide intake through diet
-~ and human cancer risk. Journal | Mucci et al.,
Suécia 0.45 2008 of Agricultural and Food 2008
Chemistry
Dietary Acrylamide and Human :
Holanda 0,48 2014 | Cancer: A Systematic Review of Virk-Baker et
! al., 2014
Literature
Current issues in dietary Pedreschi et al
Noruega 0,48 2013 | acrylamide: formation, mitigation "
: 2014
and risk assessment
Franca (>15 Acrylamide intake through diet Mucci et al.,
0,50 2008 :
anos) and human cancer risk. 2008
Acrylamide exposure measured
by food frequency questionnaire
L and hemoglobin adduct levels Wilson et al.,
Suécia 0.56 2009 and prostate cancer risk in the 2009a
Cancer of the Prostate in
Sweden Study
Current issues in dietary Pedreschi et al
Irlanda 0,59 2013 | acrylamide: formation, mitigation "
: 2014
and risk assessment
Current issues in dietary Pedreschi et al
Reino Unido 0,61 2013 | acrylamide: formation, mitigation 2014 "
and risk assessment
Dietary acrylamide exposure in Zaiac et al
Polbnia 0,67 2012 | chosen population of South ! "
2013
Poland
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No mesmo estudo realizado por Périz (2015) também foi apresentado a

estimativa de exposicéo a acrilamida por criangas e adolescentes (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - Exposicdo alimentar & acrilamida pela gmulaco infantil com até 6 anos (PERIZ, 2015).

Nivel de
P_als Qa acrilamida Ano Titulo Fonte
estimativa em pug / kg
PC /dia
A Current issues in dietary
Finlandia i ) .
. acrylamide: formation, Pedreschi et
(criancas de 1,01 2013 A )
mitigation and risk al., 2014
3 anos)
assessment
Dietary Acrylamide and
Holanda (1-6 104 2014 Human Cancer: A Virk-Baker et
anos) ' Systematic Review of al., 2014
Literature
Acrylamide intake through .
EEUU (2-5 1,26 2008 | diet and human cancer Mucci etal,
anos) risk 2008
Acrylamide exposure
. among Turkish toddlers Cengiz et al.,
Turquia 1,43 2012 from selected cereal-based | 2013
baby food samples
Alemanha (4- 1,20 2008 | Acrylamide intake through | Mucci et al.,
6 anos) diet and human cancer 2008
risk.
Paises 1,00 2008 | Acrylamide intake through | Mucci et al.,
Baixos (4-6 diet and human cancer 2008
anos) risk.

Quando observamos a populacéo infantil com até 6 anos verificamos uma alta

exposicao a acrilamida em relacdo a populacdo adulta. Possivelmente devido ao seu

menor peso corporal e a elevada contribuicdo dos cereais infantis na alimentacéo dos

menores de 3 anos e o elevado consumo de produtos a base de batata até os 6 anos.

E quando observamos a exposi¢cédo a acrilamida por criancas e adolescentes

(Tabela 3) também verificamos uma média de exposi¢cdo maior do que na populacao

adulta.



Tabela 3 - Exposicéo alimentar & acrilamida pela gmulacao infantil e adolescente europeia (PERIZ,

2015).
Nivel de
P_als Qa acrilamida Ano Titulo Fonte
estimativa em ug / kg
PC /dia
Toxicity of acrylamide and <
Alemanha (7- 0,30 2004 | evaluation of its exposure Erkekoglu et
19 anos) . al., 2010
in baby foods
Toxicity of acrylamide and 9
Ale;n anha (1- 0,43 2004 | evaluation of its exposure Erkekoglu et
anos) . al., 2010
in baby foods
Current issues in dietary
Dinamarca 0.39 2013 acrylamide: formation, Pedreschi et
(4-14 anos) ' mitigation and risk al., 2014
assessment
Assessment of acrylamide
intake of Spanish boys Delgado-
Esfjr;r;%é)ll' 0,53 2012 | aged 11— 14 years Andrade et
consuming a traditional al., 2012
and balanced diet
Dietary acrylamide
exposure of the French Sirot et al
Franca 0,69 2012 | population: Results of the 2012 v
second French Total Diet
Study
Polnia Estimation of dietary_
(mulheres: 1.04 2010 | EXPOSUre to acrylamide of | Wyka et al.,
16-18 anoé) ' Polish teenagers from an 2014
urban environment
Polnia Estimation of dietary_
(homens: 16- 118 2010 | EXPOSUre to acrylamide of | Wyka et al.,
18 ands) ' Polish teenagers from an 2014
urban environment
o ). Dietary acrylamide .
POIO;r:iS()ES 12 1,51 2012 exposure in chosen ggjlzc etal.,
population of South Poland

No Brasil, um estudo realizado com base nos dados de consumo alimentar
fornecidos pela Pesquisa de Orgamentos Familiares do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica estima que a ingestao alimentar de acrilamida esteja na média

de 0,14 pugkg* PC/dia. E os alimentos descritos como os que mais contribuiram para
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esta exposicdo foram a batata frita, o café, a farinha de mandioca, o biscoito salgado
e 0 pao francés (ARISSETO; TOLEDO, 2008).

O conteudo de acrilamida nos produtos disponiveis no mercado brasileiro sdo
compativeis com em relatos de outros paises (ARISSETO et al, 2007). A estimativa
de ingestdo de acrilamida por criancas, adolescentes e homens jovens foi
consideravelmente maior do que para adultos em geral, em diversos estudos. Isso
porque, as criangas apresentam um menor peso corporal médio quando comparados
aos adultos, aléem de uma provavel maior ingestao de alimentos ricos em acrilamida,

como batata frita, por exemplo (DYBING et al, 2005).

1.4 LEGISLACAO BRASILEIRA E INTERNACIONAL PARA ACRILAMIDA

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu um valor de ingestéao
diaria de acrilamida toleravel de 12 ugkg! de PC / dia. E fixou um NOAEL (nivel de
ndo observacdo de efeitos adversos) para neuropatia em 0,5 mgkg* PC / dia e um
NOAEL para mudancas na fertilidade quatro vezes maior: 2 mgkg? (JAUREGUI,
2016).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ndo estabelece ainda um
limite de restricdo para acrilamida em alimentos, entretanto, a Portaria n°® 2914 de
12/12/2011 do MS (Ministerio da Saude publicado em DOU de 14/12/2011) estabelece
o limite de acrilamida em 0,5 pgkg? para agua de consumo humano e a diretiva da
Comunida Europeia 2002/72/CE da Comissdo de 06/08/2002 estabelece o LME
(limite de migracdo especifica) = ND (ndo detectado) para alimentos e o Limite de
deteccdo (confiabilidade) do método analitico de 10 pgkg! (COMISSAO EUROPEIA,
2002).

1.5 METODOS PARA AVALIACAO DO CONSUMO DE ACRILAMIDA

O meétodo de escolha para determinar o consumo de acrilamida e avaliar a
associacdo com riscos encontrados em estudos epidemiolégicos € de fundamental

importancia para garantir a confiabilidade dos dados gerados (VINHAS, 2011).
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Os inquéritos alimentares frequentemente utilizados em estudos para avaliar a
exposicdo a acrilamida sdo: diarios alimentares, questionarios de frequéncia
alimentar, recordatorios de 24 horas, registros alimentares com pesagem de alimentos
e autorrelato de consumo (KONINGS, 2010).

Questionarios de frequéncia alimentar associados a bases de dados contendo
o teor de acrilamida dos alimentos tém sido muito utilizados em pesquisas, porém,
segundo Olesen et al (2008), esta metodologia pode limitar a confiabilidade dos dados
coletados. A utilizacdo de biomarcadores, como a acrilamida-hemoglobina e a
glicidamida-hemoglobina também s&o utilizados associados 0s questionérios de
frequéncia alimentar (OLESEN et al, 2008), porém a direta relacdo da dieta avaliada
por estes questionarios e a concentracao de adutos, € limitada pelo baixo numero de
participantes nos estudos (BJELLAAS et al, 2005; SUMNER, 1999).

Com o intuito de aumentar a precisdo dos dados coletados nas pesquisas,
Wilson et al (2009) validaram um questionario de frequéncia alimentar para estimar a
ingestao dietética estabelecendo correlagcdo com os adutos.

O método de avaliacdo de consumo deve ser pautado no principio da
qualidade, pois é determinante para a avaliacdo de desfechos, ou seja, se o inquérito
nao for fidedigno, a avaliagéo da exposi¢ao a acrilamida fica comprometida (VINHAS,
2011).

1.6 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA A DETERMINACAO DE ACRILAMIDA EM

ALIMENTOS

Inimeros métodos para a determinacdo de acrilamida em alimentos ja foram
publicados (ARISSETO; TOLEDO, 2006), demonstrando os avancos em relacao ao
desenvolvimento de metodologias analiticas.

Dependendo da natureza da matriz, a acrilamida pode ser extraida do alimento
na presenca de agua e/ou de solventes organicos, porém a extracdo em meio aquoso
geralmente é suficiente (ROSEN; HELLENAS, 2002; TATEO; BONONI, 2003). A FDA
(Agéncia Americana de Alimentos e Medicamentos), relata que o aquecimento
durante a extracdo da acrilamida deve ser evitado, ja que este procedimento poderia
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gerar uma grande quantidade de particulas finas, que poderiam saturar as colunas de
extracdo em fase sdlida utilizadas nas etapas posteriores de limpeza (FDA, 2003).
Quando as amostras sao ricas em gordura, a extragdo com solventes organicos é
mais efetiva, sendo a mistura de agua e acetona bem recomendada por diversos
estudos (FAUHL et al., 2002; TAKATSUKI el al., 2003). Outra alternativa € a inclusédo
de uma etapa de desengorduramento antes ou em combinagcdo com a etapa de
extracdo (WENZL et al,. 2003; ZHANG et al., 2005).

Indmeros meétodos para identificacdo e quantificacdo de acrilamida em
alimentos sdo propostos em estudos pelo mundo, porém no Brasil, estudos propde
um método utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometro de massa (ARISSETO; TOLEDO, 2008).

A cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro de massa em série é
utilizada com a finalidade de se evitar uma longa preparagcdo da amostra e obter
métodos mais rapidos destinado ao maior nimero de matrizes diferentes (ARISSETO;
TOLEDO, 2006).

Apesar de alguns pesquisadores desencorajarem o0 uso de cromatografia
liguida com deteccéo por Ultravioleta (UV), alegando que a acrilamida ndo possui um
forte espectro no UV (CASTLE; ERIKSSON, 2005), estudo de PALEOLOGOS e
KONTOMINAS realizado em 2005, para deteccado de acrilamida em alimentos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por UV, mostrou aplicabilidade
e resultados similares aos encontrados na literatura. Sendo esta técnica considerada
simples, rapida e barata para possiveis analises de rotina de acrilamida em alimentos
(ARISSETO; TOLEDO, 20086).

O comprimento de onda ideal para analise da acrilamida por UV € 226 nm.
Também apresentando resultados de qualidade em 200 nm. O que determina qual o
comprimento de onda sera escolhido € a complexidade da matriz a ser analizada
(GOKMEN et al, 2005).

1.7 VALIDACAO DE METODO

Segundo as Orientagcbes Sobre Validacdo de Métodos Analiticos, os

laboratorios devem dispor de meios e critérios objetivos para demonstrar, por meio de
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validacdo, que os métodos de ensaio que executam conduzem a resultados confiaveis
e adequados a qualidade pretendida. A validacdo consiste na comprovacao, através
do fornecimento de evidéncia objetiva, de que 0s requisitos para uma aplicacdo ou
uso especifico foram atendidos (INMETRO, 2016).

1.7.1 Linearidade

O estudo da linearidade tem por objetivo determinar a habilidade de um método
analitico em produzir resultados diretamente proporcionais a concentracao do analito
na amostra, dentro de uma faixa de concentragéo especificada (CODEX, 2007).

