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RESUMO

Pesquisas sugerem que, em alimentos submetidos a altas temperaturas, reacdes en-
tre compostos nitrosantes (nitratos e nitritos) e substancias que podem sofrer nitro-
sacdo (proteinas, aminoacidos entre outros) originem substancias secundéarias, como
as nitrosaminas. O objetivo deste trabalho foi quantificar a formac&o de nitratos e
nitritos a partir da degradacdo proteica em sardinha (Triportheus angulatus) decor-
rente do assamento realizado com carvao vegetal em churrasqueira em condicdes de
temperatura e tempo controlados. A média de nitratos encontrada nas amostras in
natura, assadas 30 minutos e 60 minutos, foi de 0,0020% (m/m), 0,00001% (m/m) e
0,00001% (m/m), respectivamente, e de nitritos foi de 0,0001% (m/m), 0,0063% (m/m)
e 0,0030% (m/m), respectivamente. A pesquisa permite concluir a existéncia da rela-
cdo direta entre a formacado desses compostos nitrosantes e aplicacdo de calor para
seu preparo para consumo.
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ABSTRACT

Research suggests that in foods subjected to high temperature reactions between ni-
trosating compounds (nitrate and nitrite) and substances which can undergo nitrosation
(proteins, amino acids, etc.) originate secondary substances such as nitrosamines. The
aim of this study was to quantify the formation of nitrates and nitrites from protein
degradation in sardine (Triportheus angulatus) arising from the baking done with char-
coal barbecue in temperature and time controlled. The average of nitrates found in
fresh samples, baked 30 minutes and 60 minutes was 0.0020% (m/m) 0.00001% (m/m)
and 0.00001% (w/w) respectively and nitrite was 0.0001% (w/w), 0.0063% (w/w) and
0.0030% (w/w) respectively. The research suggests that the scope of the direct rela-
tionship between the formation of these compounds and nitrosating applying heat using
charcoal for their preparation for consumption.
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Introducéo

Aabundancia de peixes em quantidade e espécies, a auséncia
de uma cultura agricola efetiva, entre outros fatores, fazem da
regido amazonica uma grande produtora e consumidora de peixes.

A pesca torna-se, portanto, uma importante atividade
extrativista que gera renda, lazer e base alimentar, e para a
maior parcela da populacéo da regido Norte do Brasil é a prin-
cipal fonte de proteinas'=.

Na regido amazodnica, a principal forma de consumo do
pescado é o assamento com carvao vegetal. Esse procedimento
objetiva basicamente a alteracéo das propriedades sensoriais
dos alimentos, melhorando a palatabilidade e aumentando a
gama de sabores, aromas e texturas.

O uso do calor com carvéo vegetal envolve a0 mesmo tem-
po a transferéncia de massa através da saida de umidade e da
entrada de calor na amostra, em grande parte na forma de
condugéo e por vezes convecgdo. Essas transferéncias variam
conforme o tamanho e a condutividade térmica dos alimentos.

Quando colocado sob uma fonte de calor, a baixa umidade
do ar gera um gradiente de pressdo de vapor, evaporando a
umidade na superficie do alimento, criando um movimento da
umidade do interior para a superficie, mesmo com formagao
de uma crosta aparentemente seca®. Umas das principais con-
sequéncias desse tratamento é a alteracdo da estrutura dos
componentes da musculatura, especialmente as proteinas.

Nitratos e nitritos nos alimentos

Os nitratos e nitritos em alimentos podem ter duas ori-
gens: intencionalmente adicionados ou ocorréncia/formagao
natural. Quando intencionalmente adicionados possuem trés
fungdes principais. Primeiro atuam como antibacterianos do-
se-dependente?, fixadores e/ou intensificadores de coloracédo
avermelhada nos produtos carneos*>®e fornecedores do que
pode ser descrito como um sabor “curado’?.

Independente de sua quantidade nos alimentos, os nitratos
e nitritos tendem a formar composto N-nitrosos, comprovada-
mente nocivos’ 8.

