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APRESENTAÇÃO

Com grande entusiasmo apresentamos o primeiro volume da coleção “A Produção 
do Conhecimento nas Ciências da Saúde”. Um trabalho relevante e sólido na área da 
saúde composto por atividades de pesquisa desenvolvidas em diversas regiões do 
Brasil. 

Tendo em vista a importância dos estudos à nível microbiológico, para o avanço 
do conhecimento nas ciências da saúde, reunimos neste volume informações 
inéditas apresentadas sob forma de trabalhos científicos que transitam na interface 
da importância da microbiologia à nível clínico, patológico, social, ergonômico e 
epidemiológico.

Com enfoque direcionado às análises, avaliações, caracterização e determinantes 
ambientais, parasitológicos e econômicos, a obra apresenta dados substanciais de 
informações que ampliarão o conhecimento do leitor e que contribuirão com a formação 
e possíveis avanços nos estudos correlacionados às temáticas abordadas.

O interesse cada vez maior em conhecer e investigar no ambiente novos focos 
parasitários tem como base transformações provocadas por mudanças econômicas ou 
sociais, urbanização crescente, tratamentos e descartes inadequados de antibióticos, 
que  propiciam aparecimento de novos focos. Assim, dados obtidos em diferentes 
locais sobre diferentes condições ambientais ou de desenvolvimento microbiano/
parasitário são relevantes para atualização do conhecimento sobre mecanismos de 
ação do agente patológico assim como diagnóstico e tratamento eficaz. 

Uma vez que a interdisciplinaridade tem sido palavra chave nas ciências da 
saúde observaremos aqui um fio condutor entre cada capítulo que ampliará nossos 
horizontes e fomentará propostas de novos trabalhos científicos.

Assim, o conteúdo de todos os volumes é significante não apenas pela teoria 
bem fundamentada aliada à resultados promissores, mas também pela capacidade de 
professores, acadêmicos, pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir 
conhecimento em saúde nas condições ainda inconstantes do contexto brasileiro. 
Desejamos que este contexto possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui 
presente pode ser um agente transformador por gerar conhecimento em uma área 
fundamental do desenvolvimento como a saúde.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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QUANTIFICAÇÃO DE TMA EM CARANHAS 
DESCONGELADAS E RECONGELADAS POR RMN DE 1H

CAPÍTULO 25
doi

Vinícius Silva Pinto
Universidade Federal de Goiás, Instituto de 

Química
Goiânia-Goiás

RESUMO: Os peixes são importantes fontes 
de ácidos graxos insaturados, aminoácidos 
essenciais e vitaminas. Porém, são altamente 
susceptíveis a deterioração e a proliferação 
de microrganismos, resultando numa vida útil 
reduzida. Para retardar a extensão dessas 
reações, é indicado o uso do frio em todas as 
etapas do processamento. Uma vez interrompido, 
reações indesejadas são favorecidas, que 
podem comprometer o consumo. Embora 
importantes, nem sempre é possível ao 
consumidor identificar peixes impróprios ao 
consumo devido ao recongelamento. Nesse 
contexto, foi avaliado a influência de sucessivos 
recongelamentos em caranhas por meio da 
espectroscopia de ressonância magnética 
nuclear de 1H (RMN de 1H). Os recongelamentos 
ocorreram em ciclos executados em intervalos 
de 1, 4, 7, 11, 15, 19 e 24 dias. A cada ciclo, 
foram realizadas extrações em fase aquosa 
seguidas de experimentos de RMN de 1H. 
Após a caracterização do perfil metabólico, foi 
identificado que o sinal em 2,90 ppm, referente 
a trimetilamina (TMA), apresentou aumento de 
intensidade devido aos recongelamentos. A 

variação na concentração entre o primeiro e o 
último ciclo foi de 0,09 ± 0,005 mmolar para 0,63 
± 0,005 mmolar, respectivamente. Os resultados 
indicaram que durante os descongelamentos/
recongelamentos houve aumento da atividade 
microbiana, visto que a TMA, metabólito 
responsável pelo odor do peixe estragado, é 
formada pela redução enzimática exógena do 
óxido de trimetilamina (OTMA). Isso reforça a 
importância da estabilidade da cadeia do frio do 
peixe.
PALAVRAS-CHAVE: RMN de 1H; perfil 
metabólico; cadeia do frio do pescado.