Para avaliacdo da linearidade € necessario se obter uma relacdo entre a
concentracdo do analito e as respostas obtidas que no caso da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), corresponde a area de pico cromatografico, e verificar se a
relagdo entre eles obedece a um modelo linear. A relagdo é obtida através da
confeccdo de uma curva analitica construida pelo uso de concentra¢des equidistantes

de analito e da verificacdo de suas respostas (INMETRO, 2016).

1.7.2 Homocedasticidade

E estudo que verifica a homogeneidade da variancia dos residuos. O uso do
método estatistico dos minimos quadrados ordinarios supde que cada ponto da curva

analitica tenha uma variacdo absoluta constante (SOUZA, 2007).

1.7.3 Exatidao

A exatiddo de um método analitico &€ a concordéancia dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacéo ao valor de referéncia (ISO STANDARD 3534-2,
2006). Esse parametro pode ser expresso como percentual de recuperacao, durante
a determinacdo de uma concentragédo conhecida de substancia em exame num meio

de composicao definida.
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Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sao: uso de materiais de referéncia, participagcdo em comparacgoes interlaboratoriais e

realizacdo de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2016).

1.7.4 Recuperacéo

A recuperacdo de um analito é a relacdo entre o resultado experimental obtido
depois da anélise de uma amostra fortificada com uma quantidade conhecida do
analito, e o valor teorico desta quantidade fortificada. O analito pode ser adicionado
nas amostras em pelo menos trés concentracdes diferentes: proximo ao limite de
quantificacdo, proxima a concentragdo esperada (limite estabelecido por
regulamentacao) e em uma concentragdo maxima da faixa de uso do meétodo.

O teste de recuperacéo é utilizado principalmente em métodos que dependem
de transferéncia / extracdo do analito a partir de uma matriz complexa, pois a possivel

perda de analito precisa ser observada (IUPAC, 1998).

1.7.5 Precisao

E a caracteristica que mede o grau de proximidade entre os resultados
individuais de um teste quando se aplica 0 método analitico a multiplas preparagdes
de uma amostra homogénea. A precisdo pode ser medida através do grau de
repetibilidade, precisdo intermediaria e/ou reprodutibilidade do método analitico sob
condi¢cBes normais de operacdo. Usualmente ela é expressa pelo desvio padrao entre
os resultados obtidos (INMETRO, 2016).

1.7.5.1 Repetibilidade

E a concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de um mesmo

mensurando, sob as mesmas condicbes de medicdo: mesmo procedimento de
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medi¢cdo, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢cdes, mesmo
local e repeticBes realizadas em um curto espaco de tempo. A repetibilidade é

verificada, por no minimo, 7 repeticdes genuinas (INMETRO, 2016).

1.7.5.2 Precisao Intermediaria

A preciséo intermediaria refere-se a concordancia entre os resultados de uma
mesma amostra, em um mesmo laboratério, com o0 mesmo método, mas obtidos em
dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes.

Este teste é considerado o mais representativo da variabilidade dos resultados
em um laboratério, portanto, é a mais aconselhavel de usar (INMETRO, 2016).

1.7.5.3 Reprodutibilidade

Refere-se aos resultados de estudos colaborativos entre laboratorios,
verificando o desempenho de seus métodos aos dados de validacdo obtidos por
comparacao interlaboratorial INMETRO, 2016).

1.7.6 Limite de Deteccéo (LOD)

O LOD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢cdes
experimentais estabelecidas.

No caso de métodos como a CLAE, a estimativa do limite de deteccao pode ser

feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base (INMETRO, 2016).

1.7.7 Limite de Quantificacao (LOQ)

LOQ é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢cdes experimentais

estabelecidas.
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2 RELEVANCIA

Ainda sdo poucos os estudos sobre a exposicdo a acrilamida no Brasil, ndo
existindo nenhum estudo especifico desta exposi¢cao por criancas.

No Brasil, apenas uma pesquisa relevante, realizada por Adriana Pavesi
Arisseto em 2008, estimou a exposicao a acrilamida pela populagéo brasileira. Porém,
como a propria pesquisadora informa em seu estudo, este foi um trabalho preliminar,
onde varias hipoteses foram assumidas para que a pesquisa fosse adiante. Este
estudo foi realizado com base na Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF)
conduzida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) entre 2002 e
2003. A POF quantifica o total de alimentos adquiridos por domicilio e dividido pelo
numero de moradores da residéncia, estima-se o per capta de alimentos por morador.

Porém, o consumo efetivo de cada habitante ndo é determinado pela POF, que
nao leva em conta a alimentacéo fora do lar, a compra de um alimento que estraga e
nao é consumido, a compra de um alimento destinado a apenas algum membro da
familia, entre outras variaveis. Segundo ARISSETO (2008), A POF néo era a fonte de
dados mais apropriada para estudos de ingestdo alimentar, pois néo reflete o
consumo efetivo de alimentos, porém era a Unica fonte existente que pode ser utilizada
para a avaliagdo da exposicao a este contaminante.

Além disso, o estudo realizado por Arisseto em 2008, usou a hipétese de que
toda a batata comprada seria frita, toda mandioca também seria frita, todo o fuba ia
ser consumido como polenta frita, ja que a fritura favorece a formacao da acrilamida.
E em sua discussao o estudo informa que devido a falta de informacéo sobre o modo
de preparo dos alimentos no domicilio, os resultados podem ter sido superestimados,
pois a fonte de dados utilizada para a pesquisa (POF) ndo € a mais apropriada, tendo
em vista que ndo reflete o consumo efetivo de alimentos. Em adi¢cdo, o método
analitico utilizado nesta pesquisa, para avaliacao do efeito matriz no procedimento de
validacéo intralaboratorial, ndo utilizou a matriz do alimento e sim agua como matriz
branca. Este procedimento pode acarretar resultados ndo confiaveis.

Portanto, embora os dados desse estudo estejam associados a diversas fontes
de incerteza, eles podem ser considerados uma primeira avaliagdo que deve ser
refinada no futuro (ARISSETO, 2008).
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A avaliagdo do risco a exposicdo alimentar a acrilamida necessita do
desenvolvimento/aprimoramento de métodos de qualidade para a avaliagdo da
exposicao dietética e base de dados, com vista a fidedignidade nos resultados
(VINHAS, 2011).

Cabe destacar que o contetdo de acrilamida pode sofrer uma grande variacao
nos mesmos alimentos encontrados em diferentes regiées do mundo (PERIZ, 2016).

Com isto justifica-se a necessidade de novas pesquisas, que reflitam o
consumo efetivo de acrilamida pela populacéo.

Considerando que grande parte dos *“alimentos-fonte” de acrilamida sao
consumidos largamente pela populacao infantil (batata frita, snacks, macarréo
intantaneo, salgadinhos, etc) e que nao existe nenhum estudo no Brasil voltado para
monitorar a ingestdo de acrilamida por esta populacdo, este projeto pretende gerar
dados que possam servir de base para estimar a efetiva exposi¢céo das criangas a
este contaminante.

O controle dos niveis de acrilamida nos alimentos, € um dos grandes desafios
da Saude Publica, e € de fundamental importancia devido aos riscos toxicoldgicos
associados ao consumo dessa substancia. Deste modo, o0 presente projeto busca
contribuir com a Vigilancia Sanitaria através de dados e promovendo, assim,
mecanismos para 0 monitoramento da presenca e dos niveis deste contaminate em
alimentos, a fim de prevenir agravos a saude da populacdo, especialmente a

populacao infantil.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o consumo efetivo de acrilamida pela populagdo pré-escolar e

escolar do municipio do Rio de Janeiro, quantificando seus niveis nos alimentos

consumidos por esta populacao, utilizando método analitico validado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar pesquisa bibliografica em relagédo a toxicidade e regulamentacado da
presenca de acrilamida em alimentos;

Realizar estudo de campo com a aplicacdo de um questionario de pesquisa de
frequencia alimentar para verificar os “alimentos-fonte” de acrilamida mais
consumidos por escolares e pré-escolares no municipio do Rio de Janeiro;
Validar método analitico para determinar os teores de acrilamida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

Determinar o teor de acrilamida presente nos alimentos pesquisados como
mais consumidos por escolares e pré-escolares no municipio do Rio de Janeiro;
Confrontar as informacfes da ingestdo e o0s dados antropométricos
provenientes do questionario aplicado. Contribuir com estimativas dos niveis
de exposicao a acrilamida por escolares e pré-escolares no municipio do Rio
de Janeiro;

Gerar dados para propiciar uma avaliacdo mais realista da exposicdo a
acrilamida no Brasil, contribuindo para que o0s riscos potenciais a saude das

criangas possam ser avaliados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

- Balanca analitica Sartorius modelo R200D com resolucédo de 0,01 mg;

- Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com modo de operacéo
em gradiente, detector UV/vis WATERS — 2487 (variavel e com duplo comprimento
de onda), injetor automatico WATERS 717 PLUS AUTOSAMPLER e computador para
aquisicao e processamento dos dados;

- Coluna de fase reversa (25 cm de comprimento e 4 mm de diametro) SYMETRY®
Cis— WATERS;

- Coluna de guarda Cis— WATERS;

- Cartucho OASIS® HLB - recheio de equilibrio hidrofilico-lipofilico; recheio de fase
reversa,

- Cartucho Millex® 0,45 um — MILLIPORE;

- Membrana filtrante 0,45 um — WATERS;

- Multiprocessador Walita;

- Banho ultrassénico — BRANSON;

- Bomba de pressao a vacuo — MILLIPORE;

- Bloco de evaporacao — PIERCE.

- Centrifuga — Himac CF 7D2;

- Agitador Marconi MA 162

4.2 VIDRARIA

- Baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 1000 mL;

- Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 50 e 100 mL;
- Micropipetas de 100, 250 e 500 pL;

- Seringa hipodérmica,;

- Tubo de vidro graduado de 15 mL;

- Reservatorio para fase movel;
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- Proveta de 1000 mL;
- Becher de 50 mL;
- Naveta de vidro borosilicato;

- Frasco de vidro borosilicato com capacidade para 100 mL.

4.3 REAGENTES

- Acrilamida P.A — padrdo — Bio-Rad Laboratories — 99,9 % pureza,

- Metanol grau cromatografico — VETEC,;

- Acetato de amonio P.A. — MERCK;

- Acetonitrila P.A — MERCK — UN1648;

- Agua desionizada tipo Milli — Q®;

- Hexacianoferrato de potassio P.A;

- Sulfato de zinco P.A — Vetec — Cod 283.

- Solucéo de Carrez | (15 g de hexacianoferrato de potassio em 100 mL de &4gua)

- Solucao de Carrez 1l (30 g de sulfato de zinco em 100 mL de agua)

4.4 CONFECCAO DO QUESTIONARIO

O questionario (Apéndice A) foi elaborado tendo como base os trabalhos de
Wilson e colaboradores (2009), Mucci e colaboradores (2003) e Konings e
colaboradores (2003), com o objetivo de identificar qual a quantdade dos “alimentos-
fonte” de acrilamida mais consumidos por criancas pré-escolares e escolares (3 a 14
anos), estudantes da rede privada de ensino no municipio do Rio de Janeiro, RJ.

Os alimentos avaliados pelo questionario foram péo francés e batata frita.
Sendo cinco tipos distintos de batata frita:

- Batata frita caseira — batata in natura frita em casa;

- Batata frita congelada — batata vendida pré frita, congelada e frita em casa;

- Batata frita de lanchonetes fast food,;

- Batata frita tipo palha;

- Batata frita tipo chips.
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No questionario também foram solicitados dados da criangca como idade, data
de nascimento, sexo, altura e peso.

O questionario foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) Fiocruz / 10C Instituto Oswaldo Cruz da Fundagcdo Oswaldo Cruz
junto com um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido destinado aos pais
(Apéndice B), um Termo de assentimento ao menor (Apéndice C) e um Termo de

Consentimento da Escola (Apéndice D).

4.5 AVALIACAO DE CONSUMO

Para determinacdo do tamanho da amostra, foi utilizado a ferramenta de
amostragem por atributo da ISO 2859-1, com um nivel de inspecéo geral All no plano
de amostragem simples que indicou que de um total de 59 escolas particulares na
Tijuca, seria necessario realizar a pesquisa em pelo menos 8 escolas.