Considerando-se uma dieta normal, a quantidade de ni-
trato ingerido situa-se em torno de 100 mg ao dia, sendo os
principais representantes, devido ao uso de fertilizantes, as
hortalicas (até 200 mg ao dia) e raizes, podendo representar
entre 72% e 94%, além de cereais e carnes curadas (que podem
representar 90% do consumo diario)**:

Os nitritos sdo encontrados apenas em niveis de tragos
frequentemente em cereais, vegetais fermentados ou em con-
servas e carnes, em especial as curadas °, peixe defumado e
salgado. Sua presenca ou formacéo deriva também da oxida-
¢ao do amonio* 12,

Nos animais o nitrato esta diretamente relacionado a sua
presenca no meio ambiente. Nos animais aquaticos, como 0s
peixes, ndo apresenta ser um sério problema, ja que possui
um importante papel sobre a osmorregulacéo e transporte do
oxigénio nesses organismos*:.
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Devido aos prés e contras, sdo grandes as discussdes a
respeito do uso e da presenca de nitratos e nitritos nos ali-
mentos. Os efeitos benéficos, como a inibicdo do crescimento
de bactérias, principalmente as patogénicas nos alimentos e
0 aprimoramento de suas caracteristicas organolépticas, sao
argumentos a favor do seu uso.

Além disso, ha evidéncias de que o nitrato dietético apre-
senta destacado papel benéfico, protegendo a area gastrintes-
tinal contra microrganismos patégenos. Estudos mostram que
a adicdo de nitrito ao acido estomacal inibe microrganismos
como Salmonella, Escherichia coli e Helicobacter pylori®.

Aspectos toxicoldgicos de nitratos e nitritos

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Can-
cer®, nitratos e nitritos sdo classificados no grupo 2A como
provavelmente carcinogénicos para muitos animais, e com al-
guma similaridade no organismo humano e de alguns roedores,
e no grupo 2B com evidéncia carcinogénica comprovada em
algumas espécies animais, independente do 6rgdo-alvo. Em
humanos, somente a N-nitrosonornicoticona a partir do tabaco
tem sua agdo cancerigena comprovadat®7:18,

Grande parte dos compostos N-nitrosos ndo sdo bioacumu-
lativos e estaveis, porém sdo toxico dose-dependente e depen-
dente do tempo de exposicdo para exercerem agdo mutagéni-
ca e carcinogénica'c.

Em humanos os primeiros estudos de exposicéo de nitratos
ocorreram em 1945 por Comly e mais tarde por Robertson & Ri-
ddell em 1949, onde niveis de meta-hemoglobinemia associadas
a sinais de toxicidade por nitrato foram observados em criancas
que consumiram agua com alta concentragao de nitratos (entre
388 e 619 mg.L1)*.A toxicidade de nitratos e nitritos esta rela-
cionada a varios fatores além do tipo de matriz alimentar ingeri-
da: estilo de vida, exposi¢ao ambiental, idade, grau de nutricao
e estado de saude e a quantidade e frequéncia ingerida de ma-
trizes alimentares que possuem estes compostos ao contrario de
grandes e espagadas doses Unicas®. A consideracédo desse fato
é importante, pois as disparidades dos resultados encontrados
nessas associagoes podem ser explicadas, pelo menos em parte,
pela dificuldade de controle das concentracGes corporais deri-
vadas de quantidades ingeridas e de diferentes fontes'’-18.

Quadros de salde caracterizados pela baixa acidez esto-
macal e subnutricdo, inclusive em criangas® ', permitem o
aumento de microrganismos que produzem enzimas (nitrore-
dutases) capazes de reduzir nitratos a nitritos*.

