UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS DE ORIGEM
ANIMAL
CURSO DE MESTRADO PROFISSIONAL

NITRATO E NITRITO DE SODIO EM CARNES EM NATUREZA E EM
PRODUTOS CARNEOS SEM SUAS ADICOES

Autor: Alfredo Bianco Junior

PORTO ALEGRE

2020



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS DE ORIGEM
ANIMAL
CURSO DE MESTRADO PROFISSIONAL

NITRATO E NITRITO DE SODIO EM CARNES EM NATUREZA E EM
PRODUTOS CARNEOS SEM SUAS ADICOES

Autor: Alfredo Bianco Junior

Dissertacio de Mestrado apresentada
como requisito parcial para obtencao
do grau de Mestre em Alimentos de
Origem Animal.

Orientadora: Liris Kindlein

PORTO ALEGRE

2020



O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001

Bianco Junior, 2Zlfredo

Nitrato e nitrito de sddio em carnes em natureza e
em produtos carneos sem suas adigdes / Alfredo Bianco
Junior. —- 2020.

3 Es

Orientadora: Liris Kindlein.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria, Programa
de Pés-Graduagdo em Alimentos de Origem Animal, Porto
Alegre, BR-RS, 2020.

l. Nitrato e nitrito. 2. carnes em natureza. 3.
produtos rétulo limpo. 4. fiscalizagdo. I. Kindlein,
Liris, orient. II. Titdle.




Alfredo Bianco Junior

NITRATO E NITRITO DE SODIO EM CARNES EM NATUREZA E EM PRODUTOS
CARNEOS SEM SUAS ADICOES

Aprovadaem: ___/__/

APROVADO POR:

Prof. Dr* Liris Kindlein
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Orientadora e Presidente da Comissao

Dr. Adriano da Silva Guahyba
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

Membro da Comissao

Dr*. Carla Susana Rodrigues
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Membro da Comissao

Dr®. Cristhiane Stecanella de Oliveira Cattani
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

Membro da Comissao



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais Alfredo e Isonia, meus irmaos e irma pelo apoio, pelo

carinho e por quem sou hoje, devo muito a eles pela minha formacao pessoal.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), publica, gratuita e de
qualidade, sem a qual ndo teria me graduado em Medicina Veterinéria, e agora finalizado

0 Mestrado Profissional em Alimentos de Origem Animal.

A minha orientadora Professora Dra. Liris Kindlein pela oportunidade de realizar

este trabalho, por ter me acolhido como seu orientado, pela amizade e todo auxilio.

Ao Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal e ao 9° Servigo de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal, em especial aos colegas, o ex-Chefe, Clovis

Augusto Versalli Serafini e, a atual Chefe, Adriana de Céssia Neves.

As equipes dos Servicos de Inspecdo Federal subordinadas ao 9° Servico de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal, pela atencdo e coleta das amostras de produtos

de origem animal analisadas no trabalho.

A equipe da Secdo Laboratorial Avancada de Santa Catarina (SLAV) do
Laboratério Federal de Defesa Agropecudria do Rio Grande do Sul (LFDA-RS), em
especial ao colega e Chefe Heitor Daguer, pela amizade, apoio e operacionalizacdo dos

ensaios analiticos.

A todos os meus amigos e amigas pelo apoio e amizade.



“A ciéncia ndo é uma ilusdo, mas seria uma
ilusdo acreditar que poderemos encontrar

>

noutro lugar o que ela ndo nos pode dar.’

Sigmund Freud



RESUMO

Nitrato e nitrito de s6dio ou potassio sdo aditivos alimentares amplamente utilizados em
produtos carneos como conservador para fins de obtencdo de caracteristicas desejaveis e
mitigacdo de riscos, como a esporulacdo e multiplicacdo de células vegetativas de
Clostridium botulinum. Por outro lado, a utilizacdo desses aditivos pode favorecer a
formagdo de nitrosaminas e o aparecimento de quadros de intoxicagdo em humanos
(metahemoglobinemia). Em razao dos efeitos negativos, a legislacio brasileira estabelece
limites maximos seguros para a utilizacdo de nitrato e nitrito em produtos cérneos, a
excecdo de produtos em natureza em que nio sdo admitidos. Apesar disso, a inseguranca
e resisténcia dos consumidores perante o uso de conservantes em alimentos, incluindo o
nitrito, aumentaram em todas as partes do mundo originando movimentos como o
chamado “clean label”. Neste trabalho, foram analisadas 120 amostras de carnes em
natureza (bovina, suina e frango) e de produtos derivados de carne ndo adicionados de
sais de cura para investigar a presenca e determinar as concentragdes de nitrato e nitrito
de s6dio naturais em produtos elaborados por agroindistrias brasileiras. As analises foram
conduzidas através de um método por eletroforese capilar, validado pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Concentracdes quantificveis de nitrato de sddio
variando entre 7,80 a 25,24 mg/kg e entre 8,74 a 32,27 mg/kg foram encontradas,
respectivamente, em 40% das amostras de carne suina em natureza e em 40% dos
produtos formulados sem adi¢do de sais de cura. Nao foram obtidas concentracdes
quantificaveis de nitrato de sédio nas amostras de carnes bovina e frango em natureza, e
tampouco nitrito de sddio nas carnes das trés espécies avaliadas. Os resultados de anélises
de rotina, que demonstram a presenc¢a de nitrato de s6dio em produtos ndo adicionados
do componente, devem ser interpretados com cautela, sob risco de serem caracterizados

como adulteracdo de forma equivocada.

Palavras-chave: carne em natureza, nitrato, nitrito, produtos “rétulos limpos”.



ABSTRACT

Sodium and potassium nitrate and nitrite are preservatives widely used in meat products
to get technological effects and mitigate risks, such as sporulation and multiplication of
vegetative cells of Clostridium botulinum. On the other hand, the use of these additives
may favor the formation of nitrosamines and cases of intoxication in humans
(methaemoglobinaemia). Due to the negative effects, Brazilian legislation set safe nitrate
and nitrite limits in meat products, except in fresh meats where they are not allowed.
Despite this, feelings of fear and consumer resistance to the use of preservatives in food,
including nitrite, have increased worldwide, giving rise to movements such as the so-
called “clean label”. In total, 120 samples of fresh meat (beef, pork and chicken) and
meat products without curing salts addition were analyzed to investigate the presence
and assess the baseline concentrations of sodium nitrate and nitrite in these kinds of
products. These analyzes were conducted by capillary zone electrophoresis, according to
a validated method by the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply.
Quantifiable nitrate concentrations ranging from 7,80 to 25,24 mg/kg and 8,74 to 32,27
mg/kg were found, respectively, in 40% of fresh pork meat and in 40% of meat products
samples. No quantifiable sodium nitrate concentrations were obtained in fresh beef and
chicken meat samples, nor sodium nitrite concentrations in the three kinds of meats
evaluated. The results of routine analyses, which demonstrate the presence of sodium
nitrate in products without curing salts addition should be interpreted with caution, under

the risk of being mistakenly characterized as adulteration.

Keywords: Fresh meat, nitrate, nitrite, clean label products.
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1 INTRODUCAO

O nitrito de sddio e de potassio e 0s seus precursores, respectivamente, nitrato de
sodio e potassio, identificados pelos codigos INS 249 a 252 (BRASIL, 2019a), sdo
aditivos conservantes comumente utilizados na elaboragdo de produtos carneos pelas
agroindustrias. O nitrito, obtido através da reducdo do nitrato por bactérias como
Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus, da familia Micrococacceae
(SEBRANEK & BACUS, 2007), € o responsavel pela formacdo de cor e flavor,
retardamento da oxidacdo lipidica, inibi¢do da multiplicacdo de células vegetativas e
esporulacdo do Clostridium botulinum (HONIKEL, 2008).

Embora o nitrato e o nitrito estejam relacionados a qualidade e segurancga
alimentar dos produtos carneos, é fundamental o controle das concentragcdes adicionadas
aos produtos pelas industrias, em virtude do risco de formacdo das nitrosaminas e da
ocorréncia de quadros de metahemoglobinemia em humanos (CHAN et al., 2011;
SINDELAR & MILKOWSKI, 2012).

A inseguranc¢a dos consumidores quanto ao consumo de produtos cada vez mais
industrializados e com aditivos, dentre eles o nitrato de s6dio/potéssio, tem ocasionado a
busca por alimentos da chamada onda “rétulo limpo” (traducdo livre, do inglés clean
label), caracterizados por serem produtos mais naturais, com menor nivel de
processamento industrial e elaborados com ingredientes conhecidos pelos consumidores
(BEDALE et al., 2016).

A legislacdo brasileira estabelece que os limites de nitrato e nitrito de sédio e
potéssio em produtos carneos formulados ndo devem ultrapassar, respectivamente, 300 e
150 mg/kg. Quando utilizados simultaneamente, o somatério, expresso como nitrito
residual, ndo deve ultrapassar o menor limite, ou seja, 150 mg/kg. Para carnes resfriadas
ou congeladas em natureza, ndo é permitida a adicdo de quaisquer aditivos (BRASIL,
2019a). Contudo, trabalhos conduzidos em outros paises tém reportado a presenca de
concentragdes de nitrato de sdédio, mesmo que negligencidveis, em carnes em natureza
(SACCANI & TANZI, 2006; HSU et al., 2009; IAMMARINO & DI TARANTO, 2012;
IACUMIN et al., 2019).

Resultados de andlises oficiais conduzidas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) em 2016 e 2017 demonstraram a presenca de nitrato
de s6dio em trés amostras de produtos carneos (duas amostras de carnes temperadas -

10,68 mg/kg e 15 mg/kg; uma amostra de hamburguer — 81,05 mg/kg), elaborados por
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empresas distintas, sem que o aditivo estivesse presente na formulacdo registrada junto
ao SIF/DIPOA. Em razdo da caracterizacdo destes resultados como ndo conformes, os
técnicos do MAPA adotaram acdes fiscais, como a apreensdo e a suspensdo das linhas de
producio, em consonancia com a legislacao nacional.

Em contraponto, as agroindustrias vém alegando que a presenca de nitrato de
s6dio nos produtos analisados pelo MAPA decorre da presenca natural do componente
nas carnes utilizadas como matérias-primas, assim como nas especiarias utilizadas como
ingredientes na elaboracdo.

O presente trabalho teve como objetivo investigar a presenga de nitrato e nitrito
de s6dio em amostras de carnes em natureza das espécies suina, bovina e frangos, assim
como em produtos formulados sem adicdo de sais de cura elaborados no Brasil, para servir
de subsidio para a tomada de decisdes pelas autoridades sanitirias competentes

(caracterizacdo dos resultados como conformes ou ndo conformes).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cura de carnes e sua historia

A cura é um dos métodos de preservacdo de carnes e de pescado mais antigos,
através do qual o sal, o nitrato e/ou nitrito e outros aditivos sdo adicionados paralelamente
ou ndo aos processos de defumagio, secagem e cozimento, primariamente, para fins de
preservacdo e, secundariamente, para atribuir cor e flavor desejaveis aos produtos
(HONIKEL, 2008; SINDELAR & MILKOWSKI, 2011; TAORMINA, 2014; HONIKEL
& PEGG, 2015).

Anteriormente ao advento da refrigeracdo, a carne e o pescado eram conservados
através do emprego de sal, com o objetivo de controlar a deterioragéo e prolongar a vida
util dos alimentos que serviriam como reserva durante longos periodos de escassez
(HONIKEL, 2008).

Ao longo dos tempos, a percepcdo de contaminagdo do sal forneceria,
intencionalmente, a base para o inicio da descoberta do mistério da cura. No século XIX,
o nitrato de potassio (KNOs) foi reconhecido como contaminante do sal e como o
responsavel pela preservacdo e coloracdo rosa-avermelhada das carnes (HONIKEL,
2008).

A identifica¢@o do nitrito como o agente responsivel pela processo de cura das
carnes fez com que, a partir do ano de 1923, o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (da sigla em inglés USDA, United States Department of Agriculture) iniciasse
uma série de experimentos visando determinar a quantidade minima de nitrito de sddio
necessaria para promover a cura de presuntos e bacon (em termos de atributos de
qualidade como, p. ex., a cor). Em 1925, o USDA finalmente aprovou o nitrito como
agente de cura (BEDALE et al., 2016).

A cura seca € o método mais basico de cura e consiste na cobertura de cortes
carneos com uma mistura de sal e agentes de cura (nitrato e nitrito), os quais penetram
lentamente na carne. O processo pode ser acelerado através de cura imida, por meio da
qual os cortes carneos sdo imersos em salmoura, contendo o sal e os agentes de cura, ou
submetidos a injecdes de salmoura através do uso de varias agulhas diretamente na massa

muscular ou por meio dos vasos sanguineos (HONIKEL & PEGG, 2015).
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A cura pode ocorrer de forma mais acelerada, de 1 até 2 dias, quando o nitrato
e/ou nitrito sdo misturados a cortes carneos menores ou carne cominuida, semelhante a

utilizada na elaboragdo de linguicas (HONIKEL & PEGG, 2015).

2.2 Ocorréncia de nitrato e nitrito em agua de abastecimento e alimentos em

natureza

Ao contrério do que os consumidores podem imaginar, menos de 5% do nitrato e
nitrito de sédio/potéssio ingerido provém de carnes processadas (MILKOWSKI, 2011).
A maior parte do nitrato ingerido origina-se do consumo de vegetais e da dgua de
abastecimento que, por conseguinte, contribuem com a maior parte do nitrito ingerido,
em razdo da reducdo do nitrato a nitrito na saliva (BEDALE et al., 2016).

Entre 80 a 95% do nitrato ingerido diariamente pelo homem ¢ atribuido ao
consumo de vegetais, especialmente os folhosos verdes que incluem a alface, o espinafre,
o repolho, a beterraba vermelha e o radiche (REINIK ez al., 2008; HORD et al., 2009).
Além disso, tem sido observada uma ampla variacdo nas concentragdes de nitrato em
vegetais, de até 5000 mg/kg, em amostras de espinafre inglés (HSU et al., 2009).