ABSTRACT: Fish are important sources 
of unsaturated fatty acids, essential amino 
acids and vitamins. However, they are highly 
susceptible to deterioration and proliferation of 
microorganisms, resulting in a reduced shelf 
life. To delay the extension of these reactions, 
the use of cold is indicated at all stages of 
processing. Once interrupted, unwanted 
reactions are favored, which can compromise 
consumption. Although important, it is not 
always possible for the consumer to identify 
fish unfit for consumption by refreezing. In this 
context, the influence of successive freeze-ups 
on casserones was evaluated by means of 1H 
nuclear magnetic resonance spectroscopy 
(1H NMR). The refreezes occurred in cycles 
performed at 1, 4, 7, 11, 15, 19 and 24 day 
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intervals. At each cycle, extractions were performed in aqueous phase followed by 1H 
NMR experiments. After characterization of the metabolic profile, the signal at 2.90 
ppm, referring to trimethylamine (TMA), showed a increase in intensity due to re-
freezing. The variation in concentration between the first and the last cycle was from 
0.09 ± 0.005 mmolar to 0.63 ± 0.005 mmolar, respectively. The results indicated that 
during the thawing / re-freezing period there was an increase in the microbial activity, 
since the TMA, the metabolite responsible for the odor of spoiled fish, is formed by the 
exogenous enzymatic reduction of trimethylamine oxide (OTMA). This reinforces the 
importance of the stability of the cold chain of the fish.
KEYWORDS: 1H NMR; metabolic profile; fish cold chain

1 | 	INTRODUÇÃO

O termo pescado caracteriza todos os animais aquáticos destinados à alimentação 
humana. Dentre os principais produtos oriundos da pesca, destacam-se os peixes, 
que podem ser obtidos pelo consumidor na forma fresca (in natura), caracterizada pelo 
animal recém-capturado, submetido ou não a refrigeração e no estado cru; e/ou na 
forma industrializada, que compreende o produto submetido a processos elaborados 
de manuseio e preservação, como o processamento em postas, salga ou adição de 
conservantes (OETTERER, D’ARCE, SPOTO, 2006; DIPOA, 2018; FAO, 2018).

A Organização Mundial de Saúde (OMS) classifica a carne do peixe como fonte 
proteica de alta qualidade e recomenda o consumo mínimo de 20 kg per capita/ano 
(OMS, 2018). Segundo levantamento realizado no ano de 2017, o brasileiro apresentou 
consumo médio de aproximadamente 14 kg per capita/ano, abaixo do recomendado 
pela OMS, porém acima da recomendação da Food And Agriculture Organization of 
the United Nations (FAO) de 12 kg per capita/ano (DIPOA, 2018; FAO, 2018).

A crescente demanda no consumo do peixe está ligada ao seu alto valor 
nutricional, sendo esse decorrente da presença de lipídios com ácidos graxos 
poliinsaturados, osmorreguladores, vitaminas, aminoácidos essenciais e não 
essenciais, baixas concentrações de colesterol de baixa densidade além de um tecido 
de fácil digestibilidade (GHALY et al., 2010; KHAN, ALDOSARI, HUSSAIN, 2018).

A disponibilidade desses componentes é máxima na forma fresca. Porém, devido 
à grande disponibilidade de nutrientes, pH próximo a neutralidade e a alta umidade (65-
85%), os peixes são susceptíveis a proliferação de microrganismos e de reações que 
levam a sua deterioração, conferindo uma baixa vida útil (VIDAL, 2012; SHUMILINA 
et al., 2015). 

Para aumentar a vida útil do pescado, procedimentos de armazenamento a frio são 
recomendados até o momento do preparo do alimento. O uso do frio em habitações (frio 
doméstico), no comércio (frio comercial), na Indústria (frio industrial) e nos transportes, 
caracteriza, a cadeia do frio do pescado. Quanto mais baixa for à temperatura de 
conservação, menor é a possibilidade de desenvolvimento de microrganismos que 
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levam à deterioração do produto. O aumento da temperatura de forma acidental ou 
intencional, pode diminuir o tempo total de conservação inicialmente previsto. Assim, 
a manutenção da cadeia do frio do pescado apresenta relação direta com a qualidade 
adquirido pelo consumidor (FAO AND WHO, 2012; TOLSTOREBROV, 2016).