Materiais e métodos

Muitos métodos analiticos sdo propostos para determina-
¢ao de ions nitrato e nitrito, entre os quais cromatograficos,
espectrofotométricos e potenciométricos. O método espectro-
fotométrico, utilizado neste estudo, caracteriza-se pelos bai-
xos limites de deteccdo, pela rapidez, simplicidade, além de
se mostrar sensivel a tragos dos ions nitrato e nitrito, com um
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erro maximo de 5% na determinagdo, mesmo quando aplicada
em matrizes complexas com um grande nimero de interferen-
tes, comum em amostras organicas?.

O isolamento do nitrato e nitrito da matriz tem sido fre-
quentemente realizado em meio aquoso devido a maioria dos
sais de nitrato e nitrito serem solGveis em agua. Dependendo
da matriz e se necessario, apds a obtengao do extrato ha ne-
cessidade de realizar um processo de clarificagdo, uma vez que
para alguns métodos analiticos, como a espectrofotometria,
extrato limpido é condigdo de analise?.

Amostras

Foram utilizadas 50 amostras de sardinha (Triportheus an-
gulatus) obtidas na feira do CEASA, Distrito Industrial de Ma-
naus. Antes dos procedimentos, a essas amostras foi aplicada
avaliacdo sensorial baseada na tabela da Torry Research-Station
Escocia (UK)® (Tabela 1). Foram observados os itens guelras,
olhos, pele, odor, textura e aspecto dos érgdos internos.

As amostras foram classificadas como classe “A” em uma
escala da prépria tabela que classifica também em classe B,
C e rejeitavel.

Formacéo de nitrato e nitrito através do uso de carvao vegetal em pescado

A tabela possui, para cada item, caracteristicas que classi-
ficam a amostra em A, B, C ou rejeitavel. Cada uma das classi-
ficagdes dos itens possui um valor que, somado no final, deter-
mina a qual classe corresponde a amostra. De 19 a 24 pontos,
A; de 13 a 18, B; 6 a 12, C; e menor que 6, rejeitavel. Todas
as amostras utilizadas obtiveram 4 pontos em cada item, que
somados resultaram em 24 pontos.

Em seguida, foi efetuada a evisceragdo das amostras atra-
vés de corte no sentido antero-posterior, ensacadas individu-
almente, refrigeradas em caixa térmica para o transporte e
congeladas a -18°C até o momento do assamento.

Preparo das amostras

Antes do assamento em churrasqueira, uma aliquo-
ta de aproximadamente 15 g da musculatura foi retirada
das amostras, assim como aos 30 minutos e 60 minutos
de assamento.

Todas as amostras retiradas, ap6s o resfriamento em tem-
peratura ambiente, foram devidamente envolvidas em pléasti-
co PVC e papel aluminio, recebendo a identificacdo “amostra
crua”, “amostra 30 minutos” e “amostra 60 minutos”.

Tabela 1. Tabela de avaliagdo sensorial baseada nas caracteristicas do pescado cru.

Classe A *Pts Classe B Pts Classe C Pts Rejeitavel Pts
Guelras Cor vermelho-vivo, 04 Cor vermelho-palido e 03 Castanho-escuro a 02 Cor branca, muco 01
muco limpido e forte castanho-avermelhado, castanho-amarelado, granuloso, odores de
odor de plantas perda de odor de muco leitoso, odor de amonia, acido sulfurico,
aquaticas plantas aquaticas pdo ou leite azedo odores fecais
Olhos Claros, brilhantes 04 Encovados, brancos, 03  Encovados, brancos bacos 02 Muito sanguineos 01
e salientes, pupilas nebulosos ou ou sanguineos, pupilas pupilas opacas e
negras com matrizes amarelados, pupilas com leitosas ou acinzentadas, cobertas de muco,
amareladas, corneas algumas descoloragoes, corneas concavas sujeitas corneas descoloradas ou
translicidas coérneas opacas a descoloragdo enrugadas
Pele Cor normal, lustrosa 04 Cor baga, sem 03  Auséncia de cor normal 02 Descolorada em 01
e clara aparéncia limosa e lustrosa, estrutura avancado estado de
muscular visivel decomposicao
Cheiro Tipico de peixe 04  Odor pouco acentuado, 03 Ligeiramente azedo 02 Azedo, mau cheiroso ou 01
capturado neutro ou rangoso, mas ndo a a putrefacao
recentemente putrefagdo
Textura Escamas brilhantes e 04 Com pouco brilho, cor 03 Superficie rugosa, 02 Superficie aspera, 01
fortemente aderidas, ligeiramente escura, escamas aderentes, muitas fendas,
nenhuma deformagéo, ligeiras deformacdes algumas fendas, musculatura flacida;
musculatura firme e ou mutilagoes, musculatura mole guando apertada entre
elastica, especialmente musculatura firme nao os dedos, ndo torna a
no abdémen eléastica posicao inicial
Orgéos Internos Peritdnio integro, 04 Peritonio oxidado 03 Peritonio desfeito 02 Escuros e desfeitos 01