As concentragdes de nitrito em vegetais sdo muito inferiores as concentragdes de
nitrato, sendo tipicamente na ordem de 0 e 0,04 mg/kg (ABOU-DONIA & SALAMA,
2015), enquanto as concentracdes de nitrito na 4gua de abastecimento sio negligenciaveis
(KELLEY & DUGGAN, 2003).

As bactérias como as do género Rhizobium retiram o nitrogénio da atmosfera
terrestre e o fixam nas raizes de plantas em forma de amonia. A amonia, em seguida, é
convertida em nitrito e, posteriormente, em nitrato por bactérias nitrificantes, como as
Nitrosomonas e as Nitrobacter. Finalmente, o nitrato é absorvido pelas plantas e
incorporado nos tecidos vegetais (REINIK et al., 2008).

Devido a muitos fatores bioldgicos e ambientais incluindo o tipo de cultivar,
composicdo do solo, intensidade luminosa, temperatura e umidade do ar, densidade de
crescimento, duracdo do periodo de crescimento, periodo de colheita, tempo de
estocagem, por¢do comestivel da planta e o uso de fertilizantes, as concentracdes de
nitrato e nitrito em alimentos, especialmente de vegetais, demonstram-se extremamente
variaveis entre diferentes paises e diferentes regides (TAMME et al., 2006; REINIK e¢
al., 2008; CORREIA et al., 2010).
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Em uma investigacdo das concentra¢des de nitrato e nitrito de hortaligcas
produzidas em sistemas de cultivos orgéanico e convencional, conduzida por Kreutz et al.
(2012) na Regido do Vale do Taquari, Estado do Rio Grande do Sul, os pesquisadores
observaram que as hortaligas organicas apresentaram uma concentracao de nitrato inferior
as cultivadas em sistema convencional. Em cultivo convencional, a beterraba apresentou
o maior teor de nitrato, 2056 mg/kg; enquanto a cenoura apresentou a menor média, 1066
mg/kg. Em cultivo orgénico, o espinafre apresentou o maior teor de nitrato, 1424 mg/kg,
e a cenoura o teor mais baixo, 827 mg/kg.

Em anélises de 34 amostras de vegetais, incluindo repolho, alface, espinafre, salsa
e nabo, colhidos em regides de agricultura intensiva de Portugal, foi verificado que os
niveis de nitrato variaram de 54 a 2440 mg/kg, enquanto os niveis de nitrito variaram
entre 1,1 a 57 mg/kg (CORREIA et al., 2010).

Existem poucos trabalhos reportando concentracdes de nitrato e nitrito em
produtos carneos em natureza. Ndo foram recuperados trabalhos de investigacdo de
nitrato e nitrito em produtos em natureza elaborados no Brasil. Na maioria das vezes, a
concentracdo de nitrato de sddio naturalmente existente em carnes em natureza é
considerada baixa (WALTERS, 1996; REINIK et al., 2008).

A musculatura esquelética, assim como outros tecidos bioldgicos de animais,
possui nitrato originario da ingestdo de forragens e da dgua de abastecimento. A maior
parte do nitrato ingerido é excretada na urina e outras secrecdes, sendo o restante
provavelmente transportado do sangue para os tecidos. Na presenca de bactérias, como é
o caso do rimen ou em infec¢des do trato urinario, o nitrato é degradado a nitrito e, por
conseguinte, em amonia (WALTERS, 1996).

Iammarino & Di Taranto (2012) analisaram 200 amostras de carne bovina, suina,
equina e de frango em natureza, com o objetivo de avaliar a presenca natural de nitrato e
nitrito e estimar limites toleraveis visando a revisdo da Diretiva 95/2/EC, da Unido
Europeia. As concentracdes de nitrato de sddio variaram entre 14 e 50 mg/kg nas
diferentes carnes analisadas, com exce¢do da carne de frango, na qual ndo houve
detec¢do, assim como de nitrito em nenhuma das carnes das quatro diferentes espécies

analisadas na pesquisa.
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2.3  Ocorréncia de nitrato e nitrito na alimentacao animal

As concentracdes de nitrato e nitrito presentes naturalmente na alimentacdo
animal ou, menos comumente, as concentragdes adicionadas como conservante, como
por exemplo o nitrito de sddio na produgéo de silagem, sdo as principais fontes de nitrito
na alimentacio para os animais. A dgua potavel também pode ser uma fonte importante
(EFSA, 2008).

A fonte de nitrato mais significativa e a causa para muitos dos niveis mais altos
detectados em plantas forrageiras e lengdis freaticos € o nitrogénio oriundo do esterco e
fertilizantes. Quando o esterco dos animais e os fertilizantes sdo repetidamente aplicados
em areas de terras limitadas, os nitratos tendem a se acumular no solo, penetrar no lengol
freatico, ser absorvidos pelas raizes das plantas e depositar-se nos tecidos vegetais. Sob
muitas condicdes, os nitratos sdo degradados pelas enzimas das plantas a formas de
nitrogénio que possuem baixo perigo tanto para animais quanto para o meio ambiente em
geral (EFSA, 2008).

As concentragdes naturais de nitrato em material vegetal fresco sdo, com raras
excecoes, geralmente muito baixas (EFSA, 2008) e, como notado pelo Comité Cientifico
em Nutricdo Animal da Unido Européia (EUROPEAN COMMISSION, 2003), ndo tem
sido reportados casos de intoxicacdo em animais de producdo alimentados com esses
alimentos.

As concentracdes de nitrato em ingredientes considerados seguros na alimentacio
animal variam de 4 a 1760 mg/kg em farelo de soja e alfafa fresca ou feno de alfafa, com
valores intermediarios de 22, 44 e 880 mg/kg, respectivamente, em milho, aveia e silagem
de alfafa (Tabela 1) (CROWLEY, 1985, apud UNDERSANDER et al., 2007). A
ensilagem pode reduzir os niveis de nitrato em até 30% (NICHOLSON, 2012). O nitrito
ndo é encontrado em concentragdes significativas no solo e como consequéncia, ndo se

encontra disponivel para as plantas.

Tabela 1 - Concentracdo de nitrato em ingredientes utilizados na alimentacio animal.

Ingrediente Concentrag¢do (mg/kg)
Grio de milho 22

Grio de aveia 44

Farelo de dleo de soja 4

Alfafa fresca ou feno de alfafa 1760

Silagem de alfafa 880

Fonte: Adaptado de Undersander et al., 2007.
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Além da diferenca entre as espécies vegetais, uma variedade de fatores pode afetar
as concentracdes de nitrato na alimentacdo animal e essas incluem a concentracdo de
fertilizante aplicada no cultivo, as condi¢des de crescimento (concentragdes de nitrato
elevadas estdo associadas a plantas cultivadas em condi¢cdes pobres) e o estagio de
maturidade (plantas mais novas apresentam maior concentracdo de nitrato)
(NICHOLSON, 2012; DREWNOSKI et al., 2019). Embora as concentra¢des de nitrato
variem amplamente em cultivos de forragens, essas normalmente permanecem dentro de

faixas seguras.

2.4  Efeitos tecnologicos do nitrito em produtos carneos

Os beneficios da cura de carnes foram reconhecidos pela industria de carnes no
inicio do século 1900, resultando em uma ampla utilizagdo dos sais de cura
(SCHUDDEBOOM, 1993; SINDELAR & MILKOWSKI, 2011).

O nitrato em si ndo possui efeito direto no processo de cura, sendo efetivo somente
se for reduzido a nitrito. A redu¢do do nitrato a nitrito decorre da acdo dos
microrganismos na presenca da enzima nitrato redutase. A utilizagdo de nitrato como
agente de cura somente é relevante em produtos cirneos crus que sdo curados e
fermentados por longos periodos a temperatura ambiente (HONIKEL, 2004).

A adi¢do dos sais de cura promove a redugdo da atividade de 4gua (aw) das carnes
causando a morte ou inibi¢do do desenvolvimento de microrganismos, além de retardar a
oxidacdo lipidica durante o periodo de estocagem dos produtos carneos (HONIKEL,
2004; TAORMINA, 2014).

O nitrito € o responsavel por suprimir o desenvolvimento e a produgéo da toxina
do Clostridium botulinum. Cento e vinte (120) mg/kg de nitrito sdo suficientes para inibir
o desenvolvimento de Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes, bem como de
bactérias deteriorantes (PEGG & BOLLES, 2014). A cor vermelho-rosada e o tdo
aclamado flavor, caracteristicos dos produtos curados e que podem ser detectados através
de anélise sensorial, sdo efeitos secundarios obtidos pelo processo da cura (HONIKEL,
2004; TAORMINA, 2014).

Através das reacdes da cura hd a conversdo da mioglobina em nitrosomioglobina,
dando aos produtos a coloracio vermelho-rosada. Uma vez aquecida, a nitrosomioglobina
transforma-se em nitrosohemocromdgeno, conferindo uma coloragdo rosada ao produto.

Estas transformacdes, resultado dos processos de cura e defumacdo, tornam os produtos
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curados populares entre os consumidores (TAORMINA, 2014). Todavia, ainda ndo foi
esclarecido se o flavor caracteristico da cura origina-se da reacdo direta dos agentes de
cura com os constituintes da carne ou decorre do retardamento dos processos oxidativos,
como a rancidez lipidica, que refletem negativamente nas caracteristicas sensoriais
(HONIKEL, 2004).

Na pesquisa conduzida por Hsu et al. (2009) foi observado que as concentracdes
médias de nitrato e nitrito em produtos curados prontos para o consumo como a salsicha,
o presunto, o salame e o bacon variaram, respectivamente, entre 19 a 142,50 mg/kg e 15,7

a 83,9 mg/kg.

2.5 Nitratos e nitritos e seu contexto na satide publica

A utilidade fundamental do nitrito é atribuida a sua capacidade de inibir o
crescimento de uma série de microrganismos anaerdbicos e, especialmente, a esporulacio
do patégeno Clostridium botulinum (KEETON, 2017). O nitrito em combina¢do com o
sal e fatores intrinsecos e extrinsecos agem como obstaculos controlando o crescimento
de outros patdégenos como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Clostridium
perfringens (LEISTNER, 2000; KEETON, 2017).

O nitrito é considerado dez vezes mais toxico que o nitrato. A dose oral letal
estabelecida para seres humanos € de 80 a 800 mg/kg de nitrato por quilo de peso corporal
e de 33 a 250 mg/kg de nitrito por quilo de peso corporal (SCHUDDEBOOM, 1993).

O Comité Conjunto de Especialistas em Aditivos Alimentares da FAO/OMS
estabeleceu valores de ingestdo didria aceitaveis (ADI’s, do inglés acceptable daily
intake) para nitrato e nitrito de, respectivamente, 3,7 e 0,07 mg/kg de peso corporal por
dia (WHO, 2002), baseado em grande parte nos padrdes de dgua de bebida (WHO, 2011).
Esses valores sdo andlogos a um consumo exdgeno de 276 mg de nitrato e 5,25 mg de
nitrito por dia para um adulto de 75 kg de peso corporal (HMELJAK & CENCIC, 2013).

A importancia do nitrito como antimicrobiano tem sido ofuscada por percepcdes
negativas a saude do homem, em virtude da formagao de compostos carcinogénicos (N-
nitrosos) advindos da ingestdo de carnes vermelhas e processadas (FERGUNSON, 2010;
CHAN et al., 2011; STEFANI et al., 2012; TAORMINA, 2014).

Os compostos N-nitrosos ou as nitrosaminas, como sd@o mais conhecidas, sio
formados através da reag@o entre o nitrito ingerido e as aminas secundérias, como 0s

aminodcidos derivados das proteinas (Figura 1). Esta associacdo é favorecida sob pH
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baixo (como a encontrada no estdmago) e temperaturas superiores a 130°C, como as
utilizadas durante a fritura de alimentos. A maioria das nitrosaminas sdo carcinogénicas

(HONIKEL, 2008; BEDALE et al., 2016).

Figura 1 - Demonstracio das reacdes de formagdo de nitrosaminas (M e M+ sdo ions

metalicos de transicdo como Fe?*Fe’* e outros).
NaNO, + H* — HNO, + Na*

HNO, +H* — NO, +H,0

2HNO,  — N,0;+H,0

N,O, — NO + NO,

NO + M* — NO*+M

Amina primaria RNH,+ NO? RNH-N=0O + H* — ROH +N,
R,N-N=0 + H*
Amina tercidria R;N + NO* sem formagdo de nitrosamina

Fonte: Honikel, 2008.

Amina secundaria R,NH +NO*

Dados de literatura citam que o consumo didrio de 100 gramas de carnes
vermelhas e processadas pode elevar o risco de desenvolvimento de cancer colorretal em
14%, cancer de c6lon em 25% e cancer retal em 31% (CHAN et al., 2011).

Além da formagdo das nitrosaminas, o nitrito pode gerar quadros de
metahemoglobinemia em bebés, em virtude do aumento da concentragdo de
metahemoglobina no sangue pela oxidacdo da hemoglobina a metahemoglobina,
composto incapaz de transportar o oxigénio no sangue. Os beb&s menores de 3 meses de
idade sdo, por algumas razdes, mais particularmente susceptiveis a metahemoglobinemia.
Naturalmente, os glébulos vermelhos possuem a enzima metahemoglobina redutase,
responsavel pela conversdo da metahemoglobina a hemoglobina. Em bebés, a atividade
da enzima estd reduzida em 95% devido ao fato do sistema imunolégico ndo estar
completamente desenvolvido. Além disso, o pH géstrico de bebés é superior ao das
criangas mais velhas e das pessoas adultas, favorecendo a proliferagdo da flora intestinal
que pode reduzir o nitrato a nitrito (GREER & SHANNON, 2005).

Por outro lado, outros estudos epidemioldgicos ndo t€ém demonstrado uma
associacao direta entre o consumo de carnes e o desenvolvimento de cincer (KIM et al.,
2013). Ao contrario do que se pensava, estudos clinicos sugerem que a ingestio do nitrito
pode propiciar beneficios a satide dos consumidores devido ao fato do 6xido nitrico,
obtido através da reducgio do nitrito, contribuir na funcio cardiovascular e na reducio da

pressdo arterial (BUTLER, 2015; MORENO et al., 2015).