Desta maneira, foram sorteadas aleatoriamente 9 escolas da Tijuca, que
através de contato telefénico com a coordenacgéo e dire¢éo receberam o convite para
participar da pesquisa. A participacao da escola consistia em enviar para a casa das
criancas, entre 3 e 14 anos, 0 questionario, o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e o Termo de assentimento ao menor para que fosse preenchido pelo
responsavel e devolvido a escola.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi enviado com informagdes
sobre os objetivos e as finalidades da pesquisa. Junto, havia um termo de autorizacéo
para ser assinado pelo responsavel legal da crianca.

A aplicacdo do questionario foi realizada nos meses de Marc¢o e Abril de 2016,
nas 9 escolas participantes, em criancas de ambos os sexos, com idade entre 3 e 14
anos.

ApoOs a devolucdo, os questionarios foram recolhidos para analise dos
resultados obtidos.

Cada escola recebeu o numero de questionarios referentes a quantidade de
criancas com idade entre 3 e 14 anos matriculadas na instituicdo (tabela 4),

perfazendo um total de 2142 questionarios distribuidos.
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Tabela 4 - Questiondrios enviados para cada escola

Escola Questionarios
enviados
Tiju A 90
Tiju B 290
Tiju C 190
Tiju D 65
Tiju E 290
Tiju F 160
Tiju G 307
Tiju H 500
Tiju | 250
TOTAL 2142

Os critérios utilizados para a inclusdo na pesquisa foram: criancas estudantes
de escolas particulares do bairro da Tijuca, criancas com idade entre 3 e 14 anos,
questionarios preenchidos corretamente e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido assinado pelo responséavel legal da crianga, autorizando a participacdo na
pesquisa.

Os critérios de exclusdo da pesquisa foram: criancas que nao estudam em
escolas particulares situadas no bairro da Tijuca, criancas que nao tenham entre 3 e
14 anos, questionarios preenchidos incorretamente e auséncia da assinatura do
responsavel legal da crianga autorizando a participacdo na pesquisa.

Com os resultados ordenados, foi possivel identificar a quantidade dos

“alimentos-fonte” de acrilamida que sdo mais consumidos pela populacao-alvo.
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4.6 AMOSTRAS

As amostras foram adquiridas, em comeércio no bairro da Tijuca no Rio de
Janeiro, tendo como base o resultado obtido na avaliacdo de consumo, concluido pelo
guestionario. Basicamente as amostras eram constituidas por paes franceses
fabricados em padarias do bairro e trés tipos de batatas fritas: batata palha, batata
chips e batata frita de redes de fast food da regiao.

As amostras de péaes franceses foram adquiridas em trés padarias diferentes,
para realizacédo dos testes em triplicata verdadeira. Procurou-se escolher trés padarias
com precos distintos para os paes. Uma padaria “gourmet”, com pé&o vendido por um
preco mais alto, uma padaria mais simples, onde o0 pao apresentou 0 menor preco
encontrado no bairro e uma padaria onde o pdo foi encontrado pelo preco médio
praticado na regido.

Para cada tipo de batata foram adquiridas trés amostras de trés marcas
diferentes em mercados e/ou lanchonetes da Tijuca (tabela 5). Foram selecionadas
trés marcas de batata frita tipo chips (Figura 2), trés marcas de batata frita tipo palha
(Figura 3) e trés marcas de batata frita de lanchonetes fast food (Figura 4).

Os trés tipos diferentes de cada batata frita foram escolhidos de acordo com o

seguinte critério: marca mais popular, marca mais barata e marca intermediaria.

Tabela 5 - Amostras de batata frita
Batata frita Marca

A

Chips

Palha

I @ m m O O m

Lanchonetes fast food




Figura 3 - Batata frita tipo Chips

Figura 4 - Batata frita tipo palha

43
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4.7 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.7.1 Analise das amostras

4.7.1.1 Pao francés

Triturou-se, em um multiprocessador, a casca de 5 paes franceses frescos.
Pesou-se aproximadamente 8 g da amostra. Homogeinizou-se em 20 mL de metanol
por 3 minutos. Em seguida a solucgéo foi centrifugada por 10 minutos, a 10.000 RPM,
a 10 °C. Para clarificacédo do sobrenadante foi transferido e tratado com as solugées
de Carrez | e Il e novamente centrifugado por 5 minutos, a 10.000 RPM, a 10 °C.
Retirou-se 10,0 mL do sobrenadante limpido e este foi evaporado até a secura em
corrente suave de nitrogénio. Em seguida adicionou-se 1 mL de fase movel:
agua/acetonitrila (95:5, v/v) e agitou-se em um agitador por 2 minutos. Passou-se essa
solugdo por um cartucho OASIS HLB (acondiconado previamente com 1 mL de
metanol + 1 mL de agua a uma vazao de 2 gotas por segundo), com uma vazao de 1
gota por segundo, desprezando-se as 7 gotas iniciais. Uma aliquota de 150 pL da
solucdo final foi injetada no cromatografo. Esse procedimento foi realizado em
triplicata verdadeira.

As solucdes foram analisadas nas seguintes condicdes cromatograficas:
- fase modvel: agua/acetonitrila (95:5, v/v);
- fluxo: 1,0 mL/min;
- comprimento de onda: 200 e 226 nm;
- “loop™: 500 pL;

- volume de injec&o: 150 pL.
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Figura 6 - Fluxograma para a analise da amostra pafsancés.
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4.7.1.2 Batata frita tipo chips

Foram triturados em um multiprocessador 50 g de batata frita. Pesou-se
aproximadamente 4 g da amostra, homogeinizou-se em 20 mL de metanol por 3
minutos. Em seguida a solugéo foi centrifugada por 10 minutos, a 10.000 RPM, a 10
OC. Para clarificacdo do sobrenadante foi transferido e tratado com 100 pl de cada
uma das solucdes de Carrez | e Il e novamente centrifugado por 5 minutos, a 10.000
RPM, a 10 °C. Em seguida foi retirado 5,0 mL do sobrenadante limpido e este foi
evaporado até a secura em corrente suave de nitrogénio. Em seguida adicionou-se
5,0 mL de fase mdvel: agua/acetonitrila (95:5, v/v) e agitou-se em um misturador por
3 minutos. Essa solucéo fui passada por um cartucho OASIS HLB (previamente
acondicionado com 1 mL de metanol + 1 mL de 4gua a uma vaz&o de 2 gotas por
segundo), com uma vazao de 1 gota por segundo, desprezando-se as 7 gotas iniciais.

A amostra C sofreu uma diluicdo de 2 vezes nesta etapa final. Esta diluicao foi
necessaria para que o teor de acrilamida encontrado nessa amostra ficasse dentro da

curva de trabalho.
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Uma aliquota de 150 pL da solucéo final foi injetada no cromatégrafo. Esse
procedimento foi realizado em triplicata verdadeira.
Este procedimento foi realizado com as batatas das marcas A, B e C.
As solucdes foram analisadas nas seguintes condicdes cromatograficas:
- fase mével: agua/acetonitrila (95:5, v/v);
- fluxo: 1,0 mL/min;
- comprimento de onda: 200 e 226 nm;
- “loop™: 500 pL;

- volume de injecdo: 150 pL.

Figura 7 - Fluxograma para a andlise da amostra bata frita tipo chips.
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4.7.1.3 Batata frita tipo palha

Foram triturados em um multiprocessador 50 g de batata frita tipo palha. Pesou-
se aproximadamente 4 g da amostra, homogeinizou-se em 20 mL de metanol por 3
minutos. Em seguida a solucéo foi centrifugada por 10 minutos, a 10.000 RPM, a 10°C.
Para clarificacdo do sobrenadante foi transferido e tratado com 100 ul de cada
uma das solugdes de Carrez | e Il e novamente centrifugado por 5 minutos, a 10.000
RPM, a 10°C. Em seguida foi retirado 5,0 mL do sobrenadante limpido e este foi
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evaporado até a secura em corrente suave de nitrogénio. Em seguida adicionou-se
5,0 mL de fase médvel: &gua/acetonitrila (95:5, v/v) e agitou-se em um misturador por
3 minutos. Essa solucao fui passada por um cartucho OASIS HLB (acondiconado com
1 mL de metanol + 1 mL de agua a uma vazao de 2 gotas por segundo), com uma
vazao de 1 gota por segundo, desprezando-se as 7 gotas iniciais. Uma aliquota de
150 pL da solucéo final foi injetada no cromatografo. Esse procedimento foi realizado
em triplicata verdadeira.

Este procedimento foi realizado com as batatas das marcas D, E e F.

As solucdes foram analisadas nas seguintes condi¢cdes cromatograficas:
- fase mével: agua/acetonitrila (95:5, v/v);
- fluxo: 1,0 mL/min;
- comprimento de onda: 200 e 226 nm;
- “loop”: 500 pL,;
- volume de injec¢ao: 150 pL.

Figura 8 - Fluxograma para a anélise da amostra bata frita tipo palha.
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4.7.1.4 Batata frita de lanchonete fast food

Foram masseradas em Graal & pistilo 50 g de batata frita. Pesou-se
aproximadamente 4 g da amostra, homogeinizou-se em 20 mL de metanol por 3
minutos. Em seguida a solucéo foi centrifugada por 10 minutos, a 10.000 RPM, a 10°C.

Para clarificacdo do sobrenadante foi transferido e tratado com 100 ul de cada
uma das solucdes de Carrez | e Il e novamente centrifugado por 5 minutos, a 10.000
RPM, a 10 °C. Em seguida foi retirado 5,0 mL do sobrenadante limpido e este foi
evaporado até a secura em corrente suave de nitrogénio. Em seguida adicionou-se
5,0 mL fase mével: agua/acetonitrila (95:5, v/v) e agitou-se em um misturador por 3
minutos. Essa solucéo fui passada por um cartucho OASIS HLB (acondiconado com
1 mL de metanol + 1 mL de agua a uma vazao de 2 gotas por segundo), com uma
vazao de 1 gota por segundo, desprezando-se as 7 gotas iniciais.

As amostras G e | sofreram uma diluicdo nesta etapa final de 91 vezes e a
amostra H uma diluicdo de 66 vezes aproximadamente. Esta diluicdo foi necessaria
para que o teor de acrilamida encontrado nessas amostras ficasse dentro da curva de
trabalho.

Uma aliquota de 150 pL da solucéo final foi injetada no cromatografo. Esse
procedimento foi realizado em triplicata verdadeira.

Este procedimento foi realizado com as batatas das marcas G, H e |.

As solucdes foram analisadas nas seguintes condi¢cdes cromatograficas:

- fase moével: agua/acetonitrila (95:5, v/v);
- fluxo: 1,0 mL/min;

- comprimento de onda: 200 e 226 nm;

- “loop”: 500 pL;

- volume de injecdo: 150 pL.
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Figura 9 - Fluxograma para a analise da amostra bata frita tipo fast food.
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Em todas as analises realizadas os padrdes e as amostras foram solubilizados
em fase movel: agua/acetonitrila (95:5, v/v) para que houvesse uma diminui¢cdo do
ruido provocado pela linha de base no cromatograma.

4.7.2 Desenvolvimento e Validacdo de Método Analitico

O método analitico para detec¢éo e quantificacdo de acrilamida em “alimentos-
fonte” foi validado intra laboratorialmente.

A validacdo do método, contou com analise da linearidade, limite de deteccéo,
limite de quantificacédo, exatidao, preciséo e seletvidade.

A técnica analitica utilizada foi CLAE com detecc¢éo por UV.

O procedimento para validagéo intralaboratorial foi basicamente o descrito pelo
POP 65.3120.126 (INCQS, 2015).
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4.7.3 Validacéo Intralaboratorial

4.7.3.1 Faixa de Trabalho

A faixa de trabalho utilizada para a acrilamida foi determinada com base na
concentragdo da aliquota final de analise (LM), considerando o procedimento de
isolamento da acrilamida. Essa faixa de trabalho foi baseada no Regulamento n®10 /
2011 da Comissao Européia, que estabelece que a acrilamida deve se apresentar nao
detectavel em um método com limite de detccao de até 0,01 pg/kg (10 ppb).