parede abdominal
intera, rim vermelho-
vivo, figado integro

(escuro), parede
abdominal com inicio de
digestao, rim vermelho,

figado e intestino em
decomposicédo

(cor preta), parede
abdominal digerida e
com espinhas salientes,
rim vermelho-escuro,
figado e intestino
ligeiramente desfeitos

Valor

24-19

18-13

12-06

Menor do que 06

*Pts=pontos

Fonte: FAO (1987); BURGESS (1967).
Fonte: http://www.scielo.br/img/revistas/cr/v36n4/a38tab01.gif
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Extracé@o do nitrato e nitrito

Em um erlenmeyer foram adicionados 10 ml da amostra, 40
ml de agua deionizada e 5 ml de tetraborato de s6dio. Homo-
geneizou-se e levou-se ao banho-maria por 15 minutos. A solu-
¢ao entdo foi transferida para baldo de 200 ml, adicionados 5
ml de ferrocianeto de potéassio 15% e 5 ml de acetato de zinco
30% e em seguida filtrado em papel qualitativo®.

Quantificacdo de nitrito

Foram colocados 10 ml do filtrado em baldo volumétrico de
50 ml e adicionados 5 ml de sulfanilamida e, apds 3 minutos, 3
ml de naftlenodiamino 0,5%. Completou-se o volume e aguar-
dou-se 30 minutos. Foi feita a leitura em espectrofotometria
em absorbancia a 540 nm*.

Quantificacdo do nitrato

Foram colocados 20 ml do filtrado em um béquer e adi-
cionados 5 ml de solucédo tampéao pH 9,6-9,7. Passou-se pela
coluna de cadmio e foi recolhido em baldo de 100 ml; 10 ml
do filtrado pela coluna de cadmio foram colocados em balao
volumétrico de 50 ml e adicionados 5 ml de sulfanilamida, e
ap6s 3 minutos 3 ml de naftlenodiamino 0,5%. Completou-se o
volume e aguardou-se 30 minutos. Foi feita a leitura em espec-
trofotometria em absorbancia a 540 nm?.

Resultados

A média de nitratos encontrados nas amostras in natu-
ra, assadas 30 minutos e 60 minutos, foi de 0,0020% (m/m),
0,00001% (m/m) e 0,00001%(m/m), respectivamente, e de ni-
tritos foi de 0,0001% (m/m), 0,0063% (m/m) e 0,0030% (m/m),
respectivamente, com médias que demonstram a correlagdo
significativa entre tempo de assamento e os teores de nitrato
e nitrito®%.

A quantificacéo de nitritos das amostras assadas aos 30 mi-
nutos e 60 minutos demonstrou um aumento aos 30 minutos e,
apesar de diminuir aos 60 minutos, mantém-se em niveis mais
elevados do que o nitrato.

Tratamento estatistico

Métodos estatisticos sdo utilizados para o planejamento e
condugéo de um estudo, descrigdo dos dados e para tomada de
decisdes, onde se podem citar os testes de hipdteses que se
baseiam nos riscos associados a elas.