22

Nio obstante, recentemente, a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céncer (do
inglés IARC, International Agency of Research on Cancer) da Organizagdo Mundial da
Satide (OMS) classificou as carnes processadas como carcinogénicas para os humanos
(Grupo 1), baseado em evidéncias suficientes de que o consumo destas carnes pode causar
cancer colorretal. De acordo com a IARC (2015), o consumo diario de apenas 50 gramas

de carne processada aumenta o risco de cincer colorretal em 18%.

2.6  Legislacao relacionada a produtos carneos

No ano de 1934, a Alemanha criou uma lei permitindo o uso de nitrito proveniente
unicamente de misturas contendo sal de cozinha (NaCl) apds pessoas terem consumido
produtos carneos e chegarem a 6bito por intoxicacdo. Além disso, o teor de nitrito nas
misturas nao poderia exceder 0,6%, e somente nitrato poderia ser adicionado diretamente
as massas de carnes (HONIKEL, 2008).

Ja na década de 1950, o regulamento da carne alemdo, o Fleischverordnung,
limitou a quantidade de nitrito residual em até 100 mg/kg em produtos prontos para
consumo. No caso de presuntos crus, permitia-se até 150 mg/kg de nitrito de sédio.
Restri¢des ao uso de nitrato também foram aplicadas, sendo a sua utilizag¢do limitada a
alguns produtos ndo submetidos a tratamento térmico em concentracdes de 300 a 600
mg/kg e concentracdes residuais de 100 a 600 mg/kg (HONIKEL, 2008).

Em 1971, a partir da descoberta da N —nitroso pirrolidina (nitrosamina), resultante
da fritura de bacon (FIDDLER et al., 1978; HONIKEL, 2008), e devido as crescentes
preocupacdes e controvérsias associadas a utilizacdo de nitrito, varios regulamentos em
todo mundo foram revisados para que o banimento do uso do nitrito fosse evitado
(HONIKEL, 2008; SINDELAR & MILKOWSKI, 2011; BEDALE et al., 2016).

Em 1975, o regulamento norte-americano determinou a redugdo do limite de
nitrito adicionado em produtos carneos, de 200 mg/kg para 125 mg/kg. Além do novo
limite, foi estabelecida a necessidade de adicdo simultanea de 550 mg/kg de ascorbato ou
eritorbato de s6dio (SINDELAR & MILKOWSKI, 2011). O ascorbato e o eritorbato sdao
agentes redutores que aumentam a velocidade de redugdo do nitrito, reduzindo a
possibilidade de formacdo de nitrosaminas (HONIKEL, 2008). Peticdes adicionais
propostas a nova regra resultaram na publicacdo da regra final exigindo o uso de 120
mg/kg de nitrito de sddio (ou 148 mg/kg de nitrito de potéassio), associados a 550 mg/kg

de ascorbato de sddio ou eritorbato, além do banimento da adi¢cdo de nitrato durante o
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processamento do bacon. A regra também incluiu o estabelecimento de programas de
monitoramento de nitrosamina e de controle regulatério (SINDELAR & MILKOWSKI,
2011).

Decorrido um ano da implementa¢do do programa de monitoramento € com a
cooperacdo da industria e governo, quase todos os bacons produzidos foram considerados
livres de nitrosaminas. Atualmente, o entendimento completo sobre a formacdo das
nitrosaminas, o controle regulatério especifico e a adoc¢do de boas praticas de fabricacdo
nas plantas industriais t€ém eliminado todas as preocupacdes relacionadas as nitrosaminas
em produtos carneos (SINDELAR & MILKOWSKI, 2011).

A Diretiva do Conselho e Parlamento Europeu 95/2/EC, que versava sobre o uso
de aditivos alimentares, com excecdo de corantes e adocantes (EUROPEAN
COMMISSION, 1995) substituiu as disposi¢des contidas no regulamento alemio
publicado na década de 1950. Por meio da Diretiva, permitiu-se a adicao de 150 mg/kg
de nitrito e 300 mg/kg de nitrato em quase todos os produtos cirneos. A quantidade
residual limitava-se a 50 mg/kg de nitrito em produtos carneos ndo tratados termicamente
e até 100 mg/kg de nitrito em todos os outros produtos com excec¢ao do bacon denominado
Wiltshire e alguns outros produtos similares, nos quais permitia-se até 175 mg/kg (em
razdo de seu maior de periodo de cura). Em relac@o ao nitrato, os niveis residuais foram
estabelecidos em 250 mg/kg em todos os produtos carneos (HONIKEL, 2008).

A Dinamarca se op0s a Diretiva 95/2/C, excluindo o uso do nitrato de todos os
produtos céarneos, exceto do bacon Wiltshire e de alguns presuntos crus, nos quais
permitia-se a adi¢do de até 300 mg/kg de nitrato (HONIKEL, 2008).

A Corte Europeia em Luxemburgo decidiu que a Unido Europeia deveria
reconsiderar a Diretiva 95/2/C no dia 20 de marco de 2003. A revisdo ocorreu somente
em 2006 quando finalmente foi publicada a Diretiva 2006/52/EC (HONIKEL, 2008).
Desde entdo, a Comissao Europeia estabeleceu em 150 mg/kg o limite maximo de nitrato
adicionado a produtos nio processados termicamente, no entanto para alguns produtos
permitiu-se um limite superior como para o bacon wiltshire (250 mg/kg). Quanto ao
nitrito, sua concentragdo € limitada a 150 mg/kg, com algumas exce¢des (por exemplo,
presunto  Wiltshire, 100 mg/kg; bacon Wiltshire, 175 mg/kg) (EUROPEAN
COMMISSION, 2011).

A legislacdo da Nova Zelandia limita a concentragdo de nitrato em produtos de

cura lenta em 500 mg/kg, sendo o nitrito limitado a 125 mg/kg. J4 para carne enlatada
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esterilizada comercialmente, a adi¢do de sais de nitrito estd limitada a 50 mg/kg, ndo
havendo limite definido para nitratos (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2017).

Nos Estados Unidos, de acordo com o Food and Drug Administration (FDA,
2019), as concentragdes de nitrato e nitrito de sdédio em produtos curados acabados ndo
podem exceder, respectivamente, 500 mg/kg e 200 mg/kg. Quando utilizados em
associacdo, a concentragdo de nitrito residual ndo deve exceder 200 mg/kg.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), vinculada ao
Ministério da Satide, determina que os limites méximos para nitrato e nitrito em produtos
carneos sejam, respectivamente, de 300 e 150 mg/kg. Quando utilizados
simultaneamente, a soma de ambos, expressa como nitrito de sddio, ndo deve superar 150
mg/kg (BRASIL, 2019a) e, além disso, os componentes devem ser indicados na lista de
ingredientes do rétulo do produto (BRASIL, 2005).

Para carne em natureza ndo é permitido o uso de quaisquer aditivos (BRASIL,
2019). De acordo com o Artigo 496 do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitéria
de Produtos de Origem Animal (BRASIL, 2017), a constata¢do de nitrato ou nitrito em
carnes em natureza e/ou em produtos formulados sem a indicacio desses aditivos na lista

de ingredientes, € configurada como infragdo ao Regulamento:
Art. 496. Constituem infragdes ao disposto neste Decreto, além de outras previstas:
[..]
XII- utilizar processo, substancia, ingredientes ou aditivos que ndo atendem ao disposto na
legislacdo especifica;
[..]
XVI - elaborar produtos que nao atendem ao disposto na legislagao especifica ou em desacordo
com os processos de fabricagao, de formulagdo e de composigdo registrados pelo Departamento
de Inspecdo de Produtos de Origem Animal;

[..]

XXI — adulterar matéria-prima, ingrediente ou produto de origem animal;

2.7 Legislacao relacionada a vegetais

Apesar dos vegetais serem a maior fonte de nitratos da dieta, alguns estudos
sugerem que o consumo deles reduz a incidéncia de cincer em virtude da existéncia de
componentes antioxidantes em suas composi¢des (ascorbato, tocoferol, B-caroteno,
compostos fendlicos, indol), os quais suprimiriam agentes carcinogénicos como as
nitrosaminas (CHUNG et al., 2003; CHOI et al., 2015). Em outros estudos baseados na
avaliagdo de dados epidemiol6gicos, ndo se observou uma associagdo direta entre a
ingestdo de frutas e vegetais e a reducdo da incidéncia de casos de cincer em populagcdes

relativamente bem nutridas, ainda que os pesquisadores entendam que a ingestdo de frutas
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e vegetais deva ser encorajada por outras razdes, como o atendimento do balango
energético e dos requerimentos nutricionais (GEORGE et al., 2009; KEY, 2011).

Tendo em vista que os dados epidemioldgicos atuais demonstram resultados
conflitantes em relacdo a ingestdo de nitrato através da dieta, uma reducdo na ingestdo de
nitrato se torna uma medida preventiva altamente desejavel. Para tanto, uma reducdo na
concentracgdo de nitrato dos vegetais pode ser obtida através da adog@o das boas praticas
agricolas (SANTAMARIA, 2006).

A Comissdo da Unido Europeia estabeleceu limites maximos de nitrato para
alfaces colhidas no verdo e inverno de, respectivamente, 2500 a 3000 mg/kg e 4000 a
4500 mg/kg. Para espinafres colhidos no veréo e inverno foram estabelecidos limites de,
respectivamente, 2500 e 3000 mg/kg, enquanto para espinafre congelado o limite maximo
¢ de 2000 mg/kg (EUROPEAN COMMISSION, 2006).

A China sugeriu um limite maximo de 3100 mg/kg de nitrato em vegetais
(SANTAMARIA, 2006) e um limite de tolerdncia de 4 mg/kg para nitrito (ZHOU;
WANG; WANG, 2000).

Para bebés com idade inferior a 3 meses, é desejivel que a concentracio de nitrato
em alimentos seja inferior a 100 mg/kg (GREER & SHANNON, 2005). No Brasil, a
ANVISA estabelece que as concentragdes de nitrato em alimentos de transicdo (exceto
formulacdes a base de cereais) prontas para o consumo nao devem exceder 250 mg/kg.
Como alguns vegetais como o espinafre e a beterraba possuem teores frequentemente
superiores a 100 mg/kg, a legislacdo brasileira estabelece que os alimentos que
contiverem esses vegetais em sua composi¢do devem trazer, no rdtulo, a adverténcia em
destaque e em negrito: “Contém espinafre e/ou beterraba. Nao pode ser consumido por

menores de 3 meses de idade" (BRASIL, 1998; DELLA BETTA et al., 2014).

2.8  Legislacao relacionada a alimentacio animal

A Diretiva 2002/32/EC do Parlamento Europeu e do Conselho, de 7 de maio,
estabelece as concentracdes maximas de nitrito em farinha de peixe e demais alimentos,
excluindo aqueles destinados para animais de companhia, com exce¢do de péssaros e

peixes de aquario (Tabela 2) (EUROPEAN COMMISSION, 2002).
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Tabela 2 - Limites méaximos de nitrito em ingrediente e alimentos para animais
estabelecidos no anexo I da Diretiva 2002/32/EC.
Limite maximo (mg/kg) para

Substéincia Produto destinado a . :
. ., . - . alimento com teor de umidade
indesejavel alimentacdo animal R

de 12 %

60

Farinha de peixe . oy
P (expresso como nitrito de s6dio)

Alimentos completos, com
excepgao de:

alimentos para animais de
companhia, exceto passaros e
peixes de aquério

Fonte: EFSA, 2009.

Nitrito
15
(expresso como nitrito de sddio)

No ano de 2009, o Painel Cientifico em Contaminantes da Cadeia Alimentar da
EFSA (CONTAM Panel) realizou um estudo a pedido do Comité Cientifico em Nutricdo
Animal, que resultou na publicacdo de uma opinifo cientifica a respeito da manutencéo
de limites maximos para nitrito em ingredientes para alimentacdo animal, partindo do
pressuposto que o nitrito € considerado um componente endégeno naturalmente presente
em ingredientes de origem animal e vegetal destinados a alimentagdo animal, e ao fato
das concentra¢des naturalmente presentes nos ingredientes comercializados ndo estarem
implicadas em casos de intoxicag¢do por nitrito em animais de producdo. Dados esses
fatos, nao seria justificivel a manuten¢do de um nivel maximo de nitrito em alimentos
para animais (EFSA, 2009).

A ingestdo total de nitrito através da alimenta¢do por suinos e bovinos,
consideradas as espécies produtoras de alimento mais representativas e sensiveis ao
nitrito, foi estimada utilizando o maior limite de exposi¢do aceito na legislacdo vigente
(10 mg/kg de ion nitrito, equivalente a 15 mg/kg de nitrito de sédio) e os regimes de
alimentacdo tipicos na Unido Europeia. Para bovinos, a concentracdo maxima de nitrito
em forragens de paises membros foi também considerada (Eslovénia, 26,2 mg/kg). No
geral, a ingestdo de nitrito per se foi de 0,37 e 0,65 mg/kg por quilo de peso corporal para
ambas espécies, suina e bovina, correspondendo a margens de seguranga de 9 e 5 em
relacdo ao respectivo “nivel sem efeitos adversos observaveis” (NOAEL, do inglés no
observed adverse effect level). Ao final, o CONTAM Panel considerou que tais margens
ndo representavam preocupacdo a satde animal dada a consciéncia dos produtores sobre
a intoxicagdo por nitrito e as boas priticas agricolas (EFSA, 2009).

Em relacdo ao Brasil, ndo ha legislacdo disciplinando limites de nitrato e nitrito

em ingredientes para alimentacdo animal.
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2.9  Produtos carneos caracterizados como “rotulos limpos”

Consumidores em todo o mundo tém demonstrado desconfianca em relagao aos
aditivos alimentares, em virtude da divulgacdo de seus efeitos negativos sobre a satde
publica. Em uma pesquisa conduzida na Europa aproximadamente o mesmo nimero de
pessoas (36% e 34%) acreditam que os aditivos alimentares e as doengas causadas pelas
bactérias sdo, respectivamente, as questdes de maior importancia em seguranga alimentar
(INTERNATIONAL FOOD INFORMATION COUNCIL FOUNDATION, 2015).
Como consequéncia, esses consumidores t€ém optado cada vez mais pela compra de
produtos da chamada onda “rétulo limpo” (traducdo livre, do inglés clean label)
(BEDALE et al., 2016).