A faixa de trabalho também foi determinada, baseada em estudos preliminares
gue apresentam os teores de acrilamida por alimento.

Foi calculada a faixa de concentracao minima aplicavel (FMA) pela formula:

FMA=LM 0,44 x LM
Onde:
FMA — faixa minima aplicavel;

LM — concentracéo da aliquota final de analise;

4.7.3.2 Linearidade

Foram preparadas 3 solucdes estoques de acrilamida, pesando-se em balanca
analitica calibrada 3 massas de aproximadamente 0,1 g do padrdo de acrilamida. As
massas foram transferidas quantitativamente para 3 balées volumétricos de 100 mL
calibrados e foram avolumadas em solucdo dgua/acetonitrila (95:5, v/v).

Foram preparadas solugdes de 20 mgL? (S1; Sz; S3) a partir de cada solugéo
estoque de acrilamida. Para isso, recolheu-se uma aliquota de 2 mL da solucéo
estoque, que foi transferida quantitativamente para 3 baldes volumétricos de 100 mL
calibrados e foram avolumadas em solucéo dgua/acetonitrila (95:5, v/v).

Uma série de 18 solucbes de trabalho foi preparada medindo-se volumes

apropriados, conforme apresentado na Figura 1 (com auxilio de micropipetas
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calibradas e certificadas pelo laboratério de metrologia do INCQS) das solucdes de
20 mgL?! e, avolumando em baldo volumétrico calibrado de 100 mL com solucéo

agua/acetonitrila (95:5, v/v).

Figura 10 - Esquema de preparo das solucdes de ti@ho de acrilamida

Acrilamida 20 ppm (2 mL / 100 mL)

Concentragcdo Volumes tomados Volumes tomados Volumes tomados
(nug/L) S1 S2 Ss3
30 S11 |« | 150 pL S21 |« | 150 pL Ss1 |« | 150 pL
45 S12 |« | 225uL S22 | «— | 225puL Ss2 |« | 225puL
60 Si13 |« | 300 pL S23 |« | 300 pL Ss3 |« | 300 pL
75 Sia || 375uL Soa | «— | 375puL Ssa || 375puL
90 Sis5 | «— | 450 pL Sos5 | « | 450 pL S35 |« | 450 pL
105 Sie |« | 525 L Soe | «— | 525puL Sse |« | 525puL

Apébs o preparo das solugdes de trabalho, cada uma delas foi analisada nas
seguintes condi¢cbes cromatograficas:
- fase movel: agua/acetonitrila (95:5, v/v);
- fluxo: 1,0 mL/min;
- comprimento de onda: 200 e 226 nm;
- “loop”™: 500 pL;
- volume de injecéo: 150 pL.

Nas condi¢Oes indicadas acima, analisou-se 3 vezes cada ponto da curva de
cada padrdao e construiu-se um grafico a partir das alturas obtidas contra a
concentracdo das solucdes padréo.

Posteriormente foi realizada a avaliacédo dos residuos da regresséo, atraves do
método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), que parte da premissa que 0S
residuos seguem a distribuicdo normal, tém varidncia constante e sdo independentes.

Tais premissas relacionadas a analise de regressao foram avaliadas quanto a
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normalidade pelo método de Ryan e Joiner (1976); homogeneidade de variancias
como proposto por Levene (1960) e Brown e Forsythe (1974); e independéncia dos
residuos de regressdo como indicado por Durbin e Watson (1951). O teste F foi
conduzido para verificar o ajuste ao modelo linear por meio da avaliacdo da

significancia da regresséao (Draper e Smith, 1998).

4.7.3.3 Repetibilidade

Conforme o método utilizado para confeccao da curva analitica, foram feitas 6
repeticdes genuinas de um tipo de cada batata frita (uma tipo chips, uma palha e uma
de fast food). Os valores extremos foram excluidos atraves do teste de Grubbs.

Baseando-se em critérios estabelecidos a partir da equacéo de Horwitz e Albert

(2006), os valores de HorRat foram calculados.

CVrepe(%) = S/X X 100

Onde,
CV'repe(%) = coeficiente de variacéo
X = média das concentracdes medidas para as repeticoes,

s = desvio padréao das concentragfes medidas para as repeticoes.

PRSDr =22 %

Onde,

PRSDr = coeficiente de variagdo previsto pela equacdo de HorRat
HorRat repe = CVrepe(%) / 2/3 PRSDR

A metodologia é considerada com repetibilidade adequada com um valor de
HorRatrepe menor ou igual a 2.

4.7.3.4 Limite de Quantificacdo (LOQ) e Limite de Detecc¢éo (LOD)

A determinacdo do LOQ e do LOD foi realizada apds a avaliacdo da curva

analitica mais adequada através das equacgdes sugeridas por MILLER (1993).
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4.7.3.5 Efeito Matriz

Para a determinacéo do efeito matriz, foram preparadas 6 solu¢cdes genuinas
do padao de acrilamida e 6 solu¢cdes genuinas de cada um dos trés tipos de batata
frita (chips, palha e fast food), ambas em uma concentracao esperada de 75 pg/kg.

A partir dos resultados obtidos com os cromatogramas, realizou-se um test t
para verificar se os resultados encontrados no padréo e na matriz sdo estatisticamente

iguais e consequentemnete se nao existe efeito matriz.

4.7.3.6 Precisao Intermediaria

Para verificacdo da precisdo intermediaria a variacdo escolhida para ser
avaliada foi a coluna utilizada no cromatégrafo.

O ensaio foi realizado com todas as condicGes cromatograficas iguais, apenas
com a variacao da coluna.

Para este teste foram utilizados 2 lotes diferentes da coluna de fase reversa (25
cm) SYMETRY® Ci1s— WATERS.

Baseando-se em critérios estabelecidos a partir da equacéo de Horwitz e Albert

(2006), os valores de HorRat r foram calculados.

_ 1 < 2
Srl_.-..*] = \/:—j’; y Z]{LJ'J.] Vi r
3
CV precint (%) =Si/ x X100

PRSDr =44 %

CVprec int (%) )

HorRat , = PRSD
R

Onde,

Si = desvio padrao de precisao intermediaria

CV percint (%) = coeficiente de variacao

x = média das concentracdes medidas para as repeticdes
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t = total de amostras ensaiadas;
yj1 = determinagéo da variacao 1,
yj2 = determinacao da variacdo 2;
n = total de ensaios efetuados por amostra.

Valores de HorRat r menores ou iguais a 2 indicam precisédo intermediaria

adequada.

4.7.3.7 Exatidao

Para verificacdo da exatiddo do método duas amostras iguais foram injetadas
em colunas (A e B) de lotes diferentes 5 vezes.

Foi verificado a homogeneidade das variancias encontrados nos ensaios na
coluna A e B através do teste F (SNEDECOR & COCHRAN, 1989). A estatistica F
calculada foi comparada com o valor critico F.

Confirmando a homoscedasticidade, as médias das concentracdes foram
comparadas atraves do teste t.

s

F icutado =3
S

Onde,

) 2
5 . A . Cn
31 e 2 sSao as variancias de cada amostra, com a maior variancia no numerador

L cateulado = _d;"'
N4

Sl
d== n

Sendo,

‘xﬂ = concentracao da i-ésima replicatas da amostra ensaiada nas condi¢cdes normais

de metodologia,
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X.
2 = concentracéo da i-ésima replicatas da amostra ensaiada para variacéo,

2
§' = variancia das diferencas.

4.7.4 Tratamento de dados

Os dados foram tratados utilizando o programa Microsoft Office Excel 2016
para analise de freqiiéncia e cruzamento dos dados.

A planilha eletrénica desenvolvida por Bazilio e colaboradores (2012), foi
utilizada na verificacdo da adequacédo das curvas analiticas ao modelo linear.

Na validacdo intralaboratorial do método analitico CLAE para determinar
acrilamida presentes em batata frita os métodos estatisticos empregados no
tratamento de valores aberrantes na avaliacdo da linearidade como os testes para
verificagdo da normalidade e homogeneidade de variancias dos dados, a
autocorrelacao dos residuos, bem como os testes para analise da regressao e desvio

de linearidade sdo mencionados ao longo da apresentacao dos resultados.



5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DE CONSUMO

5.1.1 Escolas
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De um total de 2142 questionarios enviados, 592 (27,6%) foram devolvidos,

destes, 32 ndo obedeciam aos critérios de inclusdo na pesquisa.

A adesao ao estudo foi, portanto, de 26% (560 questionarios) do total de

questionarios enviados. Este percentual refere-se ao numero de questionarios

devolvidos, preenchidos corretamente e com o termo de consentimento assinado pelo

responsavel da crianca.

Na Tabela 6 € possivel observar que a adesdo e o comprometimento das

escolas em distribuir, incentivar o preenchimento por parte dos responsaveis e

recolher 0s questionarios variou bastante, o que refletiu no percentual de

questionérios devolvidos, tendo a variagédo de 79,2 % de devolugéo da escola9 a 0 %

da escola 2.

Tabela 6 - Questionarios devolvidos e adequados an#érios de aceitacdo da pesquisa

Questionarios

%
Questionarios

Questionarios Questionarios % dentro do dentro do
Escola : . Questionarios o critério de
enviados devolvidos d . critério de o
evolvidos o aceitacao
aceitacado %
em relacéo ao
total
1 90 34 37,8% 32 35,6%
2 290 0 0,0% 0 0,0%
3 190 42 22,1% 38 20,0%
4 65 16 24,6% 16 24,6%
5 290 81 27,9% 78 26,9%
6 160 34 21,3% 33 20,6%
7 307 115 37,5% 102 33,2%
8 500 72 14,4% 68 13,6%
9 250 198 79,2% 193 77,2%
TOTAL 2142 592 27,6% 560 26%




57

Das 560 criancas entrevistadas 282 (50,4%) eram do sexo feminino e 278
(49,6%) do sexo masculino. Deste total, 1,3 % com 3 anos, 2,1 % com 4 anos, 6,1 %
com 5 anos, 7,9 % com 6 anos, 7,9 % com 7 anos, 5,5 % com 8 anos, 7,3 % com 9
anos, 8,4 % com 10 anos, 15,9 % com 11 anos, 17,9 % com 12 anos, 14,5 % com 13
anos e 5,4 % com 14 anos (Figura 11).

Na Figura 12 é possivel observar a distribuicdo dos questionarios respondidos
nas séries/ano que correspondem a idade pré-escolar e escolar.

Figura 11 — Proporcéo das idades dos alunos

Idade dos alunos

ﬁ.llllllllll

3 anos4 anos5 anos6 anos7 anos 8 anos9 anos 10
anos anos anos anos anos

Figura 12 - Distribui¢céo dos alunos pelos anos edares

Série / Ano escolar

Numero de alunos

Ano escolar
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5.1.2 Pao francés

Das 560 criancas avaliadas nessa pesquisa, 85 % (477) consomem pao
francés (Figura 3).

Figura 13 - Consumo de pao francés

Consumo de pao

Nao; 83; 15%

B Sim

= Nao

Sim; 477; 85%

Do total de 477 criancas que consomem pao francés, 282 consomem
diariamente. Das criancas que consomem pao diariamente, 60 criancas consomem
meio péo por dia, 146 criangas consomem 1 pao por dia, 63 criangas consomem 2
paes por dia, 9 criangas consomem 3 paes por dia e 4 criangas consomem 4 paes por
dia (Figura 14). Cento e noventa e cinco (195) criancas sao consumidoras de péao
francés, mas ndo consomem diarimente. Na Figura 15 podemos observar a frequéncia
de consumo nao diério. Setenta e cinco porcento (75 %) (146) das criancas que nao
consomem péo francés diariamente consomem 1 ou 2 vezes por semana, sendo

relatado em muitos casos pelos pais 0 consumo somente nos finais de semana.



Numero de criangas

Figura 14 - Frequéncia diéria de consumo de péo freés

Frequéncia diaria de consumo de pao
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CONSOME
DIARIAMENTE

Quantidade de paes por dia

Figura 15 - Frequéncia nado diaria de pao francés
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5.1.3 Batata frita

Das 560 criancas avaliadas nessa pesquisa, apenas 29 (5%) nao consomem

batata frita, enquanto 95 % (531) consomem. (Figura 16).