Os testes de hipoteses se dividem em paramétricos, o qual
utiliza parametros de distribuicédo ou estimativa para calculos,
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e ndo paramétricos, atribuidos aos dados ordenados e livres da
distribuicao de probabilidades dos dados estudados?.

Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, considerado um
teste ndo paramétrico utilizado para comparar trés ou mais
amostras e testar a hipotese nula de que todas as populagdes
possuem fung6es de distribuicdo iguais, contra a hipotese al-
ternativa de que ao menos duas das populagées possuem fun-
¢cOes de distribuicéo diferentes. As principais vantagens sdo a
possibilidade de comparacéo de mais de duas amostras e a ndo
exigéncia de normalidade ou de outra distribuicdo qualquer
para as populagdes estudadas?2s.

Enquanto a anélise de variancia dos testes depende da hi-
pétese de que todas as populagdes em confronto sao indepen-
dentes e normalmente distribuidas, o teste de Kruskal-Wallis
ndo coloca nenhuma restricdo sobre a comparagéo. Utilizam-
-se para teste de k amostras independentes que provém de
uma mesma populagdo ou de populagdes idénticas em relagao
a média®.

As médias obtidas, com niveis de significancia para 1%
(p valor<0,01), demonstraram que a correlacé@o entre tempo
de cozimento e os teores de nitrato e nitrito é significativa,
com um valor de -0,5352, e a relagdo entre nitrato e nitrito
nas condicOes pesquisadas apresentou relagédo linear também
significativa para todos os tratamentos, com coeficientes de
correlacéo altos (Tabela 3).

Discussao

Por ser uma fonte alimentar rica em compostos nitrosos,
existirem inimeras espécies de peixes ainda ndo estudadas e
serem intensamente consumidos na regido Norte do Pais na
forma de assamento através do carvéo vegetal, ha necessidade
de mais pesquisas a respeito da formacgé&o de nitratos, nitritos
e possiveis compostos nitrosos.

Ao contrario de muitos produtos carneos industrializados,
especialmente embutidos e enlatados, existe caréncia de es-
tudos para muitos tipos de pescados e de seus poucos produtos
industrializados, a fim de estabelecer possivel presenca ou for-
macéao de nitratos e nitritos.

O comité para aditivos alimentares da Organizacdo Mun-
dial da Saude para Alimentagao (WHO/FAQ) define como segu-
ra a ingestao diaria de nitritos na forma de ions entre 0 e 0,07
mg.kg*de peso corpéreo e entre 0 e 3,7 mg.kg* de nitrato de
sddio e potéssio na forma de ions*. Em 2002, esse mesmo co-
mité confirmou esses valores, ressaltando a ndo aplicagédo dos
valores para criancas abaixo de 3 meses?”%.

O limite tolerado de nitrito e nitrato como aditivo alimen-
tar depende da matriz e da legislacéo correspondente vigente
no pais. No Brasil, a Portaria n°® 1.004/ANVISA/MS, de 11 de

Tabela 2. Quantificagio e desvio padré@o de nitratos e nitritos de amostras in natura, assadas 30 e 60 minutos.

Tratamento Amostras in natura Amostras assadas 30 minutos Amostras assadas 60 minutos
Analito Média Desvio padrao Média Desvio padrao Média Desvio padrao
Nitrato (%m/m) 0,00020 0,00017 0,00001 0,0001 0,00001 0,0001
Nitrito (%m/m) 0,00001 0,0004 0,00063 0,00003 0,00030 0,00007
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Tabela 3. Tratamento estatistico segundo Kruskal-Wallis da quantificagéo de nitratos e nitritos em amostras in natura e assadas 30

e 60 minutos.

Amostras in natura Amostras assadas 30 minutos Amostras assadas 60 minutos

Tratamento - — " — - —

Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito
Repeticdes 50 50 50 50 50 50
Média 0,00020 0,00001 0,00001 0,00063 0,00001 0,00030

Soma de graus 255.000 55.000 155.000 255.000 55.000 155.000

Classificacéo a c b a c b

Correlagao 0.9537 0.9260 0.8878
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