A origem do movimento “rétulo limpo” pode estar relacionada a histéria do
nitrito, no entanto outros fatores certamente influenciaram bastante, incluindo a clausula
Delaney na legislacio norte-americana de 1958, que restringiu o uso de qualquer aditivo
alimentar que demonstrasse causar cincer (WEISBURGER, 1996). Preocupacdes
ambientais em relacdo a poluicdo e ao uso de pesticidas foram também proeminentes na
era pOs-guerra, contribuindo para mais preocupagdes a respeito dos riscos de novas
tecnologias, especialmente aquelas envolvendo produtos quimicos.

Em 1970, o alergista Benjamin Feingold defendeu a remoc¢do de aditivos
alimentares incluindo os conservantes para tratar ou prevenir hiperatividade
(DOROSHOW, 2012). O teste de Ames foi estabelecido em 1970 como um método
rapido e barato para avaliar o potencial mutagé€nico de produtos quimicos, embora doses
altas de muitos componentes que ndo sdo carcinogénicos para humanos sejam
mutagénicos neste ensaio. Contudo, a simplicidade do teste durante a era da “Guerra do
Cancer” pode ter conduzido ao seu uso excessivo, aumentando a suspeita de
consumidores em relagdo aos produtos “quimicos” (BEDALE et al., 2016).

Michael Pollan, através de seu livro In Defense of Food: An Eater's Manifesto,
publicado em 2008, defende o lema de ndo serem consumidos produtos que contenham
mais de cinco ingredientes ou de ingredientes desconhecidos, que os consumidores nio
consigam pronunciar (POLLAN, 2008).

A Internet e o aumento de informagdes veiculadas através de blogues tem
contribuido para a difusd@o de informacdes relacionadas a alimentos (comprovadas
cientificamente ou nado), gerando sentimentos de medo e inseguranca entre Os

consumidores de alimentos. Relatérios cientificos como o da IARC (2015), que
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demonstram correlagdo entre o consumo de carnes vermelhas e processadas e efeitos
carcinogénicos (BOUVARD et al., 2015), tem provocado confusio, especialmente em
um mundo onde qualquer pessoa pode ler, entregar e discutir informacdo online
(BROSSARD & SCHEUFELE, 2013), tendendo a selecionar e compartilhar conteidos
relacionados a uma narrativa especifica, ignorando as demais informacdes (DEL
VICARIO et al., 2016).

Enquanto isso, a relativa raridade de surtos de botulismo na era moderna
(SHAPIRO; HATHEWAY; SWERDLOW, 1998) tem provavelmente estimulado o
desinteresse quanto ao papel decisivo que o nitrito exerce na prevengdo do
desenvolvimento do Clostridium botulinum. De acordo com dados extraidos do Sistema
de Informacgdo de Agravos de Notificacdo, de 2007 até 2019, ocorreram 78 casos de
botulismo de origem alimentar no Brasil (BRASIL, 2020).

A industria sempre em busca de novas mensagens de marketing esta se engajando
ao movimento “rétulo limpo”, como uma forma de diferenciar seus produtos de outros.
Uma combina¢do deste e de outros fatores, juntamente com o legado persistente do
sentimento anti-nitrito, provavelmente impulsionou o ressurgimento de consumidores
que estdo evitando consumir alimentos com conservantes, incluindo nitrito e nitrato
(BEDALE et al., 2016).

Naio existe uma definicdo legal estabelecida para produtos “rétulo limpo”. Esses
produtos tendem a estar intimamente relacionados aos seguintes temas ou conceitos:
natureza, quanto mais natural um ingrediente ou produto é, mais percebido como limpo
ele serd; simplicidade, quanto menos quimicos e mais cupboard-friendly, mais limpo ele
serd; transparéncia, tendo relagdo a origem dos ingredientes e a forma como os produtos
sdo elaborados, e por fim; processamento, quanto mais processado um alimento ou bebida
for, menos limpo ele sera (VIERHILE, 2016).

De acordo com Ingredion (2014), um produto caracterizado como “rétulo limpo”
seria aquele considerado natural, orgénico ou livre de aditivos alimentares. O mesmo
relatorio sugere que rétulos posicionados no mercado como limpos seriam aqueles que
utilizam ingredientes que geralmente sdo aceitos pelos consumidores, ou seja, aqueles
que poderiam ser facilmente encontrados nos armaérios de cozinha (cupboard-friendly).
A lista de ingredientes deve ser curta, simples e apresentar ingredientes minimamente
processados até onde for possivel, nao devendo incluir nomes de substincias quimicas ou

que contenham ndmeros eletronicos (do inglés, E number).
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Edwards (2013) define um produto “rotulo limpo” como sendo livre de aditivos
quimicos, por possuir uma lista de ingredientes de facil compreensao e por ser produzido
através do uso de técnicas tradicionais com processamento limitado. Um dos pontos
chave € quais ingredientes podem fazer parte desse produto, ou mais importante, quais
ingredientes definem um produto “rétulo limpo” pela sua auséncia.

No Brasil, o Ministério da Sadde orienta que a populagdo limite o consumo de
produtos processados (vegetais em conservas, carne seca, sardinha e atum enlatados, etc.)
e evite os produtos ultraprocessados (pratos prontos, biscoitos, embutidos, etc.), por estes
serem considerados nutricionalmente desbalanceados. Por conta de sua forma e
apresentacdo tendem a ser consumidos em excesso € a substituir alimentos em natureza
ou minimamente processados como os cereais, frutas secas e as carnes em natureza
(BRASIL, 2014).

Uma forma pratica de distinguir alimentos ultraprocessados de alimentos
processados é consultar a lista de ingredientes que, por lei, deve constar dos rdtulos de
alimentos embalados que possuem mais de um ingrediente. Um ntimero elevado de
ingredientes (frequentemente cinco ou mais), e sobretudo a presenca de ingredientes com
nomes pouco familiares e ndo usados em preparacdes culindrias (gordura vegetal
hidrogenada, dleos interesterificados, xarope de frutose, isolados proteicos, agentes de
massa, espessantes, emulsificantes, corantes, aromatizantes, realcadores de sabor e varios
outros tipos de aditivos), indicam que o produto pertence a categoria de alimentos
ultraprocessados (BRASIL, 2014).

Nos Estados Unidos, qualquer produto carneo tradicionalmente curado e que nio
inclua a adicdo de alguma forma de nitrito derivada quimicamente € rotulado como néo
curado. A rotulagem destes produtos (curados por meio de extratos vegetais) como nio
curados é considerada inadequada por alguns consumidores na melhor das hipdteses e
como enganoso na pior delas, no entanto tal rotulagem é exigida para a maioria dos itens
curados naturalmente para atender os requisitos do USDA (SEBRANEK et al., 2012;
USDA, 2020).

Na Europa, a utilizacdo de extratos vegetais de forma deliberada para a obtencdo
de fungdes tecnoldgicas (conservacdo, coloracdo, etc.) em produtos deve considerar a
legislagdo concernente aos aditivos alimentares (EUROPEAN COMMISSION, 2018).

Em geral, o movimento “rétulo limpo” emerge impulsionado por fatores como
preocupacdes modernas relacionadas a satide humana e as tecnologias de processamento

dos alimentos, risco percebido e ceticismo em relacdo a ingredientes, mas também por
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falta de confianca nos regulamentos. Dessa forma, € fundamental que os o6rgios
reguladores estabelecam uma defini¢éo para o termo “rétulo limpo”, a fim de eliminar os

equivocos aos quais os consumidores podem ser submetidos (ASIOLI et al., 2017).

2.10 Métodos empregados na determinacido de nitrato e nitrito em produtos

carneos

A determinagdo de nitrato e nitrito faz parte da rotina de andlises de controle da
qualidade de produtos carneos e os métodos oficiais mais comumente utilizados sdo o
ISO (do inglés, International Standartization Organization) e o AOAC (do inglés,
Association of Analytical Communities). Ambos os métodos sdo baseados na reacdo de
Griess, contudo no caso do método ISO, Carrez I (ferrocianeto de potéssio) e Carrez 11
(acetato de zinco) sdo usados para a desproteinizacdo (AOAC, 2005; ISO, 1975a, 1975b;
DELLA BETTA et al., 2016).

No Brasil, além dos métodos ISO 3091 e ISO 2918, respectivamente, para analise
de nitrato e nitrito, 0 MAPA estabeleceu outros trés métodos para a detecc¢do de nitrato e
nitrito: os métodos NMKL 165 (NMKL, do inglés, Nordic Comittee on Food Analysis),
NMKL 194 e a eletroforese capilar de zona, todos expressando os resultados obtidos em
“g de NaNO2/100 g” com trés casas decimais (BRASIL, 2019b).

A reagdo de Griess foi utilizada pela primeira vez no ano de 1879 por Johann
Griess para a determinacdo de nitrato na saliva. A técnica se baseia na reacdo de
diazotizacdo, a mais abordada para a detec¢io de nitrito dentre os métodos
espectrofotométricos (WANG et al., 2017). Na reagao original de Griess, o nitrito reage
sob condi¢des acidas com o acido sulfanilico para formar o cation diazénio, que acopla a
a-naftilamina produzindo um corante azo de cor vermelho-violeta facilmente solivel em
agua (TSIKAS, 2007), que é determinado espectrofotometricamente a uma faixa de onda
entre 500 a 600 nm para a apuragdo da concentracdo de nitrito (SINGH et al., 2019). A
reacdo € controlada pelo tempo e o produto deve ser determinado entre 10 min e 2 h, apds

a mistura dos reagentes (RAMOS et al., 2006). A Figura 2, ilustra a reacéo de Griess.
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Figura 2 — Representacdo esquematica da reacdo de Griess.
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Fonte: Adaptado de Ramos et al., 2006.

A reacgdo de Griess tem sido continuamente modificada e automatizada para fins
de aperfeicoamento, reducdo de interferéncias (SINGH et al., 2019) e seguranga, tendo
em vista que a o-naftilamina é considerada cancerigena (WANG et al., 2017).
Sulfanilamida e N-(1-naftil) etilenodiamina (NED ou NEDA), derivados dos reagentes
acido sulfanilico e a-naftilamina, surgiram como opg¢des na reacdo de Griess (TSIKAS,
2007).

A reacdo de Griess é usada especificamente para a determinagdo de nitrito, no
entanto o nitrato também pode ser determinado por meio desse método através de reducio
quimica ou enzimatica, antes da reacdo de diazotizacdo. Este método de determinacdo de
nitrato é considerado facil, barato e viavel (SINGH ef al., 2019).

As estratégias de deteccdo de nitrato podem ser classificadas como técnicas
simultineas e sequenciais. Em técnicas simultineas como a eletroquimica e a eletroforese
capilar, nitrato e nitrito podem ser detectados simultaneamente. J4 nas técnicas
sequenciais, o nitrito € detectado inicialmente, sendo necessario que o nitrato seja
posteriormente reduzido a nitrito através do uso da coluna de cobre/cadmio (WANG et
al., 2017).

Wang et al. (2017) revisaram varias técnicas utilizadas para a detec¢fo de nitrato
e nitrito durante os anos de 2001 e 2016, incluindo a espectrofotometria,
quimioluminescéncia, eletroquimica, cromatografia, eletroforese capilar,
espectrofluorimetria e eletroquimioluminescéncia. As vantagens e as desvantagens das

técnicas aplicadas encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 - Vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas para detec¢do de nitrato e
nitrito na rotina laboratorial.

Técnicas de deteccio Vantagens Desvantagens
Espectrofotométrica Viavel economicamente e Tempo de anélise longo,
(Ensaio de Griess) tecnicamente sensibilidade baixa, além

de sofrer com
interferéncia de outros

ions
Quimioluminescéncia Simples, sensibilidade alta, Estabilidade e
precisdo alta, custo baixoe  reprodutibilidade baixas
segura.
Eletroquimica Custo baixo e portabilidade  Sensibilidade baixa
de equipamentos
Cromatografia Sensibilidade alta Custo alto
Eletroforese Sensibilidade alta Custo alto

Eletroquimioluminescéncia Sensibilidade consideravel  Aperfeicoamento baixo
e instrumentacdo minima.

Espectrofluorimétricos Simples, custo baixo, As sondas — diaminas
conveniente, sensibilidade e aryl vicinais, utilizadas na
seletividade altas e limites  técnica mais reportada na
de detecgio baixos literatura, apresentam

estabilidades baixas

Fonte: Wang et al. (2017).

Os métodos recomendados pela AOAC e pela ISO para a determinacdo de nitrato
e nitrito apresentam vérias caracteristicas que os tornam indesejaveis para laboratorios
com demanda de andlises alta. Entre as principais desvantagens estdo a complexidade dos
métodos; a frequéncia analitica baixa, como consequéncia dos tempos longos requeridos
para andlise; limitacdo, tendo em vista a determinagdo de apenas um analito por anélise;
geracdo elevada de residuos, devido ao consumo elevado de materiais de laboratério e de
reagentes, muitos desses (e. g. cddmio, ferrocianeto de potassio) considerados corrosivos
ou toxicos (DELLA BETTA, 2017).

Della Betta et al. (2016) desenvolveram um método de eletroforese capilar de
zona capaz de quantificar nitrato e nitrito através de uma etapa de separagdo simples em
menos de 30 segundos. Tal metodologia possui muitas vantagens em comparagao com os
métodos ISO e AOAC e foi reconhecida como uma metodologia alternativa a essas
determinagdes, tendo sido incluida na versao atual de métodos oficiais no MAPA. Desde

entdo, vem sendo aplicada na rotina de analises do MAPA (BRASIL, 2019).
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2.11 Eletroforese capilar

A palavra eletroforese é originada do grego electro, eletricidade; phoresis,
transporte. Assim, a técnica de eletroforese é definida como uma técnica de separacdo
baseada na diferenca de migracdo de compostos idnicos ou ionizaveis na presenga de um
campo elétrico (TAVARES, 1996; SPUDEIT et al., 2012).