Figura 16 - Consumo de batata frita

Consumo de batata frita

BSim

H N3o

531; 95%

Na Figura 17 podemos observar o perfil de consumo semanal de batata frita
realizado pelas 531 criancas que consomem este tipo de alimento. E possivel verificar
que 197 (37,1%) criancas, apesar de serem consumidoras de batata frita, néo
consomem semanalmente. Porém 62,9% (334) das criancas consomem batata frita
pelo menos 1 vez por semana.

Neste grafico também podemos observar que existem 2 criangcas que

consomem algum tipo de batata frita diariamente.
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Figura 17 - Consumo semanal de batata frita

Consumo semanal de batata frita
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Das 197 criancas que sdo consumidoras de batata frita ndo semanais, 66
criangas (33%) relatam consumirem 2 X por més. Na figura 18 € possivel observar o

perfil de consumo dessas criangas.

Figura 18 - Consumo ndo semanal de batata frita

Criangas que ndao consomem
semanalmente batata frita
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A partir dos resultados obtidos com os 560 questionérios respondidos
corretamente, podemos verificar o perfil de consumo de cada tipo de batata frita. S&o
elas: caseira, congelada, fast food, palha e chips (Figuras 19, 20, 21, 22 e 23).

Figura 19 - Consumo de batata frita caseira

Consumo de batata frita CASEIRA

B N3o consome
281; 50% 279; 50%
B Consome

Figura 20 - Consumo de batata frita congelada

Consumo de batata frita CONGELADA

B N3do consome

282; 50% 278; 50%

H Consome
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Figura 21 - Consumo de batata frita ddast food

Consumo de batata frita de
FAST FOOD
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Figura 22 - Consumo de batata frita tipo palha

Consumo de batata frita tipo PALHA
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Figura 23 - Consumo de batata frita tipochips

Consumo de batata frita tipo CHIPS

199; 36%

B N3o consome

B Consome
361; 64%

A partir dos graficos acima, observamos que aproximadamente 50% das
criancas consomem batata frita caseira ou congelada (281 e 282 criancas,
respectivamente). Ja 67% (377) criancas consomem batata frita tipo palha e 64%
(361) das criancas consomem batata frita tipo chips. A batata frita mais consumida
pelas criancas é a batata frita de lanchonetes fast foods. Apresentando um total de
411 (73%) de criancas consumidoras.

Na Figura 24 observamos um resumo com esse perfil de consumo.

Figura 24 - Consumo relacionado aos tipos de batafdta

Consumo X tipos de batata frita
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&
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Criangas consumidoras
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Para cada tipo de batata frita consumida, foi questionado a quantidade ingerida
pela crianga.

Do total de 281 criangcas que consomem batata frita caseira, 51 consomem 1
colher de sopa, 80 criancas consomem 2 colheres de sopa, 69 criancas consomem 3
colheres de sopa, 45 criangcas consomem meio prato de sobremesa, 28 criancas
consomem 1 prato de sobremesa e 8 criangas relatam consumir mais de um prato de

sobremesa quando injerem este tipo de batata (Figura 25).

Figura 25 — Quantidade consumida de batata frita cseira

Consumo de batata frita CASEIRA

1 colher de 2 colheresde 3 colheres de Meio prato de Um pratode Mais de um
sopa sopa sopa sobremesa  sobremesa prato de
sobremesa

Numero de criangas

Quantidade

Ja do total de 282 criancas que consomem batata frita congelada, 50
consomem 1 colher de sopa, 90 criangas consomem 2 colheres de sopa, 68 criancas
consomem 3 colheres de sopa, 41 criangas consomem meio prato de sobremesa, 23
criancas consomem 1 prato de sobremesa e 10 criancas consomem mais de um prato
de sobremesa quando injerem este tipo de batata (Figura 26).



66

Figura 26 - Quantidade consumida de batata frita cagelada

Consumo de batata frita CONGELADA

1 colher de 2 colheresde 3 colheres de Meio prato de Um pratode Mais de um
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Numero de criangas

Quantidade

Das 411 criangas que consomem batata frita de fast food, 71 consomem 1
colher de sopa, 112 criangas consomem 2 colheres de sopa, 101 criangas consomem
3 colheres de sopa, 82 criangas consomem meio prato de sobremesa, 28 criancas
consomem 1 prato de sobremesa e 17 criangcas consomem mais de um prato de
sobremesa quando injerem este tipo de batata (Figura 27).

Figura 27 - Quantidade consumida de batata frita déast food

Consumo de batata frita FAST FOOD

1 colher de 2 colheresde 3 colheres de Meio prato de Um pratode Mais de um
sopa sopa sopa sobremesa  sobremesa prato de
sobremesa

Numero de criangas

Quantidade
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J4 do total de 377 criangcas que consomem batata frita tipo palha, 114
consomem 1 colher de sopa, 128 criangas consomem 2 colheres de sopa, 88 criancas
consomem 3 colheres de sopa, 31 criancas consomem meio prato de sobremesa, 7
criancas consomem 1 prato de sobremesa e 9 criancas consomem mais de um prato

de sobremesa quando injerem este tipo de batata (Figura 28).

Figura 28 - Quantidade consumida de batata frita o palha

Consumo de batata frita tipo PALHA

[ .

1 colher de 2 colheres de 3 colheres de Meio prato de Um pratode Mais de um
sopa sopa sopa sobremesa  sobremesa prato de
sobremesa

Numero de criangas

Quantidade

E por fim, do total de 361 criancas que consomem batata frita tipo chips, 39
consomem 1 colher de sopa, 87 criangas consomem 2 colheres de sopa, 69 criancas
consomem 3 colheres de sopa, 89 criancas consomem meio prato de sobremesa, 57
criancas consomem 1 prato de sobremesa e 20 criancas relatam consumir mais de

um prato de sobremesa quando injerem este tipo de batata (Figura 29).
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Figura 29 - Quantidade consumida de batata frita fpo Chips

Consumo de batata frita tipo CHIPS

1 colher de 2 colheresde 3 colheres de Meio prato de Um pratode Mais de um
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Quantidade

5.2 ANALISE DAS AMOSTRAS

5.2.1 Pao francés

As analises realizada com o pao francés ndo apresentaram bons resultados
guanto a separacao da acrilamida. O cromatograma (Figura 31) obtido néo exibiu boa
gualidade nos dados. Novas andlises foram realizadas em outras condi¢cdes
cromatograficas para melhorar a separacdo dos picos, porém ndo foi possivel
determinar a quantidade de acrilamida presente nas amostras de p&ao. Na Figura 30
observamos o padrao de acrilamida (105 pg/L) injetado nas mesmas condi¢cdes da

amostra.
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Figura 30 - Padrdo de acrilamida (105 pgL-1).
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 31 - Cromatograma obtido a partir da amostrapdo francés.
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 pL.
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5.2.2 Batata frita

As analises realizadas com as batatas fritas apresentaram bons resultados
quanto a separacdo da acrilamida apos diversas modificagcbes nas condi¢coes
cromatograficas. O padrédo de acrilamida foi injetado sempre nas mesmas condi¢cdes
em gue as amostras eram analisadas para mostrar a garantia de confirmacéo de
identidade da acrilamida.

O parametro utilizado para determinacdo da concentracdo de acrilamida
presente em cada amostra foi a altura do pico, pois nas figuras abaixo é possivel
verificar que os picos de acrilamida s&o muito pequenos e que a linha de base poderia
interfeirir na area dos picos. Por este motivo a altura foi utilizada.

Para que fosse confirmado que o pico encontrado era realmente de acrilamida,
além da comparacdo com o tempo de retencdo obtido com a injecdo do padrédo na
mesma corrida, as amostras também eram injetadas enriquecidas com acrilamida
para que fosse possivel observar o aumento do pico. Com o enriquecimento sempre
houve aumento somente do pico correspondente a acrilamida.

Um padrdao de acrilamida sempre foi injetado na mesma corrida que as
amostras pois duas colunas iguais, porém de lotes diferentes, foram utilizadas para
as andlises. E com isso, o tempo de retencdo foi modificado em alguns segundos. O
teste de precisdo intermediaria realizado durante a validacdo comprovou que 0sS
resultados obtidos nas duas colunas tem dispersfes adequadas. Nas Figuras 32 e 33
verificamos os exemplos do mesmo padrdao de acrilamida injetados em colunas
diferentes, apresentando tempos de retencéo diferentes, e nas mesmas condi¢des

cromatograficas.
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Figura 32 - Cromatograma obtido a partir do padrdode acrilamida injetado na coluna A.
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 33 - Cromatograma obtido a partir do padrdode acrilamida injetado na coluna B.
Condicdes cromatograficas: fase mével: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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5.2.2.1 Batata frita tipo chips

Foram analisadas trés marcas diferentes de batata frita tipo chips, adquiridas

em mercados da regido da Tijuca.
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A marca A apresentou uma concentracdo de acrilamida de 504,04 ug/kg de
amostra, ja a marca B apresentou uma concentracdo de 281,55 pg/kg e a amostra C
apresentou uma concentracdo de 1.665,95 ug/kg.

A concentracdo média de acrilamida na batata frita tipo chips € 817,18 pg/kg.

Nas Figuras 34, 35 e 36 é possivel observar os cromatogramas obtidos para a

determinacao do teor de acrilamida presente em cada uma das batatas tipo chips.

Figura 34 - Cromatograma obtido a partir da amostrabatata frita chips A.
Condicdes cromatograficas: fase mével: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 35 - Cromatograma obtido a partir da amostrabatata frita chips B.
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Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento

AU

de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 36 - Cromatograma obtido a partir da amostrabatata frita chips C.
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Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento

de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 pL.
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5.2.2.2 Batata frita tipo palha

Foram analisadas trés marcas diferentes de batata frita tipo palha, adquiridas

em mercados da regido da Tijuca.

A marca D apresentou uma concentragdo de acrilamida de 427,42 pg/kg de

amostra, ja a marca E apresentou uma concentracéao de 306,56 pg/kg e a amostra F

apresentou uma concentracao de 134,27 pg/kg.

A concentracdo média de acrilamida na batata frita tipo palha é 289,42 ug/kg.
Nas Figuras 37, 38 e 39 é possivel observar os cromatogramas obtidos para a

determinacao do teor de acrilamida presente em cada uma das batatas palha.

Figura 37 - Cromatograma obtido a partir da amostrabatata frita palha D.
Condicdes cromatograficas: fase mével: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 pL.
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Figura 38 - Cromatograma obtido a partir da amostrabatata frita palha E.

Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 39 - Cromatograma obtido a partir da amostrabatata frita palha F.

Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
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de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 pL.
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5.2.2.3 Batata frita fast food

Foram analisadas trés marcas diferentes de batata frita de fast food, adquiridas
em mercados da regido da Tijuca.

A marca G apresentou uma concentracao de acrilamida de 26.862,78 pg/kg de
amostra, ja a marca H apresentou uma concentracao de 10.408,51 pg/kg e a amostra
| apresentou uma concentracao de 20.383,72 pg/kg.

A concentracdo média de acrilamida na batata frita tipo fast food € 19.218,34
pg/kg.

Nas Figuras 40, 41 e 42 é possivel observar os cromatogramas obtidos para a
determinacao do teor de acrilamida presente em cada uma das batatas de fast food.

Figura 40 - Cromatograma obtido da amostra batatarita fast food G.
Condicdes cromatograficas: fase mével: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento

de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 41 - Cromatograma obtido da amostra batatarita fast food H.
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 42 - Cromatograma obtido da amostra batatarita fast food I.
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 pL.
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5.3 VALIDACAO INTRALABORATORIAL

Os resultados obtidos a partir de procedimentos jA mencionados e referentes a
validacdo do método sédo apresentados nos itens subsequentes.