Determinadas classes de substâncias podem ser utilizadas para identificar a 
ocorrência de práticas inadequadas (ex: quebra da cadeia do frio) no armazenamento 
do pescado. Um exemplo são as metilaminas, substâncias formadas principalmente 
pela atividade bacteriana na carne do peixe (CASTEJON, 2016). Durante a deterioração 
bacteriana do peixe, o óxido de trimetilamina (OTMA), substância que atua como 
osmorregulador proteico, é reduzido a trimetilamina (TMA), substância que caracteriza 
o cheiro do peixe estragado e indica que o alimento é impróprio ao consumo. A TMA por 
sua vez, pode ser reduzida por ação enzimática, ocorrendo a formação de dimetilamina 
(DMA) e formaldeído. Logo, a detecção de metilaminas apresenta grande relevância 
nutricional e sanitário (HUSS, 1995; CASTEJON, 2016).

As análises sensoriais e de determinação de bases voláteis totais (N-BVT) são as 
principais metodologias usadas para identificar as metilaminas (MAPA, 2018). Porém, 
à natureza subjetiva da análise sensorial e o emprego de substâncias químicas nocivas 
(ex: ácido bórico p.a.; ácido clorídrico 37% etc.) no método N-BVT, conferem limitações 
as técnicas (SHUMILINA et al., 2015; DIPOA, 2018). Nesse contexto, a espectroscopia 
de Ressonância Magnética Nuclear (RMN), amplamente usada na elucidação 
estrutural, encontra grande utilidade como ferramenta analítica para a detecção de 
metilaminas em pescado. Sua natureza não seletiva e sua grande reprodutibilidade, 
permite a obtenção de espectros que apresentam verdadeiros fingerprints metabólicos, 
sem a necessidade de protocolos rebuscados de separação, em curto período de 
tempo e com uso de quantidades reduzidas de solventes. Assegurando determinados 
parâmetros (ex: tempo de relaxação transversal, pulsos calibrados, relação sinal/ruído 
etc.), a análise por RMN, permite ainda, a obtenção de resultados quantitativos e 
qualitativos de forma concomitante (TERESA, 2016).

As análises quantitativas por RMN (RMNq) em matrizes complexas como 
alimentos ou fluídos biológicos, apresentam um desafio no que tange a escolha de 
um padrão interno para a quantificação. Essa substância deve atender a requisitos 
como pureza, inercia química, baixa volatilidade e uma solubilidade similar ao analito. 
Sua estrutura química também deve ser considerada a fim de evitar a sobreposição 
aos sinais de RMN do analito. Como proposta alternativa para a RMNq, Siege Akoka 
et al. desenvolveram uma série de algoritmos que dispensam o uso de padrões 
internos inseridos diretamente no tubo de análise. O protocolo denominado Eletronic 
Reference to acess In-vivo Concentration (ERETIC), permite a inserção de sinais de 
RMN sintéticos em qualquer região espectro que contém o analito, tornando possível, 
a quantificação em matrizes complexas sem o risco de interação padrão-analito. O 
ERETIC depende apenas de uma etapa de calibração com o uso de uma amostra de 
pureza e concentração conhecidas (BHARTI E ROY, 2012; AKOKA et al., 1999).
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O presente trabalho descreve o uso da RMNq como ferramenta analítica usada 
detecção de TMA em amostras de caranhas submetidas a ciclos de descongelamentos 
e recongelamentos, simulando a quebra da cadeia do frio. Para efeitos de comparação, 
foram quantificados os teores de TMA em amostras de caranhas apenas armazenadas 
e não recongeladas após o experimento. Os resultados indicaram forte intensificação 
na produção de TMA nas amostras que foram progressivamente descongeladas e 
recongeladas.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Coleta e Preparo Das Amostras

Vinte e quatro amostras de caranha (Piaractus brachypomus) oriundas do 
mesmo tanque de confinamento foram adquiridas na cidade de Goiânia (Goiás). Logo 
após o abate, os peixes limpos e eviscerados foram levados em caixas resfriadas até 
laboratório de RMN do Instituto de Química da Universidade Federal de Goiás, onde 
foram armazenadas a temperatura de aproximadamente -20°C até o instante de cada 
análise. As amostras foram divididas em dois grupos:

•	 21 amostras controles, sendo 3 peixes para cada instante (T0-6) de análise. 
Foram armazenadas a -20°C até o momento do experimento e não recon-
geladas;

•	 3 amostras tratamento, descongeladas em cada instante (T0-6) de análise e 
após o experimento, recongeladas a -20°C. A figura 1 apresenta o fluxogra-
ma de instantes de descongelamento, análise e recongelamentos.