Ao longo dos anos, a eletroforese foi sendo aperfeicoada para a obteng¢do de uma
eficiéncia maior e uma diminui¢do dos efeitos térmicos provenientes da aplicacdo de
campos elétricos (TAGLIARO et al., 1998). O avanco instrumental das técnicas de
eletroforese possibilitou a introdu¢do de colunas capilares no sistema eletroforético,
dando origem a chamada eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis)
(SPUDEIT et al., 2012).

O uso do capilar oferece muitas vantagens sobre outros meios utilizados na
eletroforese (placas de gel, papel, etc.). Devido aos fatores geométricos (a relagdo entre a
area superficial interna e o volume ¢é apreciavelmente grande), um capilar possibilita a
dissipacdo eficiente do calor gerado pela passagem da corrente elétrica (efeito Joule).
Além disso, a alta resisténcia elétrica do capilar permite o estabelecimento de campos
elétricos elevados (100 - 1000 V cm™), resultando em separacdes de alta eficiéncia e
tempos de andlise apreciavelmente curtos (TAVARES, 1996; TAGLIARO et al., 1998).

Além da capacidade de dissipar o calor (efeito Joule) com eficiéncia, o uso de
capilares estd associado a muitas vantagens. Devido as dimensdes dos capilares serem
pequenas, a quantidade de reagentes € na ordem de mililitros. Além disso, baseada na
regra cromatografica pratica que restringe o volume da amostra de 1 até 5% do volume
capilar total, os volumes de amostra introduzidos no capilar estdo na ordem dos nanolitros
(tdo baixo quanto 0,2 nL.). Como resultado, apenas 5 pL. de amostra serfo suficientes para
analises repetitivas em alguns instrumentos comerciais (LANDERS, 2008).

Comparada com outros métodos de separagdo como a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Cromatography) e a
Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas Chomatography), a CE vem ganhando cada
vez mais atencdo da comunidade cientifica, sendo empregada no controle de qualidade
de produtos e no monitoramento de processos industriais (SPUDEIT et al., 2012). Desde
a sua introducdo, a CE tem mostrado potencial enorme, ndo somente na andlise de

biopolimeros, na qual a técnica tem sido aplicada ha muito tempo, mas também em areas
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como anélise de ions inorganicos e de drogas), onde as técnicas eletroforéticas nunca
haviam sido utilizadas antes (TAGLIARO et al., 1998).

Além da vasta aplicac@o da CE, outras caracteristicas da técnica a tornam bastante
vidvel como o tempo de execu¢do das metodologias desenvolvidas, além da reducdo
significativa nas quantidades de reagentes e solventes orgénicos utilizados, quando
comparada a técnica de HPLC. O solvente mais utilizado em CE € a dgua, sempre em
volumes muito pequenos (poucos mililitros), gerando quantidade minima de residuo e
toxicidade. Por estas razdes, dentre as técnicas de separacio, a eletroforese capilar é a que
melhor se enquadra nos parametros da Quimica Verde (SPUDEIT et al., 2012).

Existem varios modos de separagdo em CE, dentre os quais se destacam:

* Eletroforese capilar de zona (CZE);

* Eletroforese capilar em gel (CGE);

* Focalizacao isoelétrica capilar (CIEF);

» Isotacoforese capilar (CITP);

* Eletrocromatografia capilar (CEC, “capillary electrochromatography’);
e Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC);

Dentre os modos de separacdo listados acima, a CZE € o modo de operacdo em
CE mais utilizado pelos analistas. Nesse modo, a amostra € injetada dentro da coluna
capilar previamente preenchida com o eletrélito de corrida, e o potencial € aplicado
gerando um campo elétrico, fazendo com que os solutos migrem dentro do capilar em
zonas distintas. Dessa forma, os solutos sdo separados de acordo com as diferentes
mobilidades efetivas resultantes da composi¢do entre as mobilidades eletroforéticas e a

mobilidade eletrosmética (SPUDEIT et al., 2012).

2.11.1 Instrumentacido

Uma caracteristica fundamental na eletroforese capilar (CE) é a sua simplicidade

instrumental (TAVARES, 1996; SPUDEIT et al., 2012;). Uma representacio

esquematica de um equipamento de Eletroforese Capilar é apresentada na Figura 3.
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Figura 3 — Representacdo esquematica de um sistema de eletroforese capilar.
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Fonte: Spudeit et al., 2012.

Basicamente, um equipamento de CE consiste em um sistema de inje¢do, uma
coluna capilar onde ocorre a separacdo, uma fonte de alta tensdo, representada por F na
Figura 3 (que opera com voltagens até 30 kV), um par de eletrodos (el e e2), um detector
(D) e um computador (C) para obtencdo e tratamento dos dados (LANDERS, 2008;
TAVARES, 1996).

A fonte de alta tensdo é conectada por meio dos eletrodos aos reservatérios que
contém o eletrélito adequado (R1 e R2). Os capilares preenchidos com eletrélito ajudam
a manter o contato elétrico, funcionando como um canal de migragdo. Para minimizar os
efeitos gerados pelo aquecimento, os capilares devem ser mantidos a temperatura
constante, mantida principalmente através da circulacdo de liquidos ou de ar (SPUDEIT
etal.,2012).

A utilizagao de capilares de silica fundida na execugao da técnica introduziu uma
importante peculiaridade: a gera¢do do chamado fluxo eletrosmético (EOF, do inglés

Electroosmotic Flow), como mostra a Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo do fluxo eletrosmético.
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O fluxo eletrosmético € consequéncia de uma interacdo entre a solugdo e a
superficie interna do capilar. Quimicamente, a silica fundida € caracterizada pela presenca
de varios tipos de grupos silanéis (—SiOH), os quais apresentam um carater dcido. Em
contato com 0 meio aquoso, alguns desses grupos sdo ionizados, e com isso, a superficie
do capilar torna-se negativamente carregada. Quando um campo elétrico é imposto
tangencialmente a superficie, forcas elétricas causam um movimento unilateral de ions
em direcdo ao eletrodo de carga oposta. Durante a migracdo, os fons transportam
moléculas de 4gua induzindo o fluxo da solu¢do como um todo em direcdo ao catodo
(p6lo negativo). Este modo é conhecido como fluxo eletrosmético normal (SPUDEIT et
al.,2012; TAVARES, 1996).

Através do capilar, aplica-se uma corrente de alta tensdo que faz com que os
analitos se movam entre os polos positivo e negativo, chegando ao detector que conectado
a um computador fornece os resultados das analises na forma de eletroferograma. E nos
tubos capilares onde ocorre a separagdo dos analitos. Estes capilares normalmente sio
fabricados com silica fundida, material este que fornece maleabilidade, possui alta
constante dielétrica, baixa condutividade elétrica e alta transmitancia 6ptica, entre 190 a
900 nm. A fonte de alta tensdo é conectada através dos eletrodos a dois reservatdrios que
contém BGE, amostra ou outras solu¢des pertinentes ao método de separacio proposto,
podendo ser facilmente trocados. O sistema de detec¢do amplamente utilizado em CE é
absorcdo na regido do ultravioleta e/ou luz visivel (UV-Vis) devido a facilidade de
implementacéo deste dispositivo e aplicabilidade. O computador, através de um software,
permite a selecdo e controle dos parametros do sistema, além da aquisi¢do e tratamento

de dados (DELLA BETTA et al., 2016).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a presenca de nitrato e nitrito de s6dio em carnes bovina, suina e de
frango em natureza e em produtos carneos formulados sem adicdo dos dois
componentes (caracterizados como produtos “rétulos limpos” nesse trabalho),

elaborados em estabelecimentos sob Servico de Inspecdo Federal (SIF).

Objetivos especificos

Determinar as concentracdes maximas de nitrato e nitrito de sdédio naturalmente

presentes em carnes bovina, suina e de frangos, caso ocorram;

Determinar as concentragdes maximas de nitrato e nitrito que podem estar
ocorrendo em produtos formulados atualmente elaborados pelas agroindustrias
sem a adicdo intencional dos componentes, a fim de subsidiar o SIF quanto ao
enquadramento dos resultados das andlises oficiais como conformes ou nao

conformes;

Determinar se hé associac@o entre os resultados de nitrato e nitrito das amostras
de carnes em natureza analisadas e de seus produtos derivados, ndo adicionados

de sais de cura;

Gerar dados para a atualizacdo de legislacdes pelas autoridades sanitarias

competentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

4.1.1 Amostragem de carne em natureza

Foram colhidas trinta amostras de carne em natureza de cada uma das espécies
estudadas (suina, bovina e frango) em estabelecimentos sob Servigo de Inspecao Federal
(SIF) localizados no Estado de Santa Catarina (SC), para a identificacio de nitrato e nitrito
de sodio, totalizando noventa amostras.

As amostras foram obtidas apds o sorteio de dez abatedouros-frigorificos que
abatiam animais de cada uma das espécies, com excecdo das amostras de carne bovina,
que foram coletadas nos unicos trés estabelecimentos sob SIF em SC. O ntiimero de
amostras de carne em natureza colhidas por estabelecimento, assim como o nimero total

de amostras, encontra-se apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Nimero de amostras de carne em natureza coletadas por espécie animal e

estabelecimento.
Porcentagem
Numerode  N°de de N°de
Tipode  estabeleci- estabeleci- estabeleci- amostras por N° total de
Carne mentos sob  mentos mentos abatedouro-  amostras
SIF em SC amostrados  amostrados  frigorifico
(%)
Frango 20 10 50 3 30
Suina 19 10 52 3 30
Bovina 3 3 100 10 30
Total 42 23 67,33 -- 90

Fonte: préprio autor.

A defini¢do da amostragem foi efetuada de acordo com Cannon e Roe (1982 apud
THURSFIELD, 2005) conforme a Tabela 5, considerando uma populagio infinita e uma
prevaléncia de 10% de amostras positivas para nitrato de sddio. A prevaléncia minima de

10% foi estimada a partir do trabalho conduzido por lammarino e Di Taranto (2012),
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sendo adotada no presente trabalho igualmente para as carnes das trés espécies avaliadas

(bovina, suina e frango).

Tabela 5 — Defini¢do do nimero minimo de amostras com base na taxa de prevaléncia.

Tamanho da populagido Tamanho da amostra exigido a uma taxa de prevaléncia esperada de:
50% 40% 30% 25% 20% 15% 10% 5% 2% 1% 05% 0,1%
10 4 5 6 7 8 10 10 10 10 10 10 10
20 4 6 6 9 10 12 16 19 20 20 20 20
30 4 6 8 9 11 14 19 26 30 30 30 30
40 5 6 8 10 12 15 21 31 40 40 40 40
50 5 6 8 10 12 16 22 35 48 50 50 50
60 5 6 8 10 12 16 23 38 55 60 60 60
70 5 6 8 10 13 17 24 40 62 70 70 70
80 5 6 8 10 13 17 24 42 68 79 80 80
90 5 6 8 10 13 17 25 43 73 87 90 90
100 5 6 9 10 13 17 25 45 78 96 100 100
120 5 6 9 10 13 18 26 47 8 111 120 120
140 5 6 9 10 13 18 26 48 92 124 139 140
160 5 6 9 11 13 18 27 49 97 135 157 160
180 5 6 9 11 13 18 27 50 101 146 174 180
200 5 6 9 11 13 18 27 51 105 155 190 200
250 5 6 9 11 14 18 27 53 112 175 228 250
300 5 6 9 11 14 18 28 54 117 189 260 300
350 5 6 9 11 14 18 28 54 121 201 287 350
400 5 6 9 11 14 19 28 55 124 211 311 400
450 5 6 9 11 14 19 28 55 127 218 331 450
500 5 6 9 11 14 19 28 56 129 225 349 500
600 5 6 9 11 14 19 28 56 132 235 379 597
700 5 6 9 11 14 19 28 57 134 243 402 691
800 5 6 9 11 14 19 28 57 136 249 421 782
900 5 6 9 11 14 19 28 57 137 254 437 868
1000 5 6 9 11 14 19 29 57 138 258 450 950
1200 5 6 9 11 14 19 29 57 140 264 471 1102
1400 5 6 9 11 14 19 29 58 141 269 487 1236
1600 5 6 9 11 14 19 29 58 142 272 499 1354
1800 5 6 9 11 14 19 29 58 143 275 509 1459
2000 5 6 9 11 14 19 29 58 143 277 517 1553
3000 5 6 9 11 14 19 29 58 145 284 542 1895
4000 5 6 9 11 14 19 29 58 146 268 556 2108
5000 5 6 9 11 14 19 29 59 147 290 564 2253
6000 5 6 9 11 14 19 29 59 147 291 569 2358
7000 5 6 9 11 14 19 29 59 147 292 573 2437
8000 5 6 9 11 14 19 29 59 147 293 576 2498
9000 5 6 9 11 14 19 29 59 148 294 579 2548
10000 5 6 9 11 14 19 29 59 148 294 581 2588
0 5 6 9 11 14 19 29 59 149 299 598 2995

Fonte: Cannon e Roe 1982 apud THURSFIELD, 2005.

Os cortes comerciais/musculos selecionados para as anélises de nitrato e nitrito
em carne suina, bovina e de frango em natureza foram, respetivamente: pernil/musculo
semimembranosus, peixinho/musculo supraspinatus e peito/ musculo pectoralis major

(Tabela 6).
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Tabela 6 - Cortes comerciais e musculos selecionados para andlise de carne em natureza
de acordo com a espécie.

Tipo de carne Corte comercial Muisculo coletado
Suina Pernil Semimembranosus
Bovina Peixinho Supraspinatus
Frango Peito Pectoralis major

Fonte: préprio autor.