5.3.1 Faixa de Trabalho

A faixa de trabalho para a acrilamida foi baseada em estudos que
demostram a quantidade que inUmeros alimentos apresentam deste contaminante.
Além do Regulamento n® 10 / 2011 da Comissdo Européia, que estabelece que a
acrilamida deve se apresentar nao detectavel em um método com limite de deteccéo
de até 0,01 pugkg? (10 ppb).

A faixa de trabalho ficou entre 30 a 105 pgL™.

5.3.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade e a confec¢éo da curva analitica (Figura 43) foram
realizadas através do método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). Os valores
de residuos aberrantes foram analisados previamente, pelo método Jacknife. A cada
exclusdo, os testes eram novamente executados. As premissas que devem ser
satisfeitas para que o MMQO possa ser realizado sdo: testes de normalidade,
independéncia (ndo autocorrelacdo dos residuos) e homogeneidade das variancias
dos residuos, além da analise de variancia da regresséao e desvio da linearidade dos

residuos. Todos estes testes foram realizados para a acrilamida.
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Figura 43 - Curva analitica final pelo método CLAEpara a acrilamida

Curva Analitica Final
12000
10000 - —
8000 - _—
= ="
5 6000 - _,,
< 4000 - =
o -F""-'-Ff-
2000 - = | Intersslo de Confiancs
[ . . : : :
0 20 40 60 a0 100 120 140
Concentragao (pg/L)

5.3.2.1 Tratamento de valores aberrantes

Apoés realizacdo do teste de residuos padronizados Jacknife, verificou-se que a
acrilamida nao ultrapassou o limite de 22,2 % de dados rejeitados estabelecido por

Horwitz (1995), tendo apenas 1 dado rejeitado (Figura 44).

Figura 44 - Gréfico exploratério dos residuos da rgressdo da curva analitica da acrilamida
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5.3.2.2 Teste de normalidade dos residuos

A andlise dos dados utilizados para a confeccdo da curva da acrilamida
mostrou, que os dados seguem a distribuicdo normal, através do coeficiente de
correlacdo de Ryan-Joiner (Req). O coeficiente calculado (Tabela 7) foi superior ao
valor critico estabelecido de 0,94 (a = 0,05), ndo havendo razfes para rejeitar a
hipotese nula de que os dados seguem a distribuicdo normal (SOUZA, 2007).

Tabela 7 - Normalidade dos residuos
Req 0,98

Reit (a = 0,05) 0,94

5.3.2.3 Teste de homogeneidade das variancias dos residuos

Para avaliar a homogeneidade das variancias dos residuos foi realizado o teste
de Levene adaptado por Brown-Forsyte (SOUZA, 2007). O valor de t tabelado (a =
0,05) para a acrilamida é de 2,14 e, o valor de t. calculado foi -0,813, ou seja, menor
que o t tabelado.

Desta forma, a hip6tese nula de que as variancias dos residuos de regressao
sdo homogéneas foi aceita, havendo homogeneidade entre as mesmas.

5.3.2.4 Teste de ndo autocorrelacao dos residuos

A nédo autocorrelacdo ou independéncia dos residuos da regresséo foi avaliada
pelo teste de Durbin-Watson (SOUZA, 2007). O valor estatistico do teste é o valor de
d, inferiores ou superiores. O valor de d calculado para a acrilamida foi 2,04.
Encontrando-se acima dos valores criticos para d. e du , respectivamente, 1,11 e 1,38
(a = 0,05). Ou seja, a hipétese nula néo foi rejeitada e confirmou-se a independéncia
dos residuos da regressao. A Figura 45 representa graficamente a independéncia dos

residuos da regressao.



81

Figura 45 - Grafico de Durbin-Watson da curva analiica (ei x ei-1) — acrilamida
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5.3.2.5 Andlise de variancia dos residuos da regressao e desvio da linearidade

A regressao linear bem como o ajuste ao modelo foi confirmada através do

teste ANOVA. Os dados séo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados da andlise de variancia quant significaAncia da regresséo e nao significanai®
desvio de linearidade ¢ = 0,05) para a curva analitica da acrilamida

fonte G.L.! SQ? MQ3 F P4
regressao 1 6,26E+07 | 6,26E+07 | 4,42E+03 | 5,97E-20
residuos 15 2,12E+05 | 1,42E+04

Ajuste 4 5,27E+04 | 1,32E+04 | 9,08E-01 | 4,92E-01
€rro puro 11 1,60E+05 | 1,45E+04

total 16 6,28E+07

1Graus de liberdade; 2Soma dos quadrados; *Quadrado médio; “Valor de p para o estatistico F
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A partir da ANOVA, a regressao da curva analitica relativa a acrilamida foi
significativa (p < 0,001) e o ajuste ao modelo linear ou 0 ndo desvio da linearidade foi
nao significativo (p > 0,05) observados pelos valores do estatistico p calculado.

Ao final, a linearidade do método foi comprovada na faixa de trabalho 30 e 105
ugL? e foi obtida a seguinte equacéo de regressdo: y = 97,2 + 77,7x.

Onde, y é a altura do pico do acrilamida e x a concentracao do analito.

Os critérios exigidos pelo método dos MMQO estao dispostos na tabela 9.

Tabela 9 - Resumo das analises de premissas dedindade pelo método MMQO

Homogeneidade de variancia

Ha Homocedasticidade - p > 0,05

Regressao e Teste de Desvio de Linearidade

A regressao € significativa - p < 0,001

Nao ha desvio de Linearidade - p > 0,05

Autocorrelagdo dos Residuos (a = 0,05)

Nao ha autocorrelagao - d > dU

Teste de Normalidade (a = 0,05)

Segue a Normal - Req > Rcrit
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5.3.3 Repetibilidade

Baseando-se em critérios estabelecidos a partir da equacado de Horwitz e Albert
(2006), os valores de HorRat encontrados (Tabela 10) indicam que o método

apresenta repetibilidade adequada.

Tabela 10 - Avaliac8o da repetibilidade
Repetibilidade (HORWITZ e ALBERT,2006)

_ Valor calculado Critério de
Batata frita o
HorRatrepe aceitabilidade
Chips 0,3339 <20
Palha 0,2152 <20
Fast food 1,8872 <20

5.3.4 Limite de Deteccéo (LOD) e Limite de Quantificacdo (LOQ)

A curva analitica confeccionada para a acrilamida (Figura 36 no item 5.3.3) foi

utilizada para a determinacéo dos limites (Tabela 11).

Tabela 11 - Limites e Deteccdo e de Quantificacdaslcurvas analiticas para analise da acrilamida

LOD 3,96 pg/L
LOQ 11,74 pg/L

5.3.5 Efeito Matriz

Os resultados obtidos a partir dos cromatogramas expostos nas Figuras 46, 47
e 48 indicam que a quantidade de acrilamida medida nas amostras de batatas tipo
chips, palha e de fast food (preparadas para apresentarem uma concentracdo de 75

ug / kg) é praticamente metade da quantidade de acrilamida medida em um padrao
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com concentracao de 75 pg / kg (Figura 49). Lembrando que o parametro utilizado
para medida da concentracéo é a altura do pico.

A altura média encontrada no padréo de acrilamida a uma concentracéo de 75
ug / kg foi 6359. J4 altura média encontrada nas batatas tipo chips, palha e de fast
food foi respectivamente 3452, 3196 e 3210. E importante observar que as alturas
encontradas nas trés amostras sao muito parecidas, demonstrando que o efeito matriz

parece ser o mesmo sofrido em todas elas.

Figura 46 - Cromatograma obtido na realizac@o do e de efeito matriz para a batata frita tipo chips
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 pL.
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Figura 47 - Cromatograma obtido na realiza¢c&o do e de efeito matriz para a batata frita tipo palha
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento

de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 L.
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Figura 48 - Cromatograma obtido na realiza¢édo do we de efeito matriz para a batata frita tipofast food.
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento

de onda: 200 nm; volume de inje¢&o: 150 pL.

0.0164

0.0144

0.0124

0.0104

0.008+

0.006-]

AU

0.004]

0.002-

0.0004—~— N~

3913

] (R
2.00 4.00

Minutes

Peak Results
Mame | RT | Area | Height| Amount | Units

1 3913 | 18345 | 3210

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00 30.00




86

Figura 49 - Cromatograma obtido na realizac@o do e de efeito matriz com o padréo de acrilamida em
uma concentracédo de 75¢/ kg.
Condi¢des cromatogréficas: fase movel: agua / aceitrila (95:5, v/v); fluxo: 1,0 mL / min; comprimento
de onda: 200 nm; volume de injecdo: 150 pL.
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5.3.6 Precisao Intermediaria

Baseando-se em critérios estabelecidos a partir do valor de HorRat,
encontramos 0,0144 indicando que o método apresenta precisdo intermediaria
adequada em relacdo as duas colunas testadas, pois o critério de aceitabilidade é
HorRat < 2,0.

5.3.7 Exatidao

Através do teste F, verificou-se que ha homoscedasticidade das variancias.
Pois o F calculado foi 2,54, e € menor que o F critico 6,39.
A partir do resultado de que h4 homoscedasticidade entre as varianias, realizou-se o
tese t. Obtendo-se um t calculado de 1,42, inferior ao t critico 2,132.

Sendo assim, a metodologia é considerada robusta.
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5.4 DETERMINACAO DO TEOR DE ACRILAMIDA EM ALIMENTOS E ESTIMATIVA

DA EXPOSICAO

A partir dos teores médios de acrilamida encontrados em cada tipo de batata
frita foi possivel determinar a exposicdo de acrilamida das criangas entrevistadas,
tendo como base os dados obtidos nos questionarios aplicados.

O peso médio das criangas em cada idade esta descrito na tabela 12.

Tabela 12 - Peso médio por idade

dade Peso Médio

(kg)
3 14,6
4 17,6
5 20,0
6 22,6
7 24,3
8 30,0
9 34,7
10 34,8
11 43,7
12 45,6
13 50,2
14 51,6

Nas tabelas 13, 14 e 15 é possivel observar a quantidade em gramas,
equivalente a cada medida caseira (porcao), dos trés diferentes tipos de batata
analisadas (chips, palha e de fast food) arguidas nos questionarios aplicados. Além
disso, também verifica-se a quantidade de acrilamida em cada porcao de batata frita.

A conversdo das medidas caseiras para gramas foi realizada através de

pesagem analitica realizada em triplicata.



88

Tabela 13 - Medida caseira X quantidade em gramas dor de acrilamida em batata frita tipo chips

Batata frita tipo chips Batata frita tipo chips Acrilamida

medida caseira Quantidade (g) (ng)
1 colher de sopa 4,5 3,7
2 colheres de sopa 9,0 7.4
3 colheres de sopa 13,5 11,0
Meio prato de sobremesa 17,0 13,9
Um prato de sobremesa 34,0 27.8
Mais de um prato de sobremesa >34,0 >27,8

Tabela 14 - Medida caseira X quantidade em gramas dor de acrilamida em batata frita tipo palha

Batata frita tipo palha Batata frita tipo palha Acrilamida

medida caseira Quantidade (g) (ng)
1 colher de sopa 5,4 1,6
2 colheres de sopa 10,8 3,1
3 colheres de sopa 16,2 4,7
Meio prato de sobremesa 19,5 5,6
Um prato de sobremesa 39,0 11,3
Mais de um prato de sobremesa >39,0 >11,3

Tabela 15 - Medida caseira X quantidade em

ramas dor de acrilamida em batata frita tipofast food

Batata frita tipo fast food Batata frita tipo fast food | Acrilamida
medida caseira Quantidade (g) (Mg)

1 colher de sopa 11,2 215,2
2 colheres de sopa 22,4 430,5
3 colheres de sopa 33,6 645,7
Meio prato de sobremesa 56,0 1.076,2
Um prato de sobremesa 112,0 2.152,5
Mais de um prato de sobremesa >112,0 >2.152,5
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A partir da quantidade em gramas de cada tipo batata frita consumida e do peso
médio das criancas € possivel estimar a exposi¢do a acrilamida através deste alimento
fonte a que as criancas estao sendo expostas.

Levando-se em consideracdo o consumo demostrado no item 5.1.3 nas Figuras
29, 28 e 29, verificamos a seguinte estimativa de exposi¢ao infantil em pg acrilamida
/ kg PC em relacao a ingestéo de batatas tipo chips (Tabela 16).