Figura 1. Protocolo experimental de armazenamento e ciclos de descongelamentos e 
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recongelamentos.

2.2	Extração dos Metabólitos Polares

Alíquotas da carne interna da caranha, removidas das áreas próximas a cauda, 
dorso e cabeça, com massa total de 2,0g foram transferidas para um moinho analítico 
para a trituração. 100,0mg do triturado foram submetidos a extração com 1000,0 μL 
de D2O (óxido de deutério) em banho ultrassônico por 30 minutos e centrifugação por 
30 minutos. O homogeneizado foi filtrado e transferidos 600,0μL do extrato para tubo 
de análise de RMN (figura 2).

Figura 2. Protocolo de extração.

2.3	Experimentos de Rmn De 1H

Os experimentos de RMN de 1H foram adquiridos em espectrômetro Bruker 
Avance III 11,75 T equipado com sonda de detecção inversa (TBI) de 5 mm, situado no 
laboratório de Ressonância Magnética Nuclear do Instituto de Química da Universidade 
Federal de Goiás (LAB-RMN-UFG). Os experimentos foram realizados com controle 
de temperatura a 25 °C utilizando 600,0 µL de extrato. O ácido trimetilsililpropanóico 
(TSP-d4) 0,01 % (m/m) foi utilizado como referência interna de deslocamento químico. 

Os experimentos de 1H foram realizados com 256 promediações e 8 “dummy 
scans”. Foram usados 65536 pontos para a digitalização do FID com janela espectral 
de 20,0 ppm e sem giro da amostra. O tempo total de repetição para cada promediação, 
que contempla a condição quantitativa de 5 x o tempo de relaxação transversal (T1), 
foi de 11,0 segundos. Tanto a calibração dos pulsos e ajuste da homogeneidade 
foram realizados automaticamente. As linhas de base e as fases dos espectros foram 
corrigidas manualmente.

2.4	Calibração do Método Eretic2

Como padrão de calibração do ERETIC2 foram utilizados os sinais de RMN de 
1H da sacarose na concentração de 2 mmol/l solubilizada em solução de 90,0 % H2O 
+ 10,0% D2O + 0,05% ácido 4,4-dimetil-4-silapentano sulfônico (DSS) em tubo selado. 
Os parâmetros de aquisição, processamento, sonda e temperatura foram os mesmos 
usados nos experimentos de RMN de 1H dos extratos.
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3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Caracterização do Perfil Metabólico por Rmn de 1H 

A figura 3 apresenta o espectro de RMN de 1H do extrato em D2O de uma amostra 
de caranha. A caracterização dos sinais dos metabólitos foi realizada com base em 
informações contidas no Human Metabolomics Database (HMDB, 2018) e na literatura 
(SHUMILINA, 2015). 

Figura 3. Caracterização do perfil metabólico da caranha por RMN de 1H em fase aquosa.