4.1.2 Amostragem de produtos formulados sem adi¢@o de sais de cura (“rotulo limpo™)

A escolha dos produtos formulados sem adi¢do de nitrato e nitrito investigados
nesse trabalho foi baseada nos resultados de andlises oficiais de amostras de produtos
coletados por técnicos do MAPA nos anos de 2016 e 2017, em abatedouros-frigorificos
e unidades de beneficiamento de carne e produtos carneos sob Servico de Inspecdo
Federal em Santa Catarina, visando o atendimento do Programa de Avaliagdo de
Conformidade de Produtos de Origem Animal (PACPOA). Os resultados obtidos em
2016 € 2017 apontaram a presenca de nitrato em hamburgueres e carnes temperadas, cujas
férmulas ndo previam a adicdo de sais de cura.

De acordo com a Norma Interna n° 2/2016 (BRASIL, 2016a), os hambtirgueres e
as carnes temperadas pertencem a categoria de produtos ndo submetidos a tratamento
térmico. Tratam-se de produtos formulados que mais preservam as caracteristicas de
produtos em natureza e que, apesar de serem adicionados de ingredientes e/ou aditivos,
necessitam da conservacdo pelo frio para a manutencio da sua estabilidade
microbioldgica (BRASIL, 2016b). O conceito dessa categoria € equivalente ao conceito
de preparados carneos trazido pelo Regulamento da Comunidade Européia (CE) n°
853/2004, vigente na Unido Européia (EUROPEAN COMMISSION, 2004).

Segundo o Regulamento (CE) n° 853/2004, preparados carneos sdo os produtos
elaborados com carne fresca incluindo a carne que tenha sido reduzida a fragmentos, a
qual foram adicionados condimentos/aditivos ou que foi submetida a um processamento
insuficiente para alterar a estrutura das suas fibras musculares, e assim eliminar as
caracteristicas de carne fresca. Logo, os produtos da categoria ndo submetidos a
tratamento térmico amostrados no presente trabalho podem ser considerados como
aqueles que melhor representam os produtos formulados caracterizados como “rétulo

limpo” no Brasil, por preservarem mais as caracteristicas de produtos em natureza e por
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serem elaborados sem a adi¢@o de nitrato e nitrito. Os produtos em natureza sdo aqueles
que ndo foram submetidos a qualquer outro processo de conservacdo, além do
resfriamento ou congelamento (BRASIL, 2016b).

O primeiro passo do trabalho foi a realizagdo do levantamento de todos os
produtos da categoria ndo submetidos a tratamento térmico ndo adicionados de nitrato e
nitrito elaborados entre os meses de fevereiro a junho de 2020 pelas inddstrias de Santa
Catarina, através de consulta aos estabelecimentos produtores. Os produtos foram
separados de acordo com o tipo de carne utilizado na elaboragdo. O levantamento

retornou com os resultados demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Relacdo de produtos, nimero de industrias produtoras e produtos sem adicio
de nitrato e nitrito pertencentes a categoria ndo submetidos a tratamento
térmico elaborados entre os meses de fevereiro e junho de 2020.

Carne Produto Quantidade de Quantidade
utilizada industrias produtoras de produtos
Suina Carne temperada congelada 2 8
Hamburguer congelado 3 7
Bovina Carne temperada congelada 1 3
Almodndega congelada 2 2
Carne temperada congelada 3 21
Franco Hamburguer congelado 1 3
& Frango temperado congelado 2 3
Total 10* 47

*Algumas industrias produziam mais de um produto.
Fonte: préprio autor.

A partir dos 47 produtos formulados demonstrados na tabela 7 foram selecionados
10 produtos por conveniéncia para a realizagdo das anélises, todos de industrias distintas.
Dessa forma, os produtos corresponderam a 21,27% do total de produtos com mesmo
perfil, ou seja, sem adicdo de nitrato e nitrito, compostos de carne de uma tnica espécie
e pertencentes a categoria de produtos ndo submetidos a tratamento térmico.

Os dez produtos formulados foram amostrados de forma homogénea atendendo a
seguinte distribui¢do por espécie: quatro de frango, trés de bovinos e trés de suinos. Para
cada um dos dez produtos selecionados, foram coletadas amostras de trés lotes distintos,

totalizando trinta amostras (Tabela 8).
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Tabela 8 - Relagdo e quantidade de produtos coletados para anélises de nitrato e nitrito
durante a investigacgao.

Quantidade

Carne de produtos

empregada Produto analisados

(n°)
Frango Carne 2 6 6 12
temperada
congelada de
frango sem
0SS0
Carne 1 3 3
temperada
congelada de
frango com
0SS0
Hamburguer 1 3 3
congelado de
frango
Bovina Hamburguer 2 6 6 9
congelado de
bovino
Carne 1 3 3
temperada
congelada de
bovino com
0SS0
Suina Carne 2 6 6 9
temperada
congelada de
suino sem 0sso
Carne 1 3 3
temperada
congelada de
suino com
0SS0
Total 10 30 30
Fonte: préprio autor.

Quantidade Total de Total de
de lotes amostras amostras
analisados  (n°) por espécie

4.2 Coleta de amostras

4.2.1 Coleta e envio de amostras de carnes em natureza

As 90 amostras de carne em natureza foram colhidas por técnicos do Servico de

Inspecao Federal (SIF) no Departamento de Inspecdo Final ou na sala de espostejamento,
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obedecendo a premissa de que cada amostra fosse coletada de animais de procedéncias
diferentes ao longo de um dia de abate, em cada um dos abatedouros-frigorificos, para
abranger o maior nimero de animais criados sob influéncias de manejo e alimentacdo
diferentes.

Posteriormente, as amostras foram congeladas a -12°C e mantidas a essa
temperatura durante a estocagem e o envio ao Laboratério Oficial SLAV-SC, em Sdo
José, Estado de Santa Catarina, Brasil, acreditado na ISO 17.025, para a condugéo das

analises.

4.2.2 Coleta e envio de amostras de produtos formulados sem adi¢do de sais de cura

(r6tulo limpo)

Os técnicos do SIF acompanharam a formulag@o de todos os 30 lotes de produtos
ndo adicionados de sais de cura previamente a etapa de coleta. O procedimento foi
adotado para averiguar se os produtos atendiam as composicdes dos rdtulos registrados
junto a plataforma de registro de rotulagem do SIF/DIPOA.

Concluida a etapa de producio, os produtos foram coletados em suas embalagens
originais e conservados a temperatura indicada no rétulo durante a estocagem e envio ao
Laboratério Oficial SLAV-SC, em Sao José, Estado de Santa Catarina, Brasil, para a

condugio das anélises.

4.3 Preparo da amostra

As amostras de carne em natureza das trés espécies (frango, suina e bovina) e de
produtos formulados (hambuirgueres, carnes e cortes temperados congelados) foram
transferidas para a geladeira sob refrigeracdo a 5 = 2 °C para descongelamento, até a
execucdo das analises.

Todas as amostras foram previamente trituradas e homogeneizadas e 2 + 0,1 g
foram pesadas em um tubo de polietileno com capacidade de 50 mL. A seguir, as amostras
foram fortificadas com 150 pL da solugdo-estoque de tiocianato de potassio (10000 mg
L. Ao tubo, foram adicionados 1 mL de tetraborato de sédio (5%) e 9 mL de dgua
ultrapura. O tubo foi agitado em um voértex por 1 min. A extracdo foi realizada em banho-
maria a 65 + 2°C, sob agitac@o, por 20 min. Os tubos foram centrifugados a temperatura

de 4 °C por dez minutos a 3488 g. Posteriormente, os volumes dos tubos foram filtrados
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através de papel de filtro qualitativo (n° 1). Uma aliquota de 100 pl do volume filtrado de
cada amostra foi transferida para um microtubo e a ela foram adicionados 200 pL de
acetonitrila e 200 pL. de 4agua ultrapura. Apds agitar, a solucdo foi centrifugada a
temperatura de 4 °C por dez minutos a 17300 g. Por fim, foram transferidos cerca de 450
pL do sobrenadante para os vials e injetados no sistema de eletroforese. Todas as amostras
foram preparadas em trés repeti¢cdes independentes (triplicata) antes da data de
vencimento dos produtos. Além disso, foi preparada uma curva de calibragdo em solvente,
de acordo com as seguintes faixas de trabalho: nitrato, 37,5 a 600 mg L!; nitrito, 18,75 a
300 mg L!: tiocianato, 750 mg L' e uma amostra de recuperagdo, fortificada nos limites
regulatorios. As concentragcdes dos analitos da curva de calibragdo foram transferidas para

os vials e injetadas no sistema de eletroforese.

4.4  Reagentes e padroes

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e 4gua
deionizada (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Padrdes de nitrito de sédio, bem
como tiocianato de potassio (pureza > 99%) foram adquiridos junto a Merck (Darmstadt,
Alemanha). O acido perclérico (70%) e a B-alanina (> 99%) utilizados foram da marca
Sigma-Aldrich (St. Louis, CO, E.U.A). As solucdes padrdes de nitrato, nitrito e tiocianato
(1000 mg L) e as solucdes de 4cido perclérico e B-alanina (100 mmol L) foram
preparadas e armazenadas a 4°C até o momento da andlise. Outros reagentes utilizados
durante o experimento foram hidréxido de soédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e

acetonitrila (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).
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4.5 Instrumental e técnica empregados nas analises

O método utilizado na presente pesquisa se baseia na extragdo dos analitos com
dgua quente e tetraborato de sodio e na quantificacdo por padronizacio interna com

tiocianato de potassio, conforme a Tabela 9 (BRASIL, 2019b).

Tabela 9 — Condicdes instrumentais para determinacio de nitrato e nitrito em produtos
carneos por eletroforese capilar de zona.
Sistema de Eletroforese Capilar Sistema automatico, com detector de arranjo de

diodos e controlador de temperatura, operado por
software de controle e aquisicdo de dados

Capilar 48,5 cm (Lior) X 75 pum (1)

Comprimento de onda (%) 210 nm

Injecdo da amostra hidrodindmica pelo outlet (—50 mbar 3 s™1)

Voltagem de separacio 20 kV

Temperatura 20 °C

Condicionamento capilar NaOH (20 min.) — H20 (20 min.) — eletrélito (20
min.)

Pré-condicionamento Eletrélito (40s)

Fonte: Brasil, 2019b.

Os ensaios foram conduzidos em sistema de eletroforese capilar modelo 7100 da
marca Agilent Technologies (Palo Alto, E.U.A.), equipado com detector de arranjo de
diodos (DAD), controlador de temperatura e programa de aquisi¢do e tratamento de dados
fornecido pelo fabricante (HP ChemStation®).

O capilar foi condicionado por meio de lavagens com 1 mol L™! NaOH (20 min.),
agua ultrapura (20 min.) e solucdo de eletrélito de corrida (20 min.), composto por -
alanina, acido perclérico e dgua deionizada. Entre as corridas, o capilar foi lavado com o
eletrélito por 1 minuto e, ao final do dia, lavagem com 1 mol L™ NaOH (10 min) e 4gua
(10 min).

A separagdo foi realizada através de capilar de silica fundida com 48,5 cm de
comprimento total e 75 pm de didmetro interno da marca Polymicro Technologies
(Phoenix, AZ, EUA.), com modo de detec¢ao direto em 210 nm e a temperatura de 20°C.
As amostras e os padrdes foram introduzidos pela extremidade mais curta do capilar
(outlet) com pressao hidrodindmica de 50 mbar por 4s. A tenséo utilizada na separagdo

foi - 30 kV (polaridade negativa no local de injecdo).
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O eletrdlito de corrida (BGE) (pH 3,8) utilizado no método era composto de acido
perclérico 100 mmol L' (1000 uL), B-alanina 100 mmol L' (2600 uL) e 4gua ultrapura
(400 uL).

4.5 Calculo e expressao dos resultados

A identificacdo de cada espécie quimica foi feita pelo tempo de migracdo e pelo
espectro de absorcdo. A quantificagdo foi realizada por padronizacdo interna com
tiocianato de potdssio (750 mg L), utilizando relacdo funcional linear de razdo das
concentragdes (eixo x) dos analitos versus razdo de areas dos picos (eixo y). O resultado
das amostras através do método foi expresso em “g/100 g”, com trés casas decimais

(BRASIL, 2019b).

4.7 Analise estatistica

Os dados foram interpretados utilizando o software estatistico GraphPad Prism
versdo 8.3, considerando o nivel de significancia de 95% (p<0,05). Os resultados das
analises de nitrato e nitrito de s6dio das amostras foram expressos por média, e valores
minimo e méximo. As comparacdes quantitativas entre os grupos foram realizada por
teste t para amostras ndo pareadas quando comparados dois grupos, e ANOVA de uma
via com pos-teste de Tukey quando comparados trés grupos. Para determinar a associacéo
entre a presenca de nitrato e nitrito de s6dio nas amostras com os tipos de carnes e

produtos analisados foi utilizado o teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram analisadas cento e vinte amostras, sendo noventa amostras de
carnes em natureza (trinta de cada espécie - bovina, suina e frango), e trinta de produtos
formulados. As cento e vinte amostras corresponderam a um total de trezentos e sessenta
anélises, considerando que cada amostra foi analisada em triplicata.

Os dados relativos a presenga de nitrato e nitrito de s6dio nas carnes em natureza,
incluindo as concentracdes médias detectadas nas amostras positivas, estdo demonstrados
na Tabela 10. Os resultados para cada amostra positiva se referem a média das

concentracgdes detectadas nas anélises realizadas em triplicata.

Tabela 10 - Resultados de analises de nitrato e nitrito de s6dio em amostras de carne em
natureza das trés espécies analisadas (suina, bovina e frango).

Tipo Nimero de Ntuimero de Numero de Amostras  Concentracdo  Faixa de
de amostras amostras com  amostras com  positivas  média de concentragio
carne analisadas  concentracdo  concentragdo  para nitrato de de amostras
de nitrato de de nitrito de nitrato de  sédio em positivas
sodio > limite  sédio > limite  sodio (%) amostras (mg/kg)
de de positivas
quantificacdo  quantificacio (mg/kg)
Suina 30 12 0 40 15,25 7,80 - 25,24
Bovina 30 0 0 0 - -
Frango 30 0 0 0 - -
Total 90 12 0 13,3 15,25 7,80 - 25,24

Fonte: préprio autor.