Tabela 16 — Estimativa da exposi¢éo infantil em pacrilamida / kg PC em relacdo a ingestao de batatas

tipo chips
Idade pg acrilamida / kg PC
3 0,25-1,90
4 0,21 -1,58
5 0,19-1,39
6 0,16 — 1,23
7 0,15-1,14
8 0,12 -0,93
9 0,11-0,80
10 0,11 -0,80
11 0,08 — 0,64
12 0,08 -0,61
13 0,07 -0,55
14 0,07 -0,54
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Ja em realcdo a ingestao de batatas tipo palha a exposicéo a acrilamida pode
ser verificada na tabela 17.

Tabela 17 - Estimativa da exposicao infantil em pgcrilamida / kg PC em relacdo a ingestdo de batatas

tipo palha
Idade ug acrilamida / kg PC
3 0,11 -0,77
4 0,09 - 0,64
5 0,08 - 0,57
6 0,07 -0,50
7 0,07 -0,47
8 0,05-0,38
9 0,05-0,33
10 0,05-0,32
11 0,04 -0,26
12 0,04 - 0,25
13 0,03-0,23
14 0,03-0,22
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E por fim, a exposicéo a acrilamida através das batatas fritas vendidas em fast

food esta demonstrada na tabela 18.

Tabela 18 - Estimativa da exposicao infantil em pgcrilamida / kg PC em relacdo a ingestdo de batatas

tipo fast food
Idade ug acrilamida / kg PC
3 14,74 — 147,43
4 12,23 - 122,30
5 10,76 — 107,63
6 9,52 -95,24
7 8,86 — 88,58
8 7,17 -71,75
9 6,20 — 62,03
10 6,18 — 62,85
11 4,92 — 49,26
12 4,72 — 47,20
13 4,29 - 42,88
14 4,17 -41,72

Ao observarmos no item 5.1.3 a Figura 17, observamos que 62,9% (334) das

criancas consomem batata frita 1 vez por semana ou mais.

Se considerarmos as 38,8 % (206) das criangcas que consomem uma vez por

semana algum tipo de batata frita, obtemos a seguinte estimativa de exposicao diéria

a acrilamida (tabelas 19, 20 e 21).
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Tabela 19 - Estimativa da exposicao infantil em pgcrilamida / kg PC / dia em relacdo a ingestéo de

batatas tipo chips

Idade | pg acrilamida / kg PC / dia
3 0,036 — 0,272
4 0,030 - 0,226
5 0,026 — 0,199
6 0,023 - 0,176
7 0,022 - 0,163
8 0,018 - 0,132
9 0,015-0,114
10 0,015-0,114
11 0,012 - 0,091
12 0,012 - 0,087
13 0,011 -0,079
14 0,010 -0,077

Tabela 20 - Estimativa da exposicao infantil em pgcrilamida / kg PC / dia em relacdo a ingestéo de

batatas tipo palha

Idade | pg acrilamida / kg PC / dia
3 0,016 - 0,111
4 0,013 - 0,092
5 0,011 - 0,081
6 0,010 -0,071
7 0,009 — 0,066
8 0,008 — 0,054
9 0,007 — 0,047
10 0,007 — 0,046
11 0,005 - 0,037
12 0,005 - 0,035
13 0,005 - 0,032
14 0,004 - 0,031
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Tabela 21 - Estimativa da exposicao infantil em pgcrilamida / kg PC / dia em relacdo a ingestéo de

batatas tipofast food

Idade | pg acrilamida / kg PC / dia
3 2,11 - 21,06
4 1,75-17,47
5 1,54 - 15,38
6 1,36 — 13,61
7 1,27 -12,65
8 1,02 -10,25
9 0,89 — 8,86
10 0,88 — 8,84
11 0,70 -7,04
12 0,67 — 6,74
13 0,61 -6,13
14 0,60 — 5,96
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa foi possivel verificar que as
criancas estdo expostas a uma quantidade bastante significativa de acrilamida
proveniente apenas da ingestao de batatas fritas.

A exposicao a acrilamida proveniente de batas fritas tipo chips variou de 0,010
a 0,272 ug/ kg PC / dia. Ja a exposicéo a acrilamida por batatas fritas tipo palha ficou
entre 0,004 a 0,111 pg / kg PC / dia. E por fim, a maior exposi¢ao a acrilamida pelas
criancas € oriunda do consumo de batatas fritas vendidas em lanchonetes fast foods,
representando uma variacéo de 0,60 a 21,06 ug / kg PC / dia.

Observando estudos realizados ao redor do mundo, verificamos que nossas
criangas consomem uma quantidade elevada de acrilamida em sua dieta.

Se levarmos em consideracao que a OMS admite um consumo toleravel de 12
Hg de acrilamida / kg PC / dia, percebemos que criangas mais jovens € com um peso
corporal menor, mas que consumam uma alta quantidade de batata frita em
lanchonetes estdo consumindo praticamente o dobro do toleravel apenas
considerando o consumo dessas batatas fritas.

Foi muito comum nos questionarios 0s pais responderem que levam as
criancas a fast foods pelo menos 1 vez na semana, como uma rotina familiar.

Outra ponto importante observado no preenchimento dos questionarios é que
muitos pais relatavam que as criangas ndo consumiam batata frita na primeira pagina
de perguntas, porém, ao virarem a pagina e serem questionados sobre cada tipo de
batata frita, muitos deles admitiam que os filhos consumiam com regularidade batatas
fritas tipo chips e palha. Isso foi observado, muito provavelmente, porque os pais hao
associam batatas fritas vendidas em saquinho como sendo batatas que foram fritas
em Oleo e embaladas para a venda. Possivelmente, os pais acreditam que por estarem
em “embalagens comerciais” essas frituras sejam somente biscoitos.

Verificou-se também que as batatas de fast food, chips e palha sdo mais
consumidas que as batatas fritas caseiras (batata in natura, cortada e frita em casa) e
gue as batatas compradas congeladas pré fritas (somente para serem fritas em casa).
O maior consumo dessas batatas pode ser explicado pela facilidade de comprar

batatas em saquinho (chips e palha) e de levar as criancas até lanchonetes (fast food),
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gue oferecem um grande apelo em suas propagandas e também se tornam programas
de familia.

Ao observarmos os estudos realizados em outros paises, percebemos que
cada estudo, estima a exposi¢cdo a acrilamida de sua populacdo em um alimento
especifico. Alimento este, geralmente escolhido, por ser representativo no consumo
habitual da populacéo estudada

Este estudo procurou avaliar a exposi¢ao a acrilamida por criancgas residentes
no bairro da Tijuca, no municipio do Rio de Janeiro em relacdo ao consumo de pao
francés e batata frita.

Os resultados encontrados para a determinacéo do teor de acrilamida em pao
francés nao foram satisfatorios. Mesmo com inumeras modificacbes na metodologia
aplicada, e varias estapas de otimizacdo do meétodo, ndo foi possivel garantir a
separacdo completa dos picos obtidos nos cromatogramas, e assim, néo foi possivel
quantificarmos a acrilamida presente no péo. Para obtermos uma melhor separacéo,
precisariamos usar mais agua na proporcao da fase movel, porém, nossa fase movel
ja estava com o0 maximo de agua suportado pela coluna cromatografica (95 % de agua
e 5 % de acetonitrila). Aparentemente o pico encontrado em 4.236 minutos parece ser
acrilamida, porém, para essa confirmacdo se faz necessario um outro método de
identificagcdo. A alternativa que utilizamos foi enriqguecer a amostra com acrilamida, e
este pico, aumentava, porém, como nao houve uma separacao adequada preferimos
nao afirmar que se tratava da acrilamida, pois poderiam haver dois picos ou mais
sobrepostos.

J4 em relagdo as andlises realizadas nos trés tipos de batatas fritas,
observamos uma boa separacdo dos picos e uma boa extracdo da acrilamida para as
analises. Tanto as condi¢cdes de extracdo (peso da amostra e volume de metanol
utilizado para extracdo) quanto as condi¢cdes cromatogréficas (cromatégrafo, coluna,
fluxo, fase movel, volume de inje¢cdo e comprimento de onda UV) foram alteradas
diversas vezes, com a intencdo de otimizar os resultados obtidos.

Vale ressaltar que o teor de acrilamida presente em batatas fritas de fast food
foram bem maiores do que os teores encontrados em batatas chips e palha. E
importante também destacar, que se levarmos em conta o resultado do teste de efeito
matriz, a quantidade de acrilamida presente nessas amostras pode ser o dobro do

encontrado.
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Tanto para confec¢do da curva que avaliou a linearidade do método quanto
para a analise das amostras, a concentracdo estudada de acrilamida é expressa em
1g / kg, ou seja, em ppb. Como esta concentracdo € muito pequena e 0s picos obtidos
nos cromatrogramas ficam muito préximos a linha de base, para determinacdo da
concentracéo de acrilamida, utilizou-se como parametro a altura do pico, e ndo sua
area. Assim minimizam-se os possiveis erros da interferéncia da linha de base na area
dos picos.

A quantidade de acrilamida presente nas diferentes marcas de cada tipo de
batata frita, sugerem que diferentes processos de fabricacdo, podem gerar alimentos
com um menor teor deste contaminante. Nas batatas tipo chips por exemplo, a marca
mais barata apresentou um teor de acrilamida de 1.665,95 ug / kg, enquanto a marca
mais cara apresentou um teor de 281,55 pg / kg e a marca mais popular (conhecida)
apresentou um teor de 504,04 pg / kg. Esses resultados podem demosntrar que
fabricas com um processo de fabricacdo com mais controle, podem produzir batatas
com menos acrilamida. Portanto, € de grande importancia que providéncias sejam
tomadas, com a finalidade de divulgar e incentivar as industrias a fabricarem produtos
com a menor quantidade possivel de acrliamida.

Procedimentos simples podem resultar na mitigagcédo de acrilamida, como por
exemplo a escolha de variedades de batata com menos quantidadaes de acUcares.
Além de existir a possibilidade do uso a enzima asparaginase, plantacdo em solos
especificos, controle no processo de estocagem, um processo de fritura que ndo gere
calor excessivo e submeter as batatas a um processo de branqueamento. Certamente
alguns desses procedimentos podem gerar alteracdes relevantes no perfil sensorial
dos alimentos, o que desencorajaria as industrias a utiliza-los. Porém, se houvesse
uma recomendacédo do teor maximo de acrilamida que cada tipo de alimento poderia
conter, possivelmente os fabricantes se esforcariam para adequar sua producgéo a
legislacdo e ao mesmo tempo agradar ao consumidor com um produto sadio.

Sendo o primeiro estudo direcionado a populacao infantil produzido no Brasil,
esta pesquisa procurou colaborar para que seja possivel tracar um perfil de consumo
de acrilamida pela populagao brasileira, em especial o consumo pelas criangas.

E necessario que novas pesquisas, com grupos etarios especificos e alimentos
largamente consumidos pela populacédo brasileira sejam realizadas, para que se

possa tracar um panorama nacional da exposicdo alimentar a acrilamida pela
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populacdo brasileira. Correlacionando os dados de exposicdo obtidos em novos
trabalhos com as pesquisas toxicolégicas que demonstram o potencial nocivo dessa
substancia espera-se que as autoridades se atentem para a necessidade de uma
legislacao, cartilha ou ao menos um manual com orientacdes para que a presenca de

acrilamida em produtos nacionais seja minimizada.
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7 PERSPECTIVAS

Espera-se que as informacfes geradas nesta tese possam contribuir para
avaliacdes de risco realizadas ao redor do mundo, além de permitir uma melhor
compreensao da distribuicdo de acrilamida em alimentos de diferentes paises.

A avaliacdo efetiva da exposi¢do a acrilamida pela populacao infantil tende a
gerar dados que contribuam para que politicas publicas sejam fortalecidas e possuam
embasamento para interferir e determinar que a fabricacdo de alimentos
industrializados sejam realizadas de maneira a diminuir o teor deste contaminante.
Contribuindo assim, com a Vigilancia Sanitéria, para que a informacdo seja
disseminada e que a cooperacao das industrias e do consumidor de maneira geral

possa ser efetiva.
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APENDICE A — Questionario “Avaliacdo da exposicdo e fetiva a acrilamida por

criancas pré-escolares e escolares residentes no mu  nicipio do Rio de Janeiro”

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud € |NEQS

“Avaliacao da exposicdo efetiva a acrilamida por criancas pré-escolares e escolares residentes no municipio do

Rio de Janeiro”

Nome da crianga:

Escola:

Série:

Data de Nascimento:

Sexo: () Masculino ( ) Feminino
Peso da crianca:

Altura da crianga:

1 - A crianga consome pao francés (também conhecido como péao de sal)?

D SIM D NAO (neste caso passe para a pergunta 4)

2 - Quantos paes franceses a crianga consome por dia?
D Zero |:| Meio pdo |:| 1 pao |:| 2 paes |:| 3 paes |:| 4 pdes ou mais

3 - Caso a crianga ndo consuma pao francés diariamente, qual é a frequéncia que ela consome este alimento? E

qual a quantidade que ela consome por vez?

4 - A crianga consome batata frita? (Obs. O interesse desta pergunta é saber se a crian¢a consome batatas fritas
em 6leo ou em qualquer outro tipo de gordura)

D SIM (neste caso siga para a pergunta 5) |:| NAO (neste caso o questionario acaba aqui)

5 - Quantas vezes na semana a crian¢a consome algum tipo de batata frita?
I I e L B e L I

|:| Outra frequéncia Especificar:
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6 - Quais os tipos de batatas fritas que a crianca consome? (marque quantas alternativas forem necessarias)
[ ] Batata frita caseira (batata in natura, cortada e frita em casa) - responda pergunta 7

Batata frita congelada (batata comprada ja cortada e congelada no supermercado e frita em casa) - responda pergunta 8
Batata frita de lanchonetes e restaurantes Fast Food - responda pergunta 9

Batata palha - responda pergunta 10

Batata tipo Rufles, Pringles, Layes, etc. - responda pergunta 11

7 - Qual a quantidade de batata frita caseira (batata in natura, cortada e frita em casa) que a crian¢a consome

por vez, ou seja, em uma refeicdo?
2 colheres 3 colheres Meio prato de 1 prato de Mais de 1 prato de
1 colher de sopa
de sopa de sopa sobremesa sobremesa sobremesa

8 - Qual a quantidade de batata frita congelada (batata comprada ja cortada e congelada no supermercado e
frita em casa) que a crian¢a consome por vez, ou seja, em uma refeicao?
2 colheres 3 colheres Meio prato de 1 prato de Mais de 1 prato de

1 colher de sopa
de sopa de sopa sobremesa sobremesa sobremesa

9 - Qual a quantidade de batata frita de lanchonetes e restaurantes Fast Food que a crian¢a consome por

vez, ou seja, em uma refeicdo?

2 colheres 3 colheres Meio prato de 1 prato de Mais de 1 prato de
1 colher de sopa
de sopa de sopa sobremesa sobremesa sobremesa
10 - Qual a quantidade de batata palha que a crian¢a consome por vez, ou seja, em uma refeicdo?
2 colheres 3 colheres Meio prato de 1 prato de Mais de 1 prato de
1 colher de sopa
de sopa de sopa sobremesa sobremesa sobremesa

11 - Qual a quantidade de batata tipo Rufles, Pringles, Layes, etc. que a crianga consome por vez, ou seja, em
uma refeicdo?
2 colheres 3 colheres Meio prato de 1 prato de Mais de 1 prato de

1 colher de sopa
de sopa de sopa sobremesa sobremesa sobremesa
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

INCQS

Caro (a) Senhor (a),

Eu, Shirley de Mello Pereira Abrantes, pesquisadora da FIOCRUZ, departamento de quimica, do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), Avenida. Brasil n° 4365, Manguinhos,
shirley.abrantes@incgs.fiocruz.br, cujo telefone de contato é (21) 38655124, vou desenvolver uma pesquisa cujo
titulo é “Avaliacdo da real exposicéo a acrilamida por criangas pré-escolares e escolares residentes no municipio
do Rio de Janeiro”.

Gostariamos de convida-lo a participar desta pesquisa, cujo objetivo é determinar o consumo efetivo de
acrilamida pela populacdo pré-escolar e escolar do municipio do Rio de Janeiro, quantificando seus niveis em
alimentos consumidos por esta populagdo. A acrilamida é uma substancia normalmente presente em paes,
biscoitos, batatas fritas, dentre outros alimentos. A partir da determinagdo dos seus teores nos alimentos sera
possivel relacionar esses dados com publicagdes existentes sobre os riscos e 0s danos a saude de criangas.

O controle dos niveis de acrilamida nos alimentos, € um grande desafio da Saude Publica, e é de
fundamental importancia devido aos riscos toxicoldgicos associados ao consumo dessa substancia. Deste modo,
0 presente projeto busca contribuir com a divulgacéo de dados e sugestdes para que a presenca da acrilamida
seja minimizada ou eliminada nos alimentos durante a fabricacdo e o processamento. Além, da necessidade da
melhoria dos habitos alimentares e uma maior preocupacdo com os alimentos que séo oferecidos as criangas, a
fim de prevenir agravos a saude da populacéo, especialmente a populacéo infantil.

Necessito que o Sr. (a) forneca informagdes a respeito de seu (sua) filho (a), cujas perguntas estdo em
anexo.

A participacao do (a) seu (a) filho (a) nesta pesquisa é voluntaria e ndo determinara qualquer risco ou
desconforto, pois ndo manterei qualquer contato com ele (a), ficando a coleta dos dados restritos a entrevista.

A participacéo do (a) seu (a) filho (a) ndo trar4 qualquer beneficio direto mas proporcionard um melhor
conhecimento a respeito dos efeitos da ingestéo de acrilamida sobre as criangas, que poderéo beneficiar outras
criangas ou, entédo, somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio.

Informo que Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer esclarecimento
de eventuais davidas. Se tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP Fiocruz / IOC Instituto Oswaldo Cruz / Fundag&o Oswaldo
Cruz, situado na Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansdo) Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP: 21.040-360
Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br - coordenagédo: Dr. José Henrique da Silva Pilotto e Dra.
Maria Regina Reis Amendoeira

Também é garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo, sem qualquer prejuizo, puni¢cdo ou atitude preconceituosa.

Garanto que as informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outras criangas, ndo sendo
divulgada a identificagdo de nenhum dos participantes.

O Sr (a) tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas e caso seja
solicitado, darei todas as informagfes que solicitar.

Nao existira despesas ou compensacdes pessoais para o participante em qualquer fase do estudo.
Também n&o ha compensacao financeira relacionada a participacédo do (a) seu (a) filho (a).

Eu me comprometo a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e os resultados seréo veiculados
através de artigos cientificos em revistas especializadas e/ou em encontros cientificos e congressos, sem nunca
tornar possivel a identificagédo do (a) seu (a) filho (a).

Este termo de consentimento livre e esclarecido sera feito em duas vias de igual teor, sendo uma
disponibilizada ao senhor (a) e a outra ficard conosco.
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Consentimento Pds-informacéo

Acredito ter sido suficiente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo da real exposicao a acrilamida
por criangas pré-escolares e escolares residentes no municipio do Rio de Janeiro”.

Eu entendi a proposta da pesquisadora Shirley de Mello Pereira Abrantes e
estou certo sobre a minha decisdo em permitir a participacado de meu (minha) filho (a)
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que a participacédo do (a) meu (minha) filho (a) é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso aos resultados e de esclarecer minhas
davidas a qualquer tempo. Concordo voluntariamente em permitir a participacdo do
(@) meu (minha) filho (a) deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a
qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Nome da crianca:

Data / /

Assinatura do pai (mé&e) ou responsavel
Nome:
Endereco:
RG:
Fone:

Data / /
Assinatura da pesquisadora

Data / /

Assinatura da aluna de doutorado
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APENDICE C — Termo de assentimento ao menor

Ministério da Saude &Eﬁ\
FIOCRUZ m
Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadd € |NEQS

Termo de assentimento ao menor

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliacdo da real exposicédo a acrilamida por
criancas pré-escolares e escolares residentes no municipio do Rio de Janeiro”.

A acrilamida pode estar presente em péaes, batata frita, bolos e salgadinhos. Queremos saber quanto
as criancas e jovens estdo consumindo desses alimentos, para verificarmos se essa quantidade
prejudica a saude, pois a acrilamida € uma substancia que pode ser toxica para os seres humanos.
As criancas e jovens que irdo participar dessa pesquisa tém de 3 (trés) a 14 (quatorze) anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um direito seu, ndo tera nenhum problema se
desistir.

A pesquisa sera distribuida na sua escola. Para isso, serd usado um questionario que deve ser
preenchido com suas informacdes por seus responsaveis.

Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelo telefone 38655124 da pesquisadora Shirley
de Mello Pereira Abrantes.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas, nem
daremos a estranhos as informacfes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser publicados,
mas sem identificar as criancas que participaram da pesquisa. Quando terminarmos a pesquisa 0s
resultados serdo divulgados em revistas cientificas.

Se vocé tiver alguma duavida, vocé pode me perguntar ou a pesquisadora Maria Clara de Oliveira
Pinheiro. Eu escrevi o telefone na parte de cima desse texto.

Em caso de esclarecimentos quanto a ética deste estudo, vocé pode entrar em contato com Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto Oswaldo Cruz / Fundag&o
Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansdo) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP:
21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br - coordenacado: Dr. José Henrique
da Silva Pilotto e Dra. Maria Regina Reis Amendoeira

Este termo de assentimento sera feito em duas vias iguais, sendo uma sua e a outra ficara conosco.

Eu aceito participar da pesquisa “Avaliacdo da real
exposicdo a acrilamida por criangas pré-escolares e escolares residentes no municipio do Rio de
Janeiro” que tem o objetivo de determinar o consumo efetivo de acrilamida pela populagéo infantil do
municipio do Rio de Janeiro e quantificar seus niveis em alimentos consumidos pelas criancas e jovens.
Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir.
Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do menor Assinatura da pesquisadora
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APENDICE D — Termo de Consentimento da Escola

Ministério da Saude &Eﬁ\
FIOCRUZ m
Fundacao Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadd € |N9QS

Termo de Consentimento da Escola
Prezado (a),

Eu, Shirley de Mello Pereira Abrantes, pesquisadora titular em Saude Publica da
FIOCRUZ, venho solicitar autorizacao para que Maria Clara de Oliveira Pinheiro, aluna do
Doutorado, desenvolva a pesquisa "Avaliacao da real exposi¢cao a acrilamida por criangas preé-
escolares e escolares residentes no municipio do Rio de Janeiro" sob minha orientacao nesta
escola.

O objetivo deste estudo € avaliar a presenca e o consumo de acrilamida presente em
paes e batatas fritas consumidos pelas criancas, determinando seus teores nesses produtos,
tentar relacionar com dados de outras publicacGes e verificar se e em que quantidade o
consumo de algum ou alguns deles trariam dano a satde das criancas.

Para conhecermos a quantidade de pées e batatas fritas consumidos pelas criancas,
pretendemos aplicar um questionario (modelo em anexo). As criangas levariam o questionario
para a casa, entregando-o ao seu responsavel, o qual, apds respondé-lo, 0 encaminharia ao
professor, possibilitando-nos, assim, a coleta de dados e consequientemente sua andlise.
Junto com o questionério iria um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, elucidando
aos responsaveis sobre a pesquisa e, confirmando ou ndo sua participacao.

A participacao da crianca consiste apenas no preenchimento do questionario por seus
responsaveis.

Em qualquer etapa do estudo a escola e os responsaveis tém a garantia de acesso ao
trabalho feito para esclarecer duvidas eventuais.

Caso haja alguma consideracéo sobre a ética da pesquisa podera ser feito contato
com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP Fiocruz / 10C Instituto
Oswaldo Cruz / Fundacdo Oswaldo Cruz, situado na Avenida Brasil, 4.036 - sala 705
(Expansao) Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-