A faixa do espectro compreendida entre 0,6-3,0 ppm foi caracterizada pelos sinais 
de hidrogênio de grupos alifáticos. Foram identificados sinais de aminoácidos como 
lisina, leucina, alanina. Também foram identificados os sinais de bases conjugadas 
dos ácidos acético e lático, sendo o último, de intensidade dominante na região de 
1,38 ppm. Na região entre 6,0-10,0 ppm, foram caracterizados os sinais da adenosina 
trifosfato (ATP) e de seus produtos de degradação como adenosina difosfato (ADP) e 
monofostato (AMP), respectivamente. Essa região espectral refletiu as alterações post 
mortem que ocorreram no peixe. Durante os primeiros instantes após abate, o sistema 
enzimático endógeno promoveu reações que consumiram glicogênio, fosfocreatina 
e ATP. Com a escassez de oxigênio nas células, o sistema aeróbio que sintetizava o 
ATP foi inutilizado e a síntese anaeróbia de ATP continuou até que todo o glicogênio 
fosse consumido. Ao término do processo foi iniciada a degradação do ATP. Quando 
a concentração de ATP chegou a valores abaixo de 1,0 µmol/g, foi iniciado o rigor 
mortis. As desfosforilações sucessivas do ATP levaram a formação de ADP e AMP, 
identificadas em 8,5 e 8,6 ppm, respectivamente. A desaminação do AMP formou a 
Inosina 5’-monofostato (IMP), que foi identificada em 6,15 ppm. Essa por sua vez, 
sofreu reações de desfosforilações, levando a formação de moléculas de inosina 
(INO), caracterizadas pelos sinais em 6,10 e 8,38 ppm. Também ocorreu a formação de 
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hipoxantina (Hx), identificada pelos sinais em 8,18 e 8,22 ppm (TEJADA, 2009). Entre 
3,0-6,0 ppm foram identificados os sinais da taurina, em 3,3 e 3,4 ppm, da betaína, em 
3,2 ppm, do aminoácido glicina, em 3,65 ppm além do segundo sinal do ácido lático, 
próximo a 4,0 ppm. Os dois sinais de grande intensidade em 3,1 e 3,9 ppm, foram 
atribuídos a presença da creatina/fosfocreatina. 

Em 3,23 ppm, o simpleto de grande intensidade caracterizou a presença do 
OTMA. Devido a rotação livre das ligações σc-c e consequente equivalência química, 
os nove hidrogênios metílicos originaram sinal com mesmo valor de deslocamento 
químico. O OTMA constitui uma importante fração do nitrogênio não proteico dos 
peixes. É formado através da ação enzimática no músculo e atua principalmente como 
osmorregulador proteico, impedindo o encharcamento da carne. Constitui um dos 
principais substratos para a utilização e decomposição microbiana, que após reações 
de redução, leva a formação da TMA, identificada próximo a 3,0 ppm (figura 4).

Figura 4. Identificação dos sinais da TMA e DMA.

3.2	Quantificação da Tma por Rmnq

As concentrações de TMA obtidas para as amostras de caranhas do grupo controle 
foram representadas pela figura 5. Ao final do primeiro 1° dia de armazenamento 
constante a -20°C, foi registrado aumento na concentração de TMA igual a 0,07 ±0,02 
mM, em relação a concentração inicial. Com o decorrer do tempo de armazenamento 
até o 24° dia, foram registradas diminuições nas concentrações da TMA, até o valor 
final de 0,07 ±0,01 mM. O decréscimo observado na concentração, indicada na curva 
de quantificação do grupo controle, foi associada à sua continua conversão a DMA por 
atividade microbiológica. Assim descrito por Castejón et al., a DMA é uma metilamina 
com formação induzida durante o congelamento, sendo um bioindicador de peixes 
armazenados por longos períodos (CASTEJÓN, 2016).
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Figura 5. Variações nas concentrações da TMA em mmolar determinadas pelo método 
ERETIC2 nas amostras de caranha do grupo controle.

Por outro lado, a curva de quantificação da TMA para as amostras de caranhas 
descongeladas e recongeladas por 7 ciclos ao longo dos 24 dias de armazenamento 
(grupo tratamento), demonstrou a forte influência que quebra da cadeia do frio teve na 
alteração da qualidade dos peixes (figura 6).
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Figura 6. Variações nas concentrações da TMA em mmolar determinadas pelo método 
ERETIC2 nas amostras de caranha do grupo tratamento.