Através dos resultados obtidos, € possivel perceber a auséncia de nitrito de sédio
em todas as amostras das trés espécies analisadas (bovina, suina e frango) e de nitrato de
sodio nas carnes bovina e de frango (C < LQ =5 mg/kg). Nitrato de sédio foi somente
quantificado em amostras de carne suina (C > LQ = 5 mg/kg).

Doze das trinta amostras de carne suina em natureza analisadas demonstraram a
presencga de nitrato de sddio, dada as concentra¢des acima do limite de quantificacio do
método (C >LQ =5 mg/kg), evidenciando dessa forma a presenga natural do componente
em 40% das amostras desse tipo de carne (Figura 5). Através do teste de Fischer (P <
0,0001), foi possivel observar diferenca estatistica entre a concentracdo de nitrato da

carne suina e das demais espécies.
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Figura 5 - Porcentagem de amostras de carne em natureza positivas e negativas para
nitrato de sédio por espécie animal. Limite de quantificacdo do método (LQ =
5 mg/kg). * P <0,0001 por teste de Fischer.
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Fonte: préprio autor.

Na Figura 6 € possivel verificar os eletroferogramas correspondentes as analises
em triplicata de uma das amostras de carne suina em natureza que apresentou

quantificagdo para nitrato de sddio (C > LQ =5 mg/kg).

Figura 6 - Eletroferogramas das andlises em triplicata de 1 das amostras de carne suina
em natureza, positiva para nitrato de sédio (média da amostra = 22,62 mg/kg).
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Figura 6 - Eletroferogramas das andlises em triplicata de 1 das amostras de carne suina
em natureza, positiva para nitrato de sédio (média da amostra = 22,62 mg/kg).
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Fonte: préprio autor.

Eleftheriadou ef al. (2002) analisaram as concentra¢des de nitrito e nitrato de
cento e vinte amostras de carne suina em natureza obtidas de animais de cinco linhagens
genéticas distintas, através dos métodos ISO 2918/78 e 3091/75. Adicionalmente, vinte
amostras de racdo e vinte amostras de agua foram analisadas através do método AOAC
968.07. Foram detectadas concentracdes baixas de nitrato de sédio nas amostras (10,3 a
21,5 mg/kg em carne; 12,74 a 18,36 mg/kg em ragdo animal e 38,36 a 89,32 mg/kg em
dgua), além de tragos de nitritos. Contudo, ndo foi observada correlacdo entre as
quantidades de nitrato na ragdo e na 4gua e a sua concentracao na carne suina.

Em pesquisa conduzida por Sacanni ef al. (2006), um total de cinquenta amostras

de carne bovina, suina, equina e de frango foram analisadas através de cromatografia
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idnica. As concentracdes de nitrato de s6dio variaram entre 4,93 a 13,97; 3,28 a 12,60;
5,50a 15,61 e 3,56 a 12,19 mg/kg, respectivamente, em carnes suina, bovina, equina e de
frango.

Na investigacdo realizada com carnes equina, suina, bovina e frango em natureza,
Iammarino e Di Taranto (2012) observaram quantificacdo de nitrato (C > LQ = 9,6
mg/kg) em, respectivamente, 16, 12, 10 e 0% das amostras analisadas por cromatografia
ionica. As concentragdes de nitrato de sddio nas amostras positivas variaram de 14,80 a
20,55; 14 a 20,3 e 18,6 a 50 mg/kg, respectivamente, em carnes bovina, suina e equina.
Os pesquisadores excluiram a possibilidade de quantificagdo de nitrito em todos os quatro
tipos de carne, dada a auséncia do componente nas amostras (C < LQ = 4,5 mg/kg), e de
nitrato em carne de frango em natureza (C < LQ = 9,6 mg/kg).

Hsu et al. (2009) analisaram amostras de vegetais, produtos carneos curados e
carne bovina em natureza, como medalhdo e carne moida, adquiridos em supermercados
de Sydney, através de HPLC - UV. As concentragdes de nitrato de sodio (C > LQ = 2,5
mg/kg) nas amostras de medalhdo e carne moida bovina ficaram dentro da faixa de
produtos curados, com médias, respectivamente, de 52,7 + 20,4 e 25,6 + 8,5 mg/kg. Ndo
houve quantifica¢do de nitrito (C < LQ = 5 mg/kg) nas amostras de carne em natureza
analisadas.

Em geral, observa-se escassez de dados sobre a transferéncia e as concentracdes
de nitrato e nitrito em tecidos corpéreos e produtos de origem animal. Devido a rapida
excrecdo de nitrito e nitrato, a probabilidade de acumulacdo em tecidos animais e
produtos de origem animal é considerada baixa. Além disso, a absor¢do oral de nitrito e
nitrato é baixa tanto em ruminantes como em ndo ruminantes, resultando em
concentragdes baixas de nitrito passando, respectivamente, do rimen e estdmago para a
corrente sanguinea (EFSA, 2009).

Em animais monogéstricos, com exce¢do de ratos e camundongos, uma fonte
importante de nitrito € o nitrato oriundo da dieta, que é sistematicamente absorvido,
secretado na saliva e ent@o reduzido a nitrito através da atividade da enzima nitrato
redutase, devido a presenca de bactérias na cavidade oral e lingua (BRUNING-FANN &
KANEENE, 1993; DJEKOUN-BENSOLTANE et al., 2007). Tal conversio é pH
dependente e, normalmente, ndo ocorre no estdmago da maioria dos animais
monogastricos em virtude da acidez relativa (pH < 3,5). Muito pouco nitrato sofre
reducdo até atingir o célon. Durante o percurso até o cdlon parte do nitrato € absorvido e

excretado pelos rins, além da parte excretada via fezes (WRIGHT & DAVISON, 1964).
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Em contraste, o rimen dos ruminantes, o ceco e o célon dos equinos sdo adaptados
para a reducg@o do nitrato a nitrito devido a densa microbiota e o pH relativamente alto (>
5) (WRIGHT & DAVISON, 1964; SEN et al., 1969; MOHINI et al. 2017). Como as
espécies herbivoras e, em particular, os ruminantes, se alimentam de dietas que contém
niveis de nitrato elevados, elas sdo potencialmente uma das espécies mais sensiveis a
intoxicacdo por nitritos devido a sua capacidade inata de ruminantes para a conversiao
microbiana de nitrato a nitrito. No entanto, em circunstancias normais nao ocorrem
problemas, pois a concentracdo de nitrato nas plantas é baixa e o nitrito resultante é
rapidamente removido por fermentagdo bacteriana para anabolismo, produzindo amdnia,
aminoacidos e proteinas, como representado: Nitrato — Nitrito — Amonia —
Aminoacidos — Proteinas (EFSA, 2009; MOHINI et al., 2017).

Um aspecto importante relacionado com a ingestio cronica de nitrato e nitrito
pelos ruminantes € a capacidade progressiva e relativamente rapida de adaptacdo do
intestino e da microbiota do rdmen, favorecendo a conversido do nitrito em amonia
(detoxificacdo), a partir de concentragdes variadas. Por essa razdo dindmica, um fator de
conversdo reprodutivel ndo estd disponivel. Em certas circunstincias, pode haver
acumulag¢do de nitrito quando o nitrato € convertido a nitrito a uma velocidade maior do
que a do nitrito é convertido a amdnia. Consequentemente, excepcionalmente, o rimen
pode sofrer uma sobrecarga quando concentracdes elevadas de nitrato (e potencialmente
nitrito) sdo ingeridas (BRUNING-FANN & KANEENE, 1993).

Apds ser absorvido e chegar a corrente sanguinea, o nitrito se distribui
rapidamente no plasma ligando-se aos eritrocitos. Posteriormente a ligacdo a membrana
do eritrécito, o nitrito é reduzido a 6xido nitrico (pelas enzimas xantino oxidase e 6xido
nitrico sintetase) (EFSA, 2009).

Ambientalmente, a fonte de nitrato mais significativa e causa dos niveis mais altos
observados em forrageiras e dguas subterraneas s@o os fertilizantes e o nitrato encontrado
no esterco. Quando adubos e fertilizantes sdo aplicados repetidamente em areas limitadas
da terra, os nitratos tendem a se acumular no solo, lixiviam as dguas subterrineas e sio
absorvidos pelas raizes das plantas e depositados nos tecidos das plantas (EFSA, 2009).

Nos vegetais, a concentracdo de nitrato tende a ser maior no peciolo, seguido da
folha, caule, raiz, flores, tubérculo, fruto, e por dltimo nas sementes (SANTAMARIA et
al., 1999; EFSA, 2009). Como resultado, a alimentacdo baseada em culturas forrageiras
tende a apresentar maior concentracdo de nitrato comparada as dietas a base de grios

(EFSA, 2009). Como consequéncia frangos, € em uma menor extensio suinos, ingerem
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concentracdes negligenciaveis de nitrito/nitrato a partir da alimentacdo animal, sendo a
maior ingestdo advinda do consumo de 4gua (BRUNING-FANN & KANEENE, 1993).

Na investigacdo conduzida por Blount ef al. (2008) ndo foi observada correlacdo
entre as concentracdes de nitrato determinadas em ovos e dgua de bebida ofertada as aves
em uma das trés granjas avaliadas no experimento (granja 2), apesar dos valores
encontrados terem sido relativamente 63% maiores que a concentracdo méixima aceita
para nitrato (0,044 mg/kg) e, 34 e 73 vezes maiores que os niveis de nitrato encontrados
na agua ofertada as aves de postura nas demais granjas. A falta de correlacdo entre a
ingestdo de nitrato e a excregdo/secre¢do pode ser explicada pela formagdo enddgena e/ou
do metabolismo do nitrato em aves.

A incapacidade de correlacionar a ingestdo de nitrato e nitrito através da
alimentacdo animal e a sua presenca na carne se torna mais complexa em virtude da
possibilidade de formacdo enddgena de nitrato e nitrito (ELEFTHERIADOU et al.,
2002). Alguns estudos realizados em humanos sugerem a formagao endogena de nitrato
e nitrito no intestino, em virtude da nitrificacdo heterotrofica (TANNENBAUM er al.,
1978; GOMEZ et al., 1980).

Nos bovinos, o rimen pode estar exercendo diferenca & medida que a microbiota
ruminal utiliza o nitrato e nitrito oriundos da dieta na sintese direta de proteinas, nao
permitindo a absor¢do do componente e sua acumulacio em concentragdes quantificaveis
no tecido muscular, o que justificaria os resultados encontrados no presente trabalho.

Os resultados das andlises de nitrito de sédio evidenciando auséncia do
componente nas carnes avaliadas no presente trabalho foram semelhantes aos resultados
obtidos por lammarino & Di Taranto (2012).

Os resultados das analises de nitrato de sodio indicando auséncia do componente
em amostras de carne de frango em natureza também foram similares aos obtidos por
Iammarino & Di Taranto (2012). Por outro lado, diferiram dos resultados obtidos por
Sacanni et al. (2006), que encontraram concentracdo média de 6,98 mg/kg em carne de
frango, embora este autor tenha utilizado método com limite de deteccdo de 0,1 mg/kg,
muito mais sensivel aos limites de quantificacdo empregados no presente trabalho e por
Iammarino e Di Taranto (2012).

Em relacdo a carne bovina em natureza, os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram auséncia, ao passo que em outros trabalhos houve quantificagc@o de nitrato

de s6dio (Sacanni et al., 2006; Hsu ef al., 2009; Iammarino & Di Taranto, 2012).
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Quanto a carne suina em natureza, os resultados obtidos no presente trabalho
demonstraram a presenca de nitrato de s6dio em concentracdes baixas (7,80 a 25,24
mg/kg) em 40% das amostras de carne suina em natureza analisadas. A concentracdo
média de nitrato de sédio (15,25 mg/kg) foi proxima dos resultados médios obtidos por
Eleftheriadou er al. (2002) e Iammarino & Di Taranto (2012), conforme pode ser
observado na Tabela 11. A porcentagem de amostras positivas (40%) foi superior ao total
de amostras positivas para nitrato de sédio (12%) detectadas por lammarino & Di Taranto
(2012). Contudo, o método empregado neste trabalho é considerado mais sensivel, com
baixo limite de quantificacdo comparado com o limite analitico reportado por tais autores

(9,6 mg kg'l).

Tabela 11 - Resultados de anélises de nitrato de sédio em amostras de carne suina em
natureza obtidos por outros pesquisadores.

Pesquisadores Método e limite de  Numero Amostras Faixa de Concentragdo
quantificacdo (LQ de positivas  concentracdo média de
—mg/kg) amostras  para de NaNO" NaNO-

de carne NaNO? em amostras  (mg/kg)
suinaem (%) (C> de carne

natureza LQ) suina
analisadas positivas
(mg/kg)
Eleftheriadou  Cromatografia 120 100 10,3 -21,5 10,5
et al. (2002) ionica (IC/MS) —
LQ néo informado
Sacanni et al.  Cromatografia 26 100 4,93 -13,97 4,5
(2006) ionica (IC/MS) —
0,01 (obs.: limite
de detecgdo)
lammarino &  Cromatografia 50 12 14 - 20,3 11,6
Di Taranto idnica — 9,6
(2012)
lacuminn et Espectrofotometria 50 100 1-21 8
al. (2019) de absorc¢do

molecular — 0,05

Fonte: préprio autor.
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Os achados em carne suina podem estar relacionados a uma maior concentracio
de nitrato na dieta desses animais; a fisiologia particular dos suinos, que pode estar
refletindo em uma maior absor¢c@o de nitrato oriunda da dieta (via racdo e/ou agua de
bebida) ou até mesmo em decorréncia da formagdo enddgena de nitrato na espécie suina
quando comparada com a carne da outra espécie monogéstrica avaliada (frango). Estudos
futuros serdo necessarios para a determinacao das causas provaveis de detec¢do de nitrato
de s6dio em carne suina, tendo em vista que ndo era o objetivo do presente trabalho.

Os resultados das andlises de nitrato e nitrito de s6dio em produtos formulados

(por tipo de carne) encontram-se demonstrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados das andlises de nitrato e nitrito de sddio em produtos formulados
de acordo com o tipo de carne utilizada na elaboragao.

Tipo de N° de N°de N°de Amostras Concentracdo Faixa de

Carne amostras com amostras com positivas  média de concentracio

empregada concentracdo  concentragdo  para nitrato em de amostras

na de nitrato > de nitrito > nitrato amostras positivas

formulacéo limite de limite de (%) positivas (mg/kg)
quantificacdo  quantificacio (mg/kg)

Suina 9 0 0 0 - -

Bovina 9 9 0 100 17,50 8,74 — 32,27

Frango 12 3 0 25 16,67 13,09 -23,71

Total 30 12 0 40 17,29 8,74 — 32,27

Fonte: préprio autor.

Nio houve quantificacdo de nitrito de sédio (C < LQ =5 mg/kg) em nenhuma das
trinta amostras de produtos formulados analisados. Em contrapartida aos resultados
encontrados nas carnes bovina e de frango em natureza, concentragdes de nitrato de sddio
(C > LQ =5 mg/kg) variando entre 8,74 a 32,27 mg/kg foram observadas em 40% das
amostras analisadas, nos produtos a base de carne bovina e frango.

Na Tabela 13 estdo representados os resultados das anélises de nitrato e nitrito de

sddio por tipo de produto cirneo.
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Tabela 13 - Resultados das andlises de nitrato e nitrito de s6dio por tipo de produto carneo.

Produto
carneo

Ne° de
amostras
analisadas

N°de
amostras
com
concentragao
de nitrato >
limite de
quantificagdo

N°de
amostras
com
concentragao
de nitrito >
limite de
quantificagdo

Amostras
positivas
para
nitrato
(%)

Concentragao
média de
nitrato em
amostras
positivas
(mg/kg)

Faixa de
concentragao
de amostras
positivas
(mg/kg)

Carne
temperada
congelada
de suino
sem 0Sso
Carne
temperada
congelada
de suino
com 0SS0
Hambiirguer
congelado
de bovino
Carne
temperada
congelada
de bovino
com 0SSO
Hamburguer
congelado
de frango
Carne
temperada
congelada
de frango
sem 0Sso
Carne
temperada
congelada
de frango
com 0SSO

0

0

100

100

100

20,78

10,95

16,67

8,93 -32,27

8,74 -12,98

13,09-23,71

Fonte: préprio autor.

Dos dez produtos formulados avaliados nessa investigacdo, quatro deles

apresentaram quantificagdo de nitrato (C > LQ = 5 mg/kg) em todos os trés lotes

avaliados, correspondendo a doze amostras positivas em trinta analisadas (40%). Os

quatro produtos avaliados corresponderam a 100% dos produtos a base de carne bovina

e 100% dos hamburgueres analisados, como pode ser observado nos Graficos 7 e 8.

Através do teste de Qui-quadrado (P < 0,0001), foi observado que houve diferenca
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significativa entre os produtos compostos por carne de origem bovina e outras origens

(suina e frango), e também entre as amostras de hamburgueres e carnes temperadas.

Figura 7 — Grafico demonstrando a porcentagem de amostras de produtos formulados
positivas e negativas para nitrato de sédio de acordo com o tipo de carne
empregado na formulagdo. Limite de quantificacdo do método (LQ = 5
mg/kg). *P < 0,0001 por teste de Qui-quadrado.
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Fonte: préprio autor.

Figura 8 — Grafico demonstrando a porcentagem de amostras de produtos formulados
positivas e negativas de nitrato de sédio por tipo de produto cirneo. Limite
de quantificagdo do método (LQ = 5 mg/kg). *P < 0,0001 por teste de Qui-
quadrado.
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g
]
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Fonte: proprio autor.

Houve diferenca significativa entre os resultados de amostras positivas e negativas

para nitrato de sédio, quando comparados os grupos carne em natureza e produtos
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formulados, por tipo de carne (suina, bovina e de frango). Foram obtidos os valores P <
0,0362; P < 0,0001 e P < 0,0192, respectivamente, para os grupos carne suina, bovina e
de frango, aplicando-se o teste de Fischer. O fato dos produtos formulados ndo terem sido
elaborados com as mesmas carnes em natureza analisadas na investigacdo, pode explicar

a auséncia de associagdo entre os resultados (Figura 9).

Figura 9 - Graficos comparativos da porcentagem de amostras positivas e negativas para
nitrato de s6dio em carnes em natureza e produtos formulados, por tipo de carne
(a - suina, b - bovina, ¢ — frango). *P < 0,05 por teste de Fisher.
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Fonte: proprio autor.
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Nio houve diferenca estatistica significativa entre as concentra¢des de nitrato de
sddio de amostras de carne suina em natureza e produtos formulados a base de carne
bovina e de frango que apresentaram quantificacio para o analito (C > LQ =5 mg/kg),
de acordo com o teste ANOVA (p =0,7538). As médias das concentracdes de nitrato de
sodio por grupo foram: carne suina em natureza (15,25 mg/kg), produtos formulados a
base de carne de frango (16,67 mg/kg) e produtos formulados a base de carne bovina

(17,50 mg/kg) (Figura 10).

Figura 10 - Grafico comparativo das concentra¢des de nitrato de sddio nas amostras
positivas dos grupos de produtos formulados (compostos de carne bovina e
de frango) e carne suina em natureza.
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Fonte: préprio autor.

Da mesma forma acima, ndo houve diferenca estatistica entre as concentragdes de
nitrato de sédio das amostras positivas (C > LQ = 5 mg/kg) pertencentes ao grupo
produtos formulados e grupo carne em natureza, aplicando-se o teste T (p = 0,4606). As
médias da concentrag@o de nitrato de sdédio nas amostras positivas dos grupos carne em
natureza (geral) e produtos formulados (geral) foram, respectivamente, de 15,25 e 17,29

mg/kg (Figura 11).
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Figura 11 - Gréfico comparativo das concentragdes de nitrato de sdédio em amostras
positivas do grupo carne em natureza e produtos formulados.
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Fonte: préprio autor.

Ja na avaliacdo das amostras positivas e negativas entre 0s grupos carne em
natureza e produtos formulados, foi possivel perceber diferenca estatistica significativa,
aplicando-se o teste de Fischer (p = 0,0031). Quarenta por cento (40%) das amostras de
produtos formulados foram consideradas positivas (C > LQ = 5 mg/kg), enquanto nas
carnes em natureza 13,33% das amostras foram consideradas positivas (C > LQ = 5
mg/kg).

A probabilidade de ocorréncia de concentracdes quantificaveis de nitrato de sddio
€ maior em produtos formulados quando comparados aos produtos carneos em natureza,

como pode ser observado na Figura 12.

Figura 12 - Grafico comparativo de amostras positivas e negativas para nitrato de sddio
entre os grupos analisados (formulados e carnes em natureza). *P < 0,001 por teste de
Fisher.
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60

Os ingredientes de origem vegetal como a proteina de soja e a cebola podem estar
determinando a presenca dos tragos de nitrato de sdédio nos hamburgueres bovino e de
frango e na carne temperada bovina. Dos quatro produtos que apresentaram quantificacao
para nitrato de sddio, trés (todos hamburgueres) detinham os maiores percentuais de
proteina de soja em suas composicdes, e inclusive muita acima dos demais produtos
analisados, contribuindo com aproximadamente 4% da formulacdo. Em dois desses trés
hamburgueres, a cebola foi o Unico tempero natural adicionado em percentuais de 2,66 e
4,8% da composicao total. Os ingredientes utilizados na elaboracdo de produtos cirneos
podem conter nitritos e nitratos naturalmente, contribuindo com a deteccéo de tragos dos
componentes nesses produtos, corroborando com os achados de lacumin et al. (2019).

Tacumin et al. (2019) analisaram as concentracdes de nitrato e nitrito de sédio em
cinquentas amostras de presunto cru San Danielle, além dos ingredientes utilizados na
elaboracdo do produto (pernil suino, sal e sugna), através um método espectrofotométrico
baseado na reagdo de Griess, para fornecer subsidios aos produtores provarem que
nenhum aditivo estava sendo adicionado deliberadamente, durante a producdo de
presunto. No trabalho, os pesquisadores verificaram que as concentragdes médias de
nitrito e nitrato de s6dio em amostras de sal, sugna, pernil suino e produto final foram de,
respectivamente, 5 + 0,30 mg/kg e 8 £5,2 mg/kg; 1 + 0,8 mg/kge 6 £2,9 mg/kg; 2 +0,9
mg/kg e 8 = 3,4 mg/kg; e 1 £ 0,5 mg/kg e 4 £ 3,1 mg/kg. Os valores encontrados nas
cinquenta amostras do presunto cru foram inferiores aos observados na carne fresca. Isso
poderia ser explicado pelo fato da carne analisada ndo ser a mesma utilizada nos produtos
finais amostrados e em virtude dos niveis naturais dependerem de fatores varidveis, como
alimentacio, dgua e condi¢cdes de manejo.

Os vegetais sdo ricos em nitratos (CORREIA et al., 2010; KREUTZ et al., 2012).
As concentracdes de nitrato em vegetais sdo dependentes de vdarias varidveis
(SANTAMARIA, 2006). As concentragcdes podem variar de muito baixas (< 200 mg/kg),
como as encontradas em cebola, alho, pimenta (ingredientes utilizados nos produtos
analisados nesse trabalho), até muito altas (> 2500 mg/kg), como as detectadas em aipo,
radiche, alface (SANTAMARIA, 2006). As concentra¢des de nitrato de sédio em cebola,
pimenta e alho variam, respectivamente, de 13 a 34 mg/kg, 77 a 76 mg/kg e de 18 a 123
mg/kg (CHUNG et al., 2003; CHUNG et al., 2011; BAHADORAN et al., 2016).

Entre os legumes consumidos pela populagdo, a soja € o grao que possui os niveis
mais baixos, com médias entre 103 a 106 mg/kg de nitrato de sédio (BAHADORAN et
al., 2016).
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Além das concentracdes naturalmente existentes nos ingredientes vegetais, ndo se
pode descartar a influéncia de concentragdes de nitrato de sodio existentes nas carnes
bovina e de frango, ja que as amostras de carne em natureza analisadas nessa investigacio
ndo foram as mesmas empregadas na composicdo dos hamburgueres e carne temperada.
Ainda, concentracdes de nitrato em carnes bovina e de frango, abaixo do limite de
quantificagdo do método empregado no presente trabalho, podem estar ocorrendo e
contribuindo para o somatoério dos valores de nitrato de sédio encontrados para produtos
formulados a base de carnes bovina e de frango analisados.

Considerando o exposto, este autor sugere que a possibilidade de ocorréncia
natural de nitrato de sédio (tracos) seja considerada na rotulagem de carnes em natureza
e em produtos derivados ndo adicionados do componente, como forma de garantir a
transparéncia e a informagdo aos consumidores, mediante normatizacdo do tema pelas
autoridades sanitarias competentes. Tal sugestdo encontraria sustentacdo na expectativa
de consumidores quanto a auséncia desse conservante e em duas notificagdes
encaminhadas pela Vigilancia Sanitdria do Estado de Santa Catarina a estabelecimentos
produtores no ano de 2016, reportando rotulagem ndo conforme em razdo de
concentracdes de nitrato de s6dio em mortadelas sem que o conservante estivesse
apresentado na lista de ingredientes. Muito embora a oxidagdo do nitrito a nitrato pode
explicar as concentragdes consideraveis de nitrato de sédio que podem ser detectadas em
produtos carneos nos quais somente nitrito foi adicionado (HONIKEL, 2008), ndo ha
como desconsiderar os resultados obtidos no presente trabalho.

Os produtos analisados nesta pesquisa ndo representam risco a saude dos
consumidores, considerando a ADI estabelecida para nitrato de 3,7 mg/kg de peso
corporal/dia (WHO, 2002) para um adulto de 75 kg que consome cerca de 300 g de
produtos carneos por dia.

Por fim, os resultados negativos em sua grande maioria e a presenca de
concentragcdes baixas e negligencidveis em algumas das amostras de carne suina em
natureza e em produtos formulados refletem os dados citados na literatura que, em geral,
indicam concentragdes baixas ou até mesmo negligencidveis de nitrato de s6dio em
vegetais e dgua de abastecimento, utilizados como ingredientes na alimentagao animal e

em produtos industrializados.



62

6 CONCLUSAO

Por meio do presente trabalho foi possivel observar a presenca natural de nitrato
de s6dio em amostras de carne suina em natureza, assim como em produtos formulados
a base de carnes bovina e de frango nio adicionados de sais de cura, com concentragdes
variando, respectivamente, entre 7,80 a 25,24 mg/kg e 8,74 a 32,27 mg/kg.

Os resultados obtidos permitiram excluir a presenca de concentragdes
quantificdveis de nitrito de sédio nas carnes das trés espécies de acougue avaliadas (suina,
bovina e frango) e em produtos formulados a base dos mesmos tipos de carne (C < LQ =
5 mg/kg).

Nio foi observada associacdo entre os resultados das analises de carne em
natureza das trés espécies avaliadas e produtos derivados.

Embora até o momento ndo haja uma defini¢cdo legal para o conceito de “rétulo
limpo”, produtos sem adi¢do intencional de nitrato e nitrito de sédio/potéssio e que,
portanto, poderiam ser enquadrados nesse conceito (como considerado nesse trabalho),
podem apresentar concentracdes quantificiveis de nitrato de sddio (tracos). Tal fato pode
estar associado ao carater intrinseco do nitrato de s6dio em ingredientes utilizados na
elaboracio de produtos cdrneos, como as carnes em natureza, sal, 4gua e vegetais. A
medida que aumenta a quantidade de ingredientes adicionados aos produtos cérneos,
aumenta a possibilidade de “contaminacdo” e, por conseguinte, de quantificacdo de
nitrato de sédio nesses produtos. Dessa forma, a presenca de nitrato de s6dio nos produtos
carneos necessita ser interpretada com cautela, sob risco desses produtos serem

caracterizados como adulterados de forma equivocada.
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