Foi registrado decréscimo na concentração apenas ao final do primeiro ciclo 
de descongelamento e recongelamento (tempo igual a 1 dia), com variação na 
concentração de 0,10 ± 0,01 mM para 0,05 ± 0,01 mM (figura 6). Com o aumento do 
número de ciclos de descongelamentos e recongelamentos, foi registrado aumento 
contínuo na concentração de TMA até o valor final de aproximadamente 0,70 ± 0,01 
mM. Shumilina et al., descreveram um resultado similar em seu trabalho sobre o 
uso da RMN no monitoramento de mudanças post mortem em amostras de salmon 
(Atlantic salmon) que foram armazenados a temperaturas constantes de 0 e 4 °C. 
Foi identificado a influência que o aumento da temperatura apresentou no aumento 
da formação de TMA. Os autores identificaram que após 10 dias de armazenamento 
a temperatura de 0 °C, o valor de TMA produzida no músculo foi de 0,1 mg /100g de 
músculo de salmon. Após o dia 14, a concentração de TMA aumentou para 0,3 mg/100 
g de salmon. Para as amostras de salmon armazenadas a temperatura de 4°C, ao 
final do 7 dia de armazenamento, a TMA já apresentava concentração de 0,4 mg/100 
g de salmon. A concentração de TMA ao final dos 14 dias a temperatura de 4°C foi 
de 2,5 mg/100 g de salmon (SHUMILINA, 2015). No presente trabalho, o aumento 
da temperatura foi associado ao ato de descongelar, momento onde provavelmente 
a ação das bactérias foi estabelecida no tecido em maior extensão o que resultou na 
formação da TMA.
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Vale ressaltar que a legislação brasileira, representada no poder do Ministério 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), regulamenta através da Portaria 
N° 185, de 13 de maio de 1997, que a concentração permitida de bases voláteis totais 
(n-BVT) no pescado apto ao consumo humano deverá ser inferior a 30 mg/ 100g 
de carne (MAPA, 2018).  As n-BVT são representadas pela amônia, TMA e DMA. 
Quando convertemos as concentrações da TMA, apresentadas na figura 6 para mg e 
a normalizamos para 100 g de carne de caranha, torna-se claro o risco do consumo de 
peixes descongelados e recongelados (figura 7).
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Figura 7. Concentração de TMA em mg/ 100 g de carne de caranha recongelada. O limite legal 
permitido pela legislação MAPA foi representada pela linha.

Os sucessivos descongelamentos e recongelamentos, tornam as caranhas 
impróprias ao consumo a partir dos tratamentos 5 e 6, onde foram registrados valores de 
concentração de TMA, acima do limite estabelecido no regulamento técnico do MAPA. 
O mesmo não ocorreu com as amostras controle que foram mantidas a temperatura 
constante de -20°C e descongeladas apenas para a análise (figura 8). A concentração 
da TMA apresentou oscilações, indicando que existiu formação da mesma no peixe, 
porém, o limite estabelecido pelo regulamento MAPA não foi excedido.



A Produção do Conhecimento nas Ciências da Saúde Capítulo 25 246

0 1 2 3 4 5 6
0

5

10

15

20

25

30

35

40

[T M A ]limite

T
M

A
 (

m
g/

10
0g

 c
ar

an
h

a)

PE R Í ODO DE  A NÁ L I SE

Figura 8. Concentração de TMA em mg/ 100 g de carne de caranha controle. O limite legal 
permitido pela legislação MAPA foi representada pela linha.

O risco do consumo de peixes submetidos a processamentos inadequados de 
conservação aumenta no que concerne à falta de esclarecimento da população sobre 
segurança alimentar e de políticas sanitárias efetivas. Os resultados apresentados 
indicaram que caranhas armazenadas a temperaturas de -20°C, comuns em câmaras 
frias de grandes mercados e em refrigerados domiciliares, se submetidas a contínuos 
processos de descongelamento e recongelamentos, podem apresentar formação de 
compostos como a TMA, que conferem risco ao consumidor, por serem biomarcadores 
indicativos da atividade bacteriana no alimento.

4 | 	CONCLUSÃO

O presente estudo demonstrou a grande aplicabilidade da espectroscopia de 
RMN no estudo metabolômico do pescado. Amostras de caranha descongeladas e 
recongeladas intencionalmente foram usadas para avaliar a influência da quebra da 
cadeia do frio do pescado no que tange a formação da TMA. Quando comparado 
aos teores de TMA, determinados para amostras apenas armazenadas congeladas, 
foi demonstrado que a atividade biológica, principal mecanismo de formação da 
substância, foi extensivamente favorecido. Os resultados trazidos pela RMN reforçam 
a ideia do consumo do peixe em seu estado fresco além da necessidade de métodos 
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estáveis de armazenamento durante todas as etapas da cadeia do frio, para que o 
consumo do peixe recongelado não seja inviabilizado pelos processos degradativos 
aqui identificados